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ABSTRACT

The present investigation research reports the synthesis of a unique chitosan
based nanocomposite as a result of its coupling with the natural product affinin and silver
nanoparticles (AgNPs) generated form the chemical reduction of the affinin-AgNOs
complex. The complex reduction to affinin-AgNPs was carried out into acid aqueous
chitosan solutions using the biopolymer itself as reducing, dispersant and stabilizing agent,
as well as solar radiation as the energy source to induce the chemical reduction of the
starting complex.

The final CTS/affinin-AgNPs composite is presented as nanofibers obtained from
the processing of the previously reduced polymer solutions through the Electrospinning
process. After several assays, the suitable parameters of the Electrospinning process as
well as those of the solutions to generate composite nanofibers of good quality were
determined.

The synthesis of AgNPS was confirmed through UV-Vis spectroscopy, the chemical
interactions between the polymer and NPMs were analyzed via Fourier Transformed
Infrared Spectroscopy (FT-IR). The nanoparticles distribution along nanofibers as well as
nanofibers’ morphology and quality were observed by means of Field Emission Scanning
Electron Microscopy (FESEM). Finally, microbiological testing against common bacteria
was carried out resulting in enhanced antimicrobial activity.

The proposed methodology allows the successful production of CTS/affinin-AgNPs
composites with antibacterial activity. The proposed synthesis process is economic,
efficient, fast, easy and ecofriendly.

Key words: affinin-AgNQOsz complex, affinin, AgNPs, chitosan, electrospinning.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacidn reporta la sintesis de nanocompuestos Unicos
base quitosano (CTS) como resultado de su acoplamiento con el producto natural afinina 'y
nanoparticulas de plata (AgNPs) generadas a partir de la reducciéon del complejo afinina-
AgNOs. La reduccién del complejo antes mencionado a afinina-AgNPs se llevé a cabo en
soluciones acuosas acidas de quitosano empleando al mismo biopolimero como agente
reductor, dispersante y estabilizante, asi como radiacidon solar como fuente de energia
para inducir la reduccién quimica del complejo de partida.

El compuesto final CTS/afinina-AgNPs se presenta en forma de nanofibras las
cuales fueron obtenidas mediante el procesamiento en un equipo de Electrospinning de
las soluciones sometidas previamente a reduccidon quimica. Después de varios ensayos, se
determinaron los parametros adecuados tanto del equipo como de las soluciones
poliméricas para la generacién de nanofibras compuestas de buena calidad.

La sintesis de las AgNPs fue confirmada por medio de Espectroscopia UV-Vis, las
interacciones quimicas entre el polimero y las nanoparticulas metalicas (NPMs) fueron
analizadas via Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR). Por
medio de la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido por Emisidn de Campo (FESEM)
se observo la distribucidon de las nanoparticulas a lo largo de las nanofibras de las cuales a
su vez se analizd su morfologia y calidad. Finalmente, se realizaron ensayos
microbioldgicos con especies bacterianas cominmente encontradas en el ambiente, lo
gue resulté en una actividad antimicrobiana potenciada.

Gracias a la metodologia utilizada, se obtuvieron exitosamente nanocompuestos

de CTS/afinina-AgNPs con actividad antimicrobiana. El proceso de sintesis propuesto es
econdmico, eficiente, rapido, facil y sobretodo amigable con el medio ambiente.

Palabras clave: complejo afinina-AgNOs, afinina, AgNPs, quitosano, electrohilado.
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1. INTRODUCCION

Los nanocompuestos son compuestos multifasicos donde una de las fases tiene
una, dos o tres dimensiones de menos de 100 nm. Su clasificacion suele ser en funcidon del
tipo de matriz que se emplea por lo que se dividen en: nanocompuestos ceramicos,
metalicos o poliméricos. Particularmente, los nanocompuestos poliméricos son materiales
obtenidos a partir de la combinacién a escala nanométrica de polimeros sintéticos o
naturales con componentes tanto organicos como inorganicos; sus propiedades dependen
especificamente de sus constituyentes individuales, de su morfologia y caracteristicas
interfaciales, y difieren de los compuestos convencionales debido a que éstos presentan
una excepcional alta relacion entre su superficie y su volumen. Dentro de los polimeros
biodegradables de origen natural mas utilizados para éste fin se encuentra el quitosano
(CTS) [1].

Los nanocompuestos a base de CTS son efectivos para generar diferentes
nanoestructuras con potencial aplicacidon tecnolégica. Este biopolimero en forma de
nanofibras (generadas mediante el proceso de Electrospinning o electrohilado) ha tenido
un desarrollo prominente debido a su habilidad para formar tejidos o encapsularse,
pudiendo cubrir o soportar otras sustancias quimicas, lo que lo hace altamente atractivo
para su aplicacién principalmente en el drea biomédica. El CTS es uno de los polimeros
naturales mas atractivos para la sintesis de nanofibras compuestas usadas para diversas
aplicaciones, destacando la ingenieria de tejidos, ya que es biodegradable, econdmico y
no es toxico. Presenta un potencial e interesante valor econdmico, debido a sus versatiles
actividades bioldgicas, propiedades mecanicas, aplicaciones quimicas y su capacidad de
ser combinado con otros compuestos quimicos y mejorar asi la relacion estructura-
actividad del nanocompuesto resultante. El CTS, es de gran interés debido a que posee
amplias propiedades (entre ellas la biocompatibilidad) altamente deseables para su
aplicaciéon en el drea biomédica [1, 2].

Actualmente la sintesis de nanocompuestos se inclina al ensamblaje de estructuras
de diferente naturaleza, con lo que se esperan mejores resultados que los obtenidos con
los componentes individuales [1]. Una alternativa altamente viable para la sintesis de
nanofibras compuestas base CTS es su combinacidén con nanoparticulas metalicas (NPMs),
en particular con nanoparticulas de plata (AgNPs). Se ha demostrado que las AgNPs
presentan una alta relacién superficie volumen lo que les confiere una importante
actividad bioldgica, y aplicaciones potenciales que incluyen su uso en el ambito de Ila
biomedicina, electrénica, catalisis, aplicaciones dpticas, entre otras. Esto es debido a que
exhiben excelentes propiedades fisicas, bactericidas, quimicas y bioldgicas, que son
intrinsecas o estan estrechamente relacionadas con su tamafio nanométrico [3].
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Esta combinacién resulta altamente conveniente ya que el CTS puede actuar
facilmente como agente reductor, estabilizante y dispersante en la sintesis de NPMs
mediante el método de reduccién quimica a partir de sales precursoras; uno de los
métodos mas ampliamente utilizado para este fin. Esto resulta en la generacién de un
material compuesto altamente atractivo y barato con potenciales aplicaciones donde la
higiene es un factor clave dado que ambos componentes poseen propiedades
antimicrobianas de forma individual y pueden obtenerse materiales con propiedades
eléctricas, térmicas, dpticas, mecanicas, farmacoldgicas, reolégicas y de barrera de gases
mejoradas [3, 4].

En este mismo sentido, el interés del estudio de nuevas aplicaciones de productos
bioactivos de origen natural ha tomado importancia debido a la necesidad de encontrar
productos mas eficaces, amigables en su produccién y con el medio ambiente [1]. El
estudio de compuestos activos presentes en las plantas se limita a la caracterizacién de
éstos, a sus propiedades bioldgicas y los efectos que éstos causan en sistemas bioldgicos.
Sin embargo, la incorporacion de un compuesto bioactivo natural a un polimero para la
produccién de nanofibras poliméricas no ha sido reportada aun, no obstante, es un campo
de investigacion prometedor y diversos productos naturales podrian ser
convenientemente utilizados con este fin.

En un anadlisis de plantas medicinales mexicanas usadas tradicionalmente,
sobresalio la planta del género Heliopsis longipes cuyos extractos poseen propiedades
bioldgicas significativas [5]. Esta especie vegetal presenta una gama extensa de
propiedades como la anestésica, analgésica, anti-inflamatoria, anti-ulcerosa, insecticida-
larvicida, anti-microbiana y cannabi-mimética. Se han atribuido estas propiedades a una
amida presente en los extractos de raices de la planta llamada afinina [5-8]. La afinina (N-
isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) es un compuesto bioactivo natural usado como un
agente antimicrobiano, analgésico y principal componente picante presente en la planta
[5, 9, 10]. De esta forma, la incorporacién de afinina a la dupla compuesta por el CTS y las
AgNPs para la formacion de un material compuesto en forma de nanofibras representa
una alternativa viable para la generacién de un bionanocompuesto con propiedades
bioldgicas potenciadas y altamente deseables en el drea biomédica.

No obstante, la generacion de nanofibras de CTS/afinina/AgNPs representa un reto
importante debido al alto grado de dificultad en el proceso de electrohilado del CTS a
causa de sus propiedades dieléctricas en solucion de algunos acidos, ademas se desconoce
el hecho de que la afinina sea un compuesto electrohilable o si alterara significativamente
los parametros de electrohilado. Sin embargo, el lograr el electrohilado de esta triada
resulta en la generacidn de un biomaterial atractivo [11].
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Existen diferentes técnicas para la fabricacion de nanofibras, siendo la mas
utilizada la técnica de Electrospinning (electrohilado), la cual permite obtener fibras
continuas (con didmetros dentro del rango de micrones hasta unos pocos nanémetros)
con una amplia superficie por unidad de darea, una conveniente microporosidad
interconectada y un rendimiento mecdnico superior, lo cual es ampliamente atractivo a
nivel biotecnolégico. Por medio de esta técnica es posible procesar una diversidad de
materiales, entre los que se incluyen polimeros naturales o sintéticos, cerdmicos y
materiales compuestos, lo que le confiere a la técnica una elevada versatilidad. Esto
permite numerosas aplicaciones tales como: filtrado, catdlisis, fibras compuestas para
reforzar materiales, Optica y nanocables para aplicaciones en nanoelectrénica y
dispositivos biomédicos. Este proceso implica el uso de un alto voltaje para crear un
campo electrostatico que busca atraer particulas eléctricamente cargadas de una solucion
o fluido polimérico desde un cono inyector hacia una superficie donde se solidifica
formando micro y nanofibras, las cuales a su vez forman tejidos, encapsulando o
atrapando moléculas que son liberadas en una reaccién quimica posterior. A partir de la
adecuada eleccion del material a procesar se pueden obtener matrices con una
combinacién uUnica de una elevada area superficial especifica, flexibilidad, tenacidad, y
resistencia a la traccion [3].

Debido a todo lo anterior, la incorporacién de AgNPs y afinina en una matriz de CTS
representa una alternativa viable para la generacién de un nanomaterial atractivo,
novedoso y con extraordinarias aplicaciones potenciales, sobre todo en el drea biomédica,
al lograr un efecto sinérgico derivado de las propiedades individuales de los tres
componentes propuestos.

De esta forma, en el presente trabajo de tesis se propone la sintesis de un
novedoso material con potencial aplicacion farmacoldgica, en donde: el CTS, disuelto en
una solucién acuosa acida, actla como agente reductor, dispersante y estabilizante en la
sintesis de las AgNPs obtenidas por fotoreduccion (empleando radiaciéon solar como
fuente de energia para llevar a cabo la reduccion quimica) a partir de un complejo de
coordinacidn afinina-AgNOs. Adicionalmente, se propone la obtencién de nanofibras por
el método de electrohilado, para la generacidn del material compuesto CTS/afinina-AgNPs
en forma de nanofibras, determinando los pardmetros optimos del proceso de
electrohilado para la obtencidon de nanofibras de buena calidad para esta novedosa
combinacién entre los que se encuentran parametros del equipo y de la solucidn,
incluyendo la seleccién del solvente.
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2. JUSTIFICACION

La sintesis de nanomateriales representa un darea atractiva dentro de la
nanociencia, debido a que su tamafio es la caracteristica que les confiere sus potenciales
aplicaciones. Adicionalmente, se ha tenido un gran auge en el intento por conservar el
medio ambiente y los recursos naturales, siendo mas marcada la necesidad de sintetizar
materiales prometedores naturales por vias econdmicas y amigables con el medio
ambiente.

La sintesis y caracterizacién de nanoparticulas metalicas (NPMs) constituye una
importante drea de investigacion, en especial si hablamos de las propiedades resultantes
al incorporarlas con otros componentes para la formacién de compuestos. Se han
reportado en la Ultima década una amplia variedad de metodologias que buscan obtener
nanoparticulas metalicas empleando estrategias de sintesis bioldgicas en las que se
incluye la participacién de extractos de plantas o frutos, bacterias o biomasa; sin embargo,
estas estrategias han resultado complicadas, ademas de requerir mucho tiempo y un
costo mas elevado. Una reaccion de acoplamiento entre un compuesto natural como la
afinina y el AgNOs3, constituye una metodologia alterna para la sintesis de AgNPs al llevar a
cabo la reduccion quimica del complejo afinina-AgNOs en una solucién de quitosano (CTS)
empleando radicacién solar directa para la reduccidon quimica y donde el biopolimero
pueden actuar como agente reductor, estabilizante y dispersante al mismo tiempo. Estas
soluciones pueden ser posteriormente procesadas para la generacion de nanofibras
compuestas por la triada CTS/afinina-AgNPs.

Debido a lo anterior, este trabajo presenta un método de sintesis facil, econdmico,
rapido, eficiente y amigable con el medio ambiente al reducir el tiempo de sintesis, el uso
excesivo de reactivos, de materiales sintéticos y fuentes energéticas artificiales para la
reduccion quimica de la sal precursora de AgNPS. De esta forma es posible obtener un
nanocompuesto base CTS en forma de nanofibras incorporando un complejo de
coordinacidon formado entre las AgNPs y la afinina, obteniéndose como resultado un
material hibrido biodegradable, atractivo, con actividad bioldgica importante y con
potenciales aplicaciones especificamente en el area biomédica donde la higiene es un
factor clave.
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3. HIPOTESIS

Es posible sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs)a partir de un complejo de
coordinacion afinina-AgNO3 empleando al quitosano (CTS) en solucién acuosa dcida, como
agente reductor, dispersante y estabilizante, utilizando Unicamente la radiacidon solar
como fuente de energia para llevar a cabo la reducciéon quimica.

A partir de ésta solucidn, es posible generar un nanocompuesto homogéneo
CTS/afinina-AgNPs por medio del proceso de electrohilado, el cual es innovador, original y
puede presentar actividad antimicrobiana potenciada.
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4. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar bionanocompuestos quitosano (CTS)/afinina-AgNPs en
forma de nanofibras por el método de electrohilado a partir de la fotoreduccidon de
soluciones acidas CTS/afinina-AgNOs para la evaluacion de su actividad antimicrobiana.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener y verificar la obtencién de la afinina a partir de las raices de H. longipes
mediante Resonancia Magnética Nuclear de Protédn (RMN de H) y Espectroscopia
de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR).

e Obtener y verificar la obtencidon del complejo de coordinacion afinina-AgNOs por
medio de las técnicas RMN de H y FT-IR.

e Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) en soluciones de CTS empleando al
polimero como agente reductor, dispersante y estabilizante, y radiacidon solar
como fuente de energia para la reduccién quimica, verificando la obtencidén de las
AgNPs empleando Espectroscopia UV-Vis.

o Establecer una metodologia adecuada para el electrohilado de las soluciones
reducidas, determinando los parametros dptimos tanto para el equipo como de las
soluciones a electrohilar.

e Sintetizar nanofibras por medio de la técnica de electrohilado de compuestos
CTS/afinina-AgNPs, CTS/afinina, CTS/AgNPs y CTS con afinina y AgNPs por
separado para su comparacion, estableciendo las condiciones éptimas para la
produccién de cada una de ellas.

e Caracterizar las nanofibras obtenidas por las técnicas de Microscopia Electrdnica
de Barrido por Emisidon de Campo (FESEM) y FT-IR.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del bionanocompuesto CTS/afinina-AgNPs y sus
precursores por separado en diferentes presentaciones utilizando el método de
difusion con discos (Prueba de Kirby-Bauer) con tres agentes patdgenos
representativos.
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5. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Debido a que los microorganismos se encuentran en todas partes, incluso en el
cuerpo humano, las infecciones producidas por éstos y su prevencién han retomado
importancia durante los ultimos afios, sobre todo porque ha habido un aumento de los
organismos microbianos resistentes a multiples antibiéticos, teniendo un efecto directo
en los costos de atencidn de la salud. Por esta razdon es necesario desarrollar nuevos
antimicrobianos eficaces, de amplio espectro y de bajo costo [12, 13].

En el drea de textiles biomédicos, los principales agentes antimicrobianos
sintéticos para textiles incluyen triclosdn, metales y sus sales, compuestos
organometalicos, fenoles, compuestos de amonio cuaternario y organosiliconas, entre
otros; sin embargo, estos productos quimicos son altamente téxicos o dan lugar a
subproductos indeseables. Por ello se ha estado explorando el uso de productos naturales
con propiedades antimicrobianas en el tratamiento y produccién de materiales textiles.
Ademas, es bien sabido que un Unico agente antimicrobiano no funciona eficazmente
contra una amplia gama de microbios, razén por la cual el desarrollo de materiales
compuestos con actividad biologica potenciada (debido a la presencia de varios
componentes que sinérgicamente potencian esta propiedad) ha sido de gran interés en
esta area del conocimiento durante los Ultimos afos [4].

5.1 MATERIALES TEXTILES Y NANOPARTICULAS (NPs)

Los materiales textiles han generado un considerable interés en el campo médico,
debido a su uso como suturas, vendas, andamios, vendaje de heridas, mdscaras, batas
quirurgicas, ropa de cama de hospital, etcétera. En este sentido, la reduccién del tamafio
de las particulas de los materiales es una herramienta eficaz y fiable para mejorar su
biocompatibilidad y actividad biolégica (Figura 1), ya que comparado con su contraparte
macroscopica o a granel, el tamafio, la superficie y morfologia de las NPs originan un
cambio Unico en sus propiedades bioldgicas, fisicas (tamafio del area de superficie, carga
de superficie, forma, tamafo, paso a través de barreras que se consideraban
impermeables, propiedades eléctricas y Opticas) y quimicas (solubilidad y reactividad)
[14]. Actualmente, estan surgiendo nuevas aplicaciones de las NPs dada su alta relaciéon de
superficie/ volumen, siendo generalmente empleadas en diferentes campos tales como la
medicina, la biologia, la biotecnologia, la biociencia, la quimica, la fisica, la catalisis, la
electrénica, la optoelectrénica, el tratamiento de aguas y la conversién de energia,
haciendo uso de sus propiedades Unicas en las que se incluyen: buena dptica, excelente
conductividad eléctrica, buena resistencia quimica y electromagnetismo [15-17].
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Figura 1. Escala comparativa de tamafios en los materiales (modificado de Ledo-Suarez,
2011 [18]).

La investigaciéon actual se dirige a sintetizar nanomateriales compuestos con
propiedades antimicrobianas mediante procesos amigables con el medio ambiente,
reduciendo la generacidn de contaminantes no seguros y téxicos, asi como maximizando
la eficiencia del proceso [12, 15]. También se busca la incorporacion de NPs en la
superficie de textiles y prendas de vestir para la produccidon de superficies altamente
activas con una gama de funcionalidades, tales como el bloqueo de rayos UV, actividad
antimicrobiana, repelencia al agua y propiedades de auto-limpieza [4]. Por lo tanto, las
NPs han sido ampliamente utilizadas como aditivos de productos biomédicos, en las que
se incluyen perlas, geles, peliculas y fibras, con la finalidad de mejorar la capacidad
antimicrobiana de los materiales [14].

5.2 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

La plata (Ag) es un metal que posee una de las mas altas conductividades eléctricas
y térmicas entre todos los metales. Es un agente antimicrobiano con un amplio espectro
de actividad usado desde la antigliedad y el reciente resurgimiento del interés por ésta se
centra en la creciente amenaza de la resistencia a los antibiéticos, causada por el abuso de
los mismos. De hecho se sabe que los iones de Ag y compuestos a base de Ag son
altamente téxicos para muchos microorganismos, por ejemplo, muestra fuertes efectos
bactericidas sobre diferentes especies de bacterias, incluyendo E. coli [4, 13, 16, 19].
Generalmente, la plata no tiene un efecto adverso o negativo en células viables y no
provoca facilmente resistencia microbiana. Por lo tanto, ha sido incorporada en los
plasticos en diversas formas (por ejemplo, catéteres, material dental, dispositivos e
implantes médicos, y apdsitos para quemaduras), en textiles o como aditivos de alimentos
para controlar y eliminar el crecimiento microbiano [13, 19].
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Existen diversos métodos para la sintesis de NPs, los cuales se encuentran
resumidos en el Esquema 1. Uno de los métodos de sintesis de NPs mdas comunmente
empleados es el de reduccion quimica de una sal metdlica empleada como precursora del
nanomaterial. Se emplean sales de metales de transicién en disolucién y el proceso de
reduccion se lleva a cabo sobre el cation metdlico y con el proceso complementario de
oxidacién del agente reductor [18].

g SINTESIS DE
NANOPARTICULAS
METODOSPOR | | METODOS A PARTIR DE
REDUCCION DE TAMANO | ENTIDADES PEQUENAS

* Molienda m._EC.éﬂiCa [ +  Precipitacion quimica/ electroquimica
*  Grabado quimico « Deposicion de vapor
*  Ablacion térmica/ablacion con laser + Condensacion atomica'molecular
® Procesos de explosion |- + Meétodo sol-gel
s  Pulverizacién catodica | : »  Spray/laser pirolisis

+  Procesos de aerosol

BIORREDUCCION

SALES METALICAS NADPH

NANOPARTICULAS
DE METAL

NADP |

+ Utilizando extractos libres de células
(plantas, microorganismos, hongos
macroscopicos, macroalgas.)

+ Usando todo organismo/tejido
(plantas, hongos, algas, células
Microorganismos.)

Esquema 1. Métodos de sintesis de nanoparticulas (modificado de Kumar-Mittal y
colaboradores, 2013 [20]).

Dentro de las NPs empleadas en diferentes area tecnolégicas, las NPMs han sido
objeto de una investigacidn sustancial en los Ultimos afios. Son de interés para
aplicaciones que van desde la catalitica, dptica, antibacteriana, almacenamiento de datos,
foténica, fotografia, tecnoldgica, pasta de pelicula gruesa y adhesivo para varios
componentes electrénicos [16, 21].
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En particular, las AgNPs han atraido gran atencidon en los ultimos 15 afios debido a que su
diminuto tamaio (nandmetro) es el responsable de novedosas propiedades aplicables en
muchos campos. Las AgNPs presentan una superficie de dispersién Raman mejorada y
juegan un importante papel en el campo de los biomateriales con propiedades magnéticas
mejoradas [19, 22, 23]. Ademas se ha reportado su aplicacion en textiles médicos
antibacterianos, apdsitos para heridas [15] y en dispositivos 6pticos dadas sus
propiedades Opticas no lineales [17], ademds de que se busca una nueva técnica de
administracion de farmacos a través de estas NPs [23]. Se ha reportado que las AgNPs
tienen aplicaciones anticancerigenas, antimicrobianas y antivirales [20].

5.2.1 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS DE LAS AgNPs

Las AgNPs son conocidas como un antibidtico de amplio espectro con potenciales
propiedades antibacterianas. El mecanismo de los efectos inhibidores de las AgNPs sobre
los microorganismos se conoce solo parcialmente. Diversas investigaciones indican que los
radicales libres se derivan de la superficie de las AgNPs y dafian la estructura de la
membrana de las bacterias [13]. Otros estudios indican que se adhieren a la pared celular,
alterando su permeabilidad y por ende la respiracion celular. También pueden penetrar
dentro de la célula causando dafios al interactuar con los compuestos de fésforo (P) y
azufre (S) contenidos en los componentes tales como el ADN y las proteinas [15]. La carga
positiva del ion plata (Ag*) es crucial para su actividad antimicrobiana a través de la
atraccién electrostatica, es decir, la carga negativa de la membrana celular del
microorganismo interactia con las NPs cargadas positivamente. Se afirma también que la
actividad antimicrobiana de las AgNPs sobre las bacterias Gram-negativas es dependiente
de su concentracidn y esta estrechamente asociada con la formacién de poros en la pared
celular de las bacterias, causando alta permeabilidad seguida de la muerte celular [3, 13].

Las AgNPs son generalmente inestables en solucion acuosa, ya que se aglomeran
rapidamente; sin embargo, al ser estabilizadas por polimeros como el CTS, un polimero
natural, presentan un tiempo de vida largo en solucidén acuosa. Se sugiere que el aumento
de la actividad antimicrobiana al incorporar plata (en forma de iones NPs) en CTS se debe
a la alta infiltracion de la plata resultando en un alto efecto bactericida [19, 24].

5.3 POLIMEROS EN LA SINTESIS DE AgNPs

Los polimeros han sido ampliamente utilizados en diferentes areas debido a sus
propiedades unicas. Por lo general, los materiales compuestos con NPMs pueden ser
obtenidos eficazmente mediante la adicion de los iones metalicos (sales metalicas) en una
solucién de polimero, para posteriormente llevar a cabo su reducciéon quimica con un
agente reductor apropiado, siendo el mas empleado en este caso el borohidruro de sodio,
NaBH4. Los polimeros desempefian un papel importante en la produccién de NPMs por
reduccion quimica ya que actian como agente dispersante evitando la aglomeracion de
las NPs, debido a que la generacién de éstas pasa por tres etapas: reduccion, crecimiento

y estabilizacién como se describe en el Esquema 2 [17].
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Las NPs se encuentran incrustadas o encapsuladas en el polimero debido a que son
excelentes materiales de acogida para las NPs de metales y semiconductores,
produciendo NPs estables y homogéneamente dispersas, con tamaiio, forma vy
distribucién controlada. El polimero orgdnico también combina sus propiedades
intrinsecas con las de las NPMs de tal forma que es posible obtener un nanomaterial
compuesto con propiedades sinérgicas Unicas otorgadas por la combinacidn de ambos
componentes [15, 16].

@ REDUCCION N
—_— = M“
BIOAGENTES REDUCTORES

(ENZIMAS, PROTEINAS, FLAVONOIDES,
TERPENOIDES, COFACTORES, ETC.)

CRECIENTO

ESTABILIZACION

Esquema 2. Mecanismo de sintesis de NPs (M*= ién metalico, M°= metal) (modificado de
Kumar-Mittal y colaboradores, 2013 [20]).

Adicionalmente, los polimeros en solucidn acuosa también pueden desempeiiar el
papel de agentes reductores y estabilizantes en la preparacién de AgNPs (Esquema 3) [3],
de esta forma, es posible obtener materiales compuestos polimero/NPMs a través de una
metodologia mds amigable con el ambiente ya que en la sintesis de NPMs por reduccién
guimica de una sal metalica en solucidn polimérica, el polimero puede actuar a la vez el
agente reductor, estabilizante, dispersante y finalmente como matriz en el material
compuesto. Entre los polimeros que pueden ser empleados para tal fin se encuentran el
alcohol polivinilico (PVA), la heparina, el almidén, y particularmente el CTS, un polimero
natural biocompatible y biodegradable ampliamente utilizado en el area biomédica dada
su actividad biolégica [14].

AgNO, + Sol. CTS —» Ag* + CTSM[Ag“/CTS]

Esquema 3. Preparaciéon de AgNPs por medio de la reduccion del AgNOs en solucion de
CTS (modificado de Khanna P. y colaboradores, 2005 [16]).
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5.4 PROPIEDADES DEL QUITOSANO (CTS)

El CTS es el segundo biopolimero mas abundante después de la celulosa. Es un
polisacarido derivado de la desacetilacion de la quitina (poli B8-(1-4)-N-acetil-D-
glucosamina), un componente encontrado en los caparazones de los crustaceos [4, 17,
19]. El CTS se compone de 2 copolimeros: la 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa y la 2-
acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa (Figura 2). Se caracteriza principalmente por su peso
molecular (PM) y el grado de desacetilacion (DA). Tanto la quitina como el CTS son
polimeros naturales cada vez mds importantes debido a su combinaciéon unica de
propiedades en las que se incluyen biocompatibilidad, bioactividad y biodegradabilidad
por diferentes enzimas hidroliticas. Es accesible, no es téxico y cuenta ademas con
atractivas propiedades fisicas y mecanicas como la flexibilidad, fragilidad y elasticidad [21,
22].

_ o -
CH,OH HO NH
0
~~O O o ~
OH NHz  HOH,C

n

Figura 2. Unidad y estructura molecular del CTS (tomado de Bedolla-Cazares [1]).

El CTS se degrada en fragmentos bajo irradiacién de rayos y. Debido a su
interaccion con los grupos amino (NH;) presentes en la cadena de CTS, las AgNPs son
envueltas por fragmentos de CTS, impidiendo que se aglomeren durante el proceso de
irradiacion de reduccién. Las AgNPs resultantes se dispersan uniforme y densamente en la
solucién [24]. Es un polimero interesante debido a sus propiedades fisicoquimicas,
incluyendo su estructura sélida y la conformacién en disolucién. En estado sélido, se
forman cristales rigidos debido a los grupos hidroxilo (OH) y amino dispuestos
regularmente en las posiciones ecuatoriales en la f(1,4)-ligada-D- glucosamina, mientras
que en solucidn, se disuelve debido a la protonacién de los grupos amino (NHs*), el enlace
de hidrogeno conduce a la formacidon de microfibrillas, dependiendo de la concentracion
de CTS [25, 26]. Debido a la presencia de estos grupos amino e hidroxilo activos es un
polication unico, quelante, y con adecuadas propiedades para la formacion de peliculas. El
CTS puede formar compuestos de quelato con iones, principalmente en forma de
cationes. Por tanto, es un candidato potencial para la produccion rédpida y masica de

AgNPs, asi como de otras NPMs [22].
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También presenta una serie de actividades bioldgicas interesantes, incluyendo la
actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante y antitumoral, induce resistencia
a la enfermedad en las plantas y diversas actividades estimulantes o inhibidoras hacia
diferentes tipos de células humanas. Por estas razones, ha sido ampliamente utilizado en
muchos campos diferentes, incluyendo la medicina y aplicaciones biomédicas, la
alimentacion, la ingenieria quimica, farmacéutica, nutricién y agricultura [16, 26].
Adicionalmente, se sabe que posee actividad antimicrobiana contra bacterias Gram
positivas y negativas, por lo que se ha explotado en una serie de estudios [15]. Sin
embargo, su mecanismo de accion contra las bacterias es sélo parcialmente conocida.
Algunas hipétesis indican que el CTS policatidnico podria interactuar con los grupos
aniodnicos en la superficie celular causando con ello un aumento en la permeabilidad de la
membrana y probablemente interrumpir y posteriormente facilitar la fuga de proteinas
celulares. Otro mecanismo propuesto implica la formacidn de quelatos de CTS con
oligoelementos o nutrientes esenciales que resulta en la inhibicidon de la actividad de las
enzimas [4, 15, 16]. El CTS muestra actividad antimicrobiana sobre sustratos textiles en
concentraciones relativamente altas, ademas, debido a la alta porosidad y el tamaiio de
poro muy pequeiio, las nanofibras hechas a base de este biopolimero tienen una
superficie especifica mayor que la de peliculas delgadas, por lo que el CTS en forma de
nanofibras representa una alternativa altamente atractiva para su uso en ingenieria de
tejidos para el crecimiento celular [4].

5.4.1 NANOFIBRAS DE QUITOSANO Y APLICACIONES

Entre los métodos para la obtencion de nanofibras se encuentra el electrohilado, el
cual es el método mas sencillo y eficiente para producir nanomateriales. Actualmente es
posible obtener fibras de buena calidad a bajo costo. Estas nanofibras tienen una amplia
gama de usos debido a su alta porosidad y su gran area de superficie resultante. Ademas,
las nanofibras tienen una alta capacidad de carga de productos biolégicos y materiales
activos como NPs de oro (Au) o plata (Ag). Recientemente, sistemas con AgNPs se han
cargado en una variedad de andamios en forma de nanofibras para aplicaciones
antimicrobianas. Estos incluyen poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV),
polimetilmetacrilato  (PMMA), poli[2-(tert-butilaminoetil) metacrilato] (PTBAM),
polivinilpirrolidona (PVP), y mezclas de materiales como el CTS/alcohol polivinilico (PVA),
CTS/polietilenglicol (PEG), CTS/ gelatina. En cuanto a la mezcla de CTS con AgNPs, éstas
han sido previamente reportadas de poseer una excelente actividad antimicrobiana. [3,
27].

El nanocompuesto CTS-AgNPs es uno de los materiales compuestos inusuales que
tiene capacidad de ser utilizado como un biosensor, asi como en el tratamiento contra el
cancer. La ventaja de este nanocompuesto es que es biodegradable, es decir, el CTS puede
ser degradado en el cuerpo por enzimas lo cual es apropiado para el tratamiento del
cancer, ademas de que posee una buena actividad antimicrobiana [28].
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Dentro de las aplicaciones de las nanofibras se incluyen fibras delgadas para la
filtraciéon, ropa, mascaras de piel, membranas semipermeables, material médico,
aplicaciones eléctricas y Opticas, soportes de catalizadores, alfombrillas de fibra que
actian como componente de refuerzo en sistemas compuestos, y las plantillas de fibra
para la preparacién de nanotubos funcionales. Recientemente, las nanofibras se han
aplicado a usos médicos que resultan prometedores, como los sistemas de administracion
de farmacos (vectores para la liberacidon de principios activos), andamios de ingenieria de
tejidos, matrices para regeneraciéon y/o reparacién de tejidos y drganos (injertos
vasculares, nervios, piel, cartilago, huesos, musculos cardiacos, cdrneas, expansion vy
diferenciacién de células madres), dispositivos biomédicos biodegradables para implantes,
apositos bioldgicos, instrumentacion médica, tejido de proteccion contra agentes
infecciosos y medioambientales, aplicaciones dentales y cosméticas [3, 27].

Una de las principales aplicaciones de las nanofibras es el cuidado de heridas. La
ventaja de la técnica de electrohilado para fabricar nanofibras, es que antes de ser
electrohiladas se le pueden adicionar una serie de compuestos funcionales y terapéuticos
para el cuidado de heridas, tales como antimicrobianos, antisépticos, antifingicos,
vasodilatadores [por ejemplo, el minoxidil que promueve la epitelizacién de heridas y la
neurovascularizacién, y factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento de epitelio (EGF) y factor de crecimiento
transformante (TGF)]. Lo anterior da como resultado nanofibras con principios activos, y
consecuentemente también da origen a los apdsitos de nanofibras para mdultiples
funciones [3].

Sin embargo, el proceso de electrohilado del CTS requiere controlar cada uno de
los parametros del equipo de Electrospinning, asi como otros factores a considerar en las
soluciones, como la concentracidn del biopolimero, el tipo de disolvente y su
concentracion. Por ejemplo, un estudio realizado por Kousaku y colaboradores [25], se
centré en el efecto que de las concentraciones del disolvente utilizado y del CTS en la
morfologia de las nanofibras resultantes. Realizaron ensayos con dacido clorhidrico (HCI)
diluido, acido acético (AcOH), acido férmico (HCOOH) y 4acido trifluoroacético (ATF) puro.
Ademas también llevaron a cabo ensayos variando la concentracion de CTS. Finalmente,
llegaron a la conclusién de que la morfologia de las nanofibras mejoraba al aumentar la
concentracion de CTS, es decir, la deposicion en el colector cambié de perlas esféricas a
fibras homogéneas. En cuanto al disolvente, observaron que al adicionar diclorometano
(DCM) a la disolucion de CTS-ATF se mejoraba la homogeneidad de las fibras de CTS. Se ha
reportado el estudio exhaustivo del mecanismo detallado de electrohilado, incluido el
inicio de chorro de inyeccidn, el crecimiento de la inestabilidad de flexién, el alargamiento
del chorro y la solidificacién del chorro en las nanofibras [25].
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Otros estudios, se han enfocado en la combinacién de CTS con otros materiales
para mejorar su electrohilado. Abdelgawada y colaboradores [15], observaron que en la
combinacidn CTS con AgNPs, se mejoraba el rendimiento en el proceso de electrohilado al
agregarle PVA. Un estudio mas concluyd que la concentracion ideal para electrohilar CTS
con AgNPs es de 12% del biopolimero [11].

5.5 TEORIA DEL ELECTROSPINNING

El término Electrospinning o electrohilado es reciente y es derivado de hilado
electrostatico; fue empleado por primera vez en 1994. Por lo que, cuando se hilan fibras
de manera electroestatica, se denomina al proceso como electrohilado [3].

La sintesis de nanofibras de interés actual se centra en ésta técnica, la cual es un
método sencillo que permite convenientemente la preparacién de materiales fibrosos a
base de polimeros con didmetros muy finos (que van desde micras hasta nandmetros),
alta porosidad y gran superficie especifica. El proceso implica cuestiones basicas e
importantes en la ciencia de los polimeros en las que los pardmetros viscoeldsticos,
energia libre superficial (tension superficial) y conductividad eléctrica son factores criticos
para el éxito del hilado de nanofibras [3, 14, 25]. La técnica permite obtener fibras de
polimeros naturales y sintéticos, mezclas de polimeros, compuestos de metal o particulas
ceramicas, nanocompuestos, asi como la obtencién de un compuesto con mayor area
superficial y una amplia gama de aplicaciones (membranas de filtracién, nanofibras
cataliticas, sensores fibrosos) [29].

Uno de los mayores atractivos del proceso de electrohilado es que requiere de una
configuracion sencilla y rentable que implica una jeringa (punta de la aguja), una bomba
de alimentacidn, una fuente de alimentacién de alta tensién (campo eléctrico) y un
colector de fibra conectado a tierra que es generalmente una placa de metal o un cilindro
giratorio. El proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente y presidon atmosférica, con
configuraciones verticales u horizontales [29], como puede ser observado en la Figura 3.
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Figura 3. Configuracién del proceso de electrohilado: a) vertical; b) horizontal (modificado
de Rogina A., 2014 [29]).

La solucion de polimero para ser electrohilada se coloca generalmente en una
jeringa conectada al electrodo positivo, mientras que el colector es conectado al electrodo
negativo. Posteriormente, se aplica un campo eléctrico o voltaje en donde la punta de la
aguja y el colector tienen diferente polaridad, esto provoca una repulsiéon de cargas que
supera la tension superficial del polimero con la consecuente formacion del cono de
Taylor (forma cénica que toma la gota al alargarse) [29, 30]. El jet liquido electrificado de
la solucidn polimérica se inestabiliza y se flexiona uniaxialmente a través del campo
eléctrico hacia el colector a tierra, neutralizando la carga del jet. El jet se solidifica en el
colector tras la evaporacion del disolvente, lo que resulta en la deposicion de la
membrana fibrosa no tejida en el colector o nanofibras. Por lo tanto, el disolvente realiza
dos funciones cruciales en el proceso de electrohilado: disolver las moléculas del
polimero, listo para formar el jet electrificado y llevar las moléculas de polimero disueltas
hacia el colector en forma de fibras de tamafio nanométrico debido a su rapida

evaporacion [11, 14, 25, 29].
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5.5.1 PARAMETROS A CONSIDERAR EN EL PROCESO DE ELECTROSPINNING

El tamafio, la densidad y la morfologia de las nanofibras electrohiladas dependen
de varios parametros que se pueden clasificar en:

(1) Parametros de la solucidn: Se incluyen la viscosidad, concentracién, peso molecular,
tension superficial y conductividad.

(2) Parametros de procesamiento: La velocidad de inyeccidn, la intensidad de campo
eléctrico, la distancia de la punta de la aguja al colector, la forma de la punta de la aguja,
la composicion y la geometria del colector.

(3) Parametros ambientales: Estos no se pueden controlar y se incluyen la temperatura,
humedad y flujo de aire [29].

5.5.1.1 CONCENTRACION DE LA SOLUCION POLIMERICA

La concentracién de la solucién polimérica es un parametro importante que influye
directamente sobre la morfologia de la nanofibra resultante. Una concentracién baja de
polimero conduce a la interrupcion de la formacién continua del jet mediante la
formacién de perlas que representan defectos dentro de las fibras. Ademads, una mayor
cantidad de disolvente puede causar fibras himedas. Por el contrario, una concentracién
alta de polimero aumenta el diametro de la fibra, o bien, podria evitar la formacidn del jet
de eyeccién, debido a la mayor tensidn superficial de polimero. La viscosidad, tension
superficial y reologia de la solucién polimérica estdn estrechamente relacionadas con el
efecto de la concentracion de la solucidn de polimero; por lo tanto, se debe aplicar una
concentracion 6ptima de la solucidon para obtener nanofibras uniformes. La naturaleza
idnica de los polimeros naturales afecta la concentraciéon de la solucién, es decir, la
capacidad de hilado y morfologia de la fibra [3, 29].

5.5.1.2 PESO MOLECULAR Y VISCOSIDAD

El peso molecular del polimero afecta las propiedades de la solucién polimérica,
tales como la viscosidad, la tensiéon superficial, la conductividad, la resistencia dieléctrica,
y finalmente sobre la morfologia de las fibras electrohiladas. Generalmente, un mayor
peso molecular del polimero conduce a la viscosidad deseable para la formacién de la
fibra. Aunque el uso de polimeros con mayor peso molecular no siempre tiene un impacto
positivo o un didmetro deseable de la fibra, debido a la interaccién entre las
macromoléculas del polimero. Junto con la concentracién de polimero, la viscosidad juega
un papel muy importante en la determinacién de tamafio de la fibra y la morfologia
durante el proceso de electrohilado. El efecto de la viscosidad se produce de la misma
manera como pasa con la concentracion; una baja viscosidad descarta la formacién de
fibra continua sin perlas (defectos), mientras que una alta viscosidad provoca el secado de
la solucién de polimero en la punta de la aguja, evitando la formacién de la fibra [3, 29].
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5.5.1.3 TENSION SUPERFICIAL

La tensidn superficial estd mas relacionada con la naturaleza del solvente en lugar
de estarlo con el polimero. Dependiendo de las interacciones y la cantidad de disolvente,
la tension superficial de la solucién de polimero se puede variar. La formacidn de gotas y
la incapacidad para que se forme el cono de Taylor se pueden evitar mediante el ajuste de
la concentracion de la solucién con la adicién de un disolvente o mezcla de disolventes.
Del mismo modo, la disminucidn de la tensidn superficial permite la aplicacién un campo
eléctrico inferior [29].

5.5.1.4 CONDUCTIVIDAD (DENSIDAD DE CARGA SUPERFICIAL)

Diferentes estudios han demostrado que el incremento de la conductividad de la
solucion conduce a la formacidn de fibras homogéneas. Una conductividad superior de la
solucion se puede conseguir con la incorporacion de sales inorganicas (NaCl, CaCl,, FeCls),
incluso mas perlas (defectos) se eliminan dentro de las fibras. Las sales idnicas con
didmetro mas pequefio poseen mayor densidad de carga y de movilidad de iones en un
campo eléctrico mayor, lo que resulta en una mayor fuerza de alargamiento y en una fibra
mas fina [29].

5.5.1.5 FUERZA DE EMPUJE, INTENSIDAD DE CAMPO ELECTRICO Y LA DISTANCIA PUNTA-
COLECTOR

La alimentacidn y la tasa de disolucién del polimero se correlacionan con el campo
eléctrico aplicado, y su correlacidon es casi especifica sobre el sistema de polimero-
disolvente. La deformacidn del jet que se traduce en la formacién de perlas (defectos) es
resultado de una velocidad de alimentacién de solucién polimérica mayor. La aplicacion
de un voltaje mas alto podria prevenir la formacién de perlas, pero en consecuencia,
podria causar la dispersidn de la fibra principal y un diametro de fibra no uniforme.
Ademads, un voltaje mas alto acelera las fuerzas electrostaticas de la solucién cargada e
impide completar el proceso de evaporacion del disolvente. Por otro lado, una velocidad
de alimentacién menor es responsable de la incapacidad para expulsar el jet de la solucién
del polimero de la punta de la aguja debido a que la gota de la solucién polimérica se seca
en la punta de la aguja. Se requiere una distancia adecuada de la punta de la aguja al
colector para dar suficiente tiempo a las fibras para secarse (o al disolvente para
evaporarse) antes de llegar al colector, de lo contrario, con distancias que son demasiado
pequefias o demasiado grandes, se produce la falta de uniformidad de la fibra, alterando a
su vez, la morfologia de éstas. Naturalmente, la distancia depende de la concentracién de
la solucién del polimero y la tensién aplicada. Se puede concluir que el campo eléctrico
aplicado dicta el didmetro de la fibra, pero el nivel de significaciéon varia con la
concentracion de la solucion de polimero y con la distancia punta-colector [3, 29].
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5.5.1.6 COMPOSICION Y LA GEOMETRIA DEL COLECTOR

La composicién y la geometria del colector son parametros importantes que
afectan la morfologia de las fibras electrohiladas. Se han reportado colectores de
diferente naturaleza tales como papel de aluminio, papel conductor, tejido conductivo,
malla de alambre, barras paralelas, barras giratorias y cilindros giratorios [29, 17]. La
obtencién de fibras uniformes alineadas es la morfologia mas deseada, debido a la
imitacion de estas fibras a la de la matriz extracelular. La alineacidn de las fibras en
paralelo se puede conseguir usando la barra paralela o el cilindro giratorio (mandril) como
colectores. Naturalmente, la aplicacién del cilindro rotatorio también requiere Ia
regulaciéon de la velocidad de rotacion para obtener la orientacién deseada [3, 29].

5.6 APLICACIONES DE LAS NANOFIBRAS

El mayor interés para el proceso de electrohilado se muestra en el campo de la
ingenieria de tejidos y la administracion de farmacos, debido a la capacidad de hilado de
polimeros naturales y biodegradables. Este método ha resultado muy prometedor debido
a que es posible imitar la matriz extracelular con el uso de biopolimeros biodegradables o
biocompuestos como un reemplazo para el tejido lesionado. Se han reportado nanofibras
sintetizadas tanto de polimeros sintéticos como de polimeros naturales, incluyendo
proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos. Muchos estudios en ese campo se han
centrado en la fabricacion nanofibras a base de biocompuestos con un tamafo de
didmetro y porosidad uniforme. Aunque el proceso de electrohilado es un método barato
y facil para la formacion de la estructura fibrosa, los parametros del proceso dependen de
las propiedades del polimero y son especificos para cada sistema, lo que ha dado lugar a
numerosas investigaciones en las ultimas dos décadas [3, 25, 29].

5.7 PRODUCTOS NATURALES COMPUESTOS A BASE DE NANOFIBRAS

La incorporacion de productos naturales en las nanofibras a base de polimeros
naturales no ha sido reportada aun, por lo que representa una linea interesante de
investigacion. Muchos productos naturales como las plantas y sus extractos pueden ser
utilizados con este fin.

El efecto de diversos extractos de plantas en contra de las bacterias ha sido
estudiado por varios investigadores en el pasado, por ejemplo, las propiedades
antibacterianas del aceite de neem en combinacidn con otros aceites a base de hierbas
como el clavo, tulsi y karanga utilizados para impartir propiedades antimicrobianas en
textiles de algodén. En un examen general reciente de plantas medicinales mexicanas
usadas tradicionalmente, se observo que los extractos de H. longipes poseen propiedades
significativas en este sentido [4, 5].
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5.7.1 Heliopsis longipes

Heliopsis longipes, proveniente de la familia Asteraceae o Compositae, es una
especie mexicana ampliamente utilizada, en el Centro y el Sur de América. También se le
conoce con el nombre de Chilcuague (del ndhuatl “Chilmecatl” que significa hilo debido a
lo delgado de las raices de la planta). Fue utilizada por la civilizacién Nahuatl como
aromatizante en la preparacién de alimentos. Los tallos y raices se utilizan en la medicina
tradicional por sus propiedades anestésicas, analgésica en el dolor de muelas, anti-
inflamatoria, anti-ulcerosa, insecticida-larvicida, anti-microbiana y cannabi-mimética [6-8].

En el extracto etandlico estdn presentes una serie de compuestos llamados
alcamidas, los cuales ejercen una accién inhibidora in vitro sobre las enzimas
ciclooxigenasa y 5-lipoxigenasa. En este extracto se encuentra principalmente la afinina o
espilantol (Figura 4). La afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) es una alcamida;
principal componente bioactivo y picante presente en las raices de Heliopsis longipes. [5,
7,8,].

NH

Figura 4. Estructura quimica de la afinina.

La actividad analgésica de la afinina (espilantol) se ha atribuido a un aumento en la
liberacion de GABA: el acido gamma-aminobutirico; en la corteza cerebral temporal. Se
sugiere que el espilantol puede ser un inhibidor util de mediadores inflamatorios y es un
compuesto potencial para la via ciclooxigenasa 2 (COX-2) de los farmacos anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) [8].

Masticar un pedazo de raiz de esta planta produce intensa salivacidén y un efecto
analgésico local. Un experimento realizado con una solucién de 10 pg/mL de extracto en
diclorometano de esta planta mostré actividad analgésica determinada por medio de la
liberacion de GABA en rodajas cerebrales de ratones. En ese trabajo de investigacién se
reporté que la afinina fue el Unico compuesto activo, por lo que la actividad analgésica de
Heliopsis longipes podria estar asociada a ésta [6].

En la actualidad hay poco conocimiento sobre el mecanismo neuronal que subyace
a la modulacién cortical del dolor; sin embargo, la participacién del sistema de GABA ha
sido bien documentada. De hecho, el aumento de la concentracién de GABA en una regién
de la corteza cerebral produce analgesia duradera mediante la mejora de la inhibicidn

descendente de las neuronas nociceptivas espinales [6].
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Se ha reportado que la afinina tiene efectos anti-inflamatorios similares a los de la
indometacina y mayores que los de la nimesulida, de acuerdo a la comparacién con sus
efectos maximos y se ha destacado que posee efectos antimicrobianos contra el
crecimiento de Escherichia coli y Bacillus subtilis ademas de inhibir el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae a concentraciones bajas (25 pg/mL) y en contraste, se necesitan
mayores concentraciones para inhibir el crecimiento de Pseudomonas solanacearum [5,
7]. En experimentos in vitro se ha mostrado que el extracto crudo (EC) de la raiz de H.
longipes tiene actividad fungicida contra Colletotrichum lindemuthianum, ya que inhibe su
crecimiento micelial y la germinacién de sus esporas [31].

5.8 USO DE POLIMEROS Y PRODUCTOS NATURALES PARA LA FABRICACION DE
MATERIALES COMPUESTOS

Durante los ultimos anos se ha optado por la sintesis verde, no téxica y libre de
contaminantes a partir de compuestos naturales, por lo que las investigaciones se han
enfocado principalmente en la sintesis de compuestos a base de polimeros o productos
naturales, en especifico, extractos de plantas. Muy pocos trabajos reportan el uso de
polimeros con compuestos naturales. Se ha reportado que muchos extractos de plantas
presentan actividad contra una amplia gama de hongos. lJitareerat y colaboradores [32]
evaluaron la actividad antifungica in vitro de los extractos de canela, pimienta y ajo
utilizando diferentes concentraciones en contra de las especies Colletotrichum musae,
Fusarium spp. y Lasiodiplodia theobromae. Como resultado de este trabajo, los autores
mostraron que los extractos inhibieron la germinacién de conidios y el crecimiento
micelial de los patégenos. Por otro lado, Bautista y colaboradores [33] reportaron que el
CTS (3% y 4% peso) con extractos acuosos de hojas de chirimoya, hojas de papaya y
semillas de papaya presentan un efecto fungicida in vitro en el desarrollo de
Colletotrichum gloeosporioides, afectando el crecimiento micelial, la esporulacién y la
morfologia conidial.

Suwantong y colaboradores [34] fabricaron exitosamente por primera vez fibras de
acetato de celulosa ultrafina conteniendo curcumina, una sustancia proveniente de la
planta Curcuma longa L. Incluso, se ha reportado la sintesis de AgNPs a partir de extractos
de distintas plantas, por ejemplo: Coriandrum sativum, Vitex nagundo, Argemone
mexicana, Aloe vera, Azadiracta indica, Medicago sativa, entre otras (Figura 5) [35],
mientras que Kushwaha y colaboradores [35] describieron por primera vez la sintesis de
AgNPs a partir del extracto crudo del tallo y hojas de la especie Verbesina encelioides.
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Neem (Azadirachta indica) Aloe vera Té (Camellia sinensis) Catharanthus roseus

Lemongra (Cymbopogon sp.) Cimmmomum camphora - Datura metel Hoia de Geranio
Figura 5. Ejemplos de plantas usadas para la sintesis de AgNPs (modificado de Kumar-
Mittal y colaboradores, 2013 [20]).

Recientemente, el uso de polimeros en el area agricola ha tomado cierta
importancia, por ejemplo el CTS ha sido utilizado para mantener la calidad de las frutas y
hortalizas. Al ser usado como un revestimiento en los platanos después de infectarse,
muestra un retraso en el desarrollo de la enfermedad y en la maduracion de los platanos,
asi como actividad antifungica contra varios hongos [32]. Ademds, el CTS se considera un
producto natural para el control de enfermedades de postcosecha de la papaya [33].

Debido a todo lo anterior, puede observarse que la generacion de un material
compuesto en forma de nanofibras resultado de la combinacién entre el CTS, la afinina 'y
las AgNPs resulta muy atractiva y viable. Ademas, el compuesto resultante presentaria
propiedades diferentes y prometedoras a las de los compuestos de partida. La
incorporacion de estos tres componentes daria lugar a un material con extraordinario
potencial y diversas aplicaciones, sobre todo en el area biomédica, al potenciar sus
propiedades antimicrobianas. El proceso general propuesto para la sintesis del compuesto
CTS/afinina-AgNPs se muestra en el Esquema 4.
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LA RADIACION LIRS
SOLAR it p
- i GENERACION NANOFIBRAS DE
COMPLEJO DE COORDINACION DE AghPs CTS/AFININA-AgNPs

AFININA-AZNO3
Esquema 4. Proceso general de sintesis de nanofibras CTS/afinina-AgNPs (modificado de

Ching-Wen L. y colaboradores, 2014 [12]).
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1 Materiales, equipo y reactivos:

Las especificaciones de los reactivos y materiales empleados son las siguientes:
e Quitosano (CTS) en hojuelas con un grado de desacetilacion (DA) = 75 % de
Sigma-Aldrich®.
e Nitrato de Plata de Sigma-Aldrich®, 99+% y PM= 20.913 g/mol.
e Acido trifluoroacético de Sigma-Aldrich®, PM 114.02 g/mol.
e Acido Acético de J. T. Baker®, PM 60.05 g/mol.
e Agua Destilada de J. T. Baker®, PM 18 g/mol.
e Hidréxido de Sodio de J. T. Baker®, perlas y PM 40.00 g/mol.
e Hexanos, quimicamente puro (potchteca, materias primas).
e Acetato de etilo (AcOEt), quimicamente puro (potchteca, materias primas).
e Acetonitrilo de Fermont®, 99.9 % y PM 41.05 g/mol.
e Metanol, quimicamente puro (potchteca, materias primas).
e Diclorometano de J. T. Baker®, 99.9 % y PM 84.93 g/mol.
e Cromatofolios Merck de gel de silice 60 F2s4 de 2.5 x5 cm x 10 um

Los equipos empleados para la sintesis y caracterizaciéon de los bionanocompuestos se
enlistan a continuacién:

e Equipo de Resonancia Magnética Nuclear Varian Mercury Plus de 400 MHz.

e Espectrofotdmetro Ultravioleta GENESYS 10S UV-Vis (Thermo SCIENTIFIC).

e Equipo Electrospinning marca NaBond Technologies Co., China, con una Bomba de
inyeccion kdScientific.

e Espectrofotdmetro de Infrarrojo Thermo Scientific modelo Nicolet iS10.

e Microscopio Electrénico de Barrido por Emisién de Campo JOEM JSM 6400.

6.2 Obtencidn de la afinina:

Las raices de H. longipes, también conocida como Chilcuague, fueron pesadas
(43.167 g), escindidas y molidas. Se le realizaron macerados durante tres dias con
hexanos. El sobrenadante se filtré con ayuda de papel filtro y algoddn. El filtrado se llevd
al rotavapor IKA® RV 10 Basic para concentrarlo. El extracto impuro presentd un peso de
0.843 g.

El extracto impuro se redisolvié en hexanos, se mezcldé con 1.686 g de gel silice y
diclorometano hasta obtener un polvo fino homogéneo. Se montd una columna de gel
silice a la que se le agregd una mezcla de hexanos-AcOEt en una proporcion de 7:2.




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE BIONANOCOMPUESTOS QUITOSANO/AFININA-AgNPs MEDIANTE ELECTROSPINNING

Posteriormente, se adicioné el extracto hexanico impregnado en gel de silice y se
eluyd la cromatografia. Se pesé un vial (Wv= 13.559 g) limpio y seco para recuperar la
afinina purificada. De la columna se recuperaron 0.159 g de afinina, su presencia se
verificd por Resonancia Magnética Nuclear de 'H a 400 MHz en cloroformo deuterado
(CDCl3) y Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) empleando la
técnica ATR (reflexién total atenuada). Empleando una muestra auténtica, también se
verifico por la técnica de Cromatografia en Placa Fina.

6.3 Obtencion del complejo de coordinacién afinina-AgNOs:

La reaccion de acomplejamiento del AgNOs y la afinina se realizd en una
proporcién 2:1 por lo que se pesaron 0.077 g y 0.050 g respectivamente. Se coloco el
AgNOs3 en un matraz balén que se cubrié con aluminio para evitar cualquier oxidacion
previa y se le adicionaron 5 mL de Acetonitrilo (CH3CN), para ser sometido a reflujo con
agitaciéon a 80 °C durante una hora, esto con el fin de activar la plata. Transcurrido ese
lapso de tiempo, se adicionaron los correspondientes equivalentes de afinina,
previamente disuelta en 3 mL de CH3CN. La reaccion continud por 24 horas.

Posteriormente, se retird el matraz baldn del sistema de reflujo y tras ser
concentrado en el rotavapor, se le realizaron lavados por triplicado con hexanos (CsH14),
diclorometano (CH.Clz) y metanol (CH40) para remover la materia de partida. Se
obtuvieron 0.024 g de complejo de coordinacidon afinina-AgNOs. La obtencién del
complejo de coordinacion afinina-AgNOs fue verificada por Resonancia Magnética Nuclear
de 'H en dimetil sulféxido, por Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FT-IR) empleando la técnica ATR (reflexion total atenuada y por su punto de fusién. Cabe
mencionar que el complejo obtenido se comparé con el obtenido anteriormente por
Bedolla-Cazares [1].

6.4 Preparacion de las soluciones:

Se prepararon 5 soluciones distintas a base de CTS las cuales se describen a detalle a
continuacion:

3.4.1 Solucién de CTS 2% en peso en acido acético (AcOH) 1% en peso

Se peso la cantidad necesaria de CTS y se le adiciond AcOH de manera que quedaran
en una concentracion final de 2% peso y 1% peso, respectivamente. Finalmente se aforé la
solucién con agua destilada y se dejo en agitacion el tiempo necesario para la disolucién
completa del CTS para obtener una solucién homogénea.
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3.4.2 Solucion de CTS con AgNPs (solucidn reducida)

A la solucidn anterior de CTS 2% peso en AcOH 1% peso, se le adiciond la cantidad
necesaria de AgNOs para obtener una concentracion final igual a 5 mM. Posteriormente,
la solucidn se cubrié con aluminio para evitar una reduccién previa al entrar en contacto
con la luz solar y se mantuvo en agitacién durante 20 minutos. Pasado el tiempo de
agitacion se retird el aluminio y la solucién se expuso a radiacidn solar directa durante 30
minutos, esto con el fin de reducir quimicamente el AgNOs para la sintesis de AgNPs.
Después de este lapso, la solucién se mantuvo en agitacidon durante 20 minutos mas para
volver a homogenizarla. Se le midié la absorbancia UV-Vis para verificar la presencia de
plata en forma de NPs. A las soluciones resultantes de este paso se les llamara en adelante
“soluciones reducidas con AgNPs”.

6.4.3 Solucion de CTS con afinina

La solucidon acuosa acida de CTS 2% peso en AcOH 1% peso, se vertid en cajas de
Petri para formar peliculas, se dejaron en la estufa durante 24 horas para eliminar el
solvente. Después, las peliculas se escindieron en fragmentos muy reducidos. A partir del
dato DLsoafinina = 75 pg/mL [1], se pesaron 0.0015 g de afinina y se disolvieron en 20 mL de
una mezcla 4cido trifluoroacético/diclorometano ATF/DCM (7:3). Se pesé la cantidad
necesaria de peliculas de manera que el CTS representara el 10% en peso/volumen (la alta
viscosidad del CTS no permite que la solucidon pueda ser electrohilada) y se disolvié en la
mezcla ATF/DCM 7:3 mencionada anteriormente. La solucion se dejé lista para
electrohilar. Se reservaron peliculas para el andlisis IR y pruebas antimicrobianas.

6.4.4 Solucion de CTS con AgNPs y afinina

A partir de las “soluciones reducidas con AgNPs”, se formaron peliculas en cajas de
Petri, se secaron, se escindieron y se pesaron para obtener el peso correspondiente para
obtener una concentracion final de CTS de 12% peso, se disolvieron en una mezcla de
ATF/DCM 7:3 que contenia afinina previamente disuelta. La solucion se dejo lista para
electrohilar. Se reservaron peliculas para el andlisis IR y las pruebas antimicrobianas.

6.4.5 Solucién de CTS con complejo de coordinacidn afinina-AgNOs:

A la solucidn inicial de CTS 2% peso en AcOH 1% peso, se le adiciond el complejo de
coordinacion Afinina-AgNOs3, de manera que la concentracién final de la afinina
correspondiera a su DLsp (75 pg/mL) [1]. Posteriormente, la solucidén se cubrié con
aluminio para evitar el contacto con la luz solar y se agité durante 20 minutos. Se retir6 el
aluminio y se expuso al sol durante 30 minutos para la reduccion del AgNOs a NPs.

Finalmente, la solucidn se mantuvo en agitacion durante otros 20 minutos para
homogenizarla. Se le midié la absorbancia UV-Vis para verificar la formacion de NMPs.
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6.5 Sintesis de nanofibras.

Las nanofibras se obtuvieron por medio del proceso de electrohilado. A partir de
las soluciones acuosas de CTS 2% peso en AcOH 1% peso, las “soluciones reducidas con
AgNPs” y de las soluciones de CTS con el complejo afinina-AgNOs, se formaron peliculas,
se escindieron en fragmentos muy reducidos, se pesd la cantidad necesaria de peliculas de
manera que el CTS representara el 12% en peso/volumen (Como excepcidn, la solucién
que soélo contenia CTS se dejé en una concentracion final igual a 10 % peso) y se
disolvieron en ATF-DCM (7:3), debido a que esta mezcla de disolventes es la ideal para la
produccién efectiva de nanofibras de quitosano [1, 26] La soluciéon se dejo lista para
electrohilar. Se reservaron peliculas para el analisis IR y las pruebas antimicrobianas. Las 5
diferentes soluciones fueron procesadas en el equipo de Electrospinning para la obtencion
de nanofibras. Lotes de 10 mL de cada una de las soluciones fueron colocadas en jeringas
de plastico las cuales fueron conectadas a la bomba de inyeccion para su procesamiento y
para la determinacién de los pardmetros adecuados para la produccién de nanofibras de
calidad.

En un estudio realizado anteriormente, se determind que la concentracién ideal
para el electrohilado de una solucion de CTS soportando AgNPs es de 12 % peso [19],
ademads como resultado de una investigacion previa, se determind también que la relacién
ideal entre los solventes ATF/DCM es de 7:3 [1], por lo que las unicas variables
controladas fueron las condiciones del equipo de Electrospinning, es decir, voltaje,
velocidad de inyeccidn de la solucién, temperatura, distancia de la aguja al colector y tipo
de colector. Las condiciones dptimas del proceso para la obtencidn de nanofibras fueron
determinadas para cada una de las soluciones.

6.6 Caracterizacidn de las nanofibras y AgNPs.

6.6.1 Espectroscopia Molecular de Absorciéon UV-Vis

Las soluciones expuestas a la radiacién solar para la reduccién de la sal de plata
fueron caracterizadas por su absorbancia UV-Vis después de la exposicién a radiacidon
solar y agitacion, todos los espectros UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotometro
Ultravioleta GENESYS 10S UV-Vis (Thermo SCIENTIFIC) operado en un rango de 350-600
nm.
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6.6.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

Una parte, tanto de las peliculas como de las fibras, fueron enviadas a
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier para su analisis. Los espectros
de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro Thermo Scientific
modelo Nicolet iS10 empleando la técnica ATR (reflexion total atenuada). Los datos
se expresan en numeros de onda (# cm™) para los maximos principales de absorcién.

6.6.3 Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo (FESEM)

La morfologia de las nanofibras obtenidas a partir de las soluciones “reducidas con
AgNPs”, soluciones de CTS con complejo afinina-AgNOs y soluciones de CTS con AgNPs y
afinina (adicionadas por separado y no como complejo) fueron analizadas por medio de
un Microscopio Electrénico de Barrido JOEM JSM 6400.

6.6.4 Pruebas antimicrobianas

El ensayo microbiolégico se realizd6 en el Laboratorio Privado EDULAB. Se
determiné la actividad antimicrobiana de las fibras, las peliculas y las soluciones utilizando
el método de Kirby-Bauer.

6.6.4.1 Cepas examinadas

Las cepas referenciadas a examinar fueron las siguientes:
Escherichia coli (BG-) ATCC 25922

Staphyloccocus aureus (CG+) ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa (BG-) ATCC 25619

6.6.4.2 Preparacion de los inoculos y muestras:

Las cepas referenciadas fueron proporcionadas por el laboratorio EDULAB y por el
Laboratorio Estatal de Salud Publica. Los tres microorganismos fueron inoculados en
condiciones estériles en caldo Miller-Hinton, de manera que la turbidez de los indculos
correspondiera al 0.5 de la escala turbidimétrica de McFarland, la cual es equivalente a
10% UFC por mL [3]. Se empled el agar Miller-Hinton (MH) y el caldo estdndar MH,
preparado previamente y proporcionado por el laboratorio EDULAB y el Hospital de la
Mujer, para hacer la comparacion turbidimétrica y llevar a cabo la difusién del
microorganismo. Se realizaron ensayos sobre las muestras indicadas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Muestras analizadas en los ensayos de actividad antimicrobiana.

o T COMPONENTES
# CTS 2% en CTS CTS . . Complejo
MUESTRA CTS 2% AcOH 1% 10% 12% afinina | AgNPs afinina?AngOg,
1 X
2 X X
FIBRA 3 X X
4 X X X
5 X X
1 X
2 X X
PELICULA | 3 X X
4 X X X
5 X X
1 X
2 X X
SOLUCION | 3 X X
4 X X X
5 X X
Previo a las pruebas antimicrobianas, las muestras fueron preparadas de la

siguiente manera:

e Soluciones: Se recortaron, con ayuda de una perforadora, circulos de papel filtro
(5mm) vy se esterilizaron previamente, con el fin de formar sensidiscos. Después se
impregnaron los sensidiscos con 100 ulL de cada solucidn respectivamente.

e Peliculas y fibras: Tanto las peliculas como las fibras fueron neutralizadas
previamente para eliminar el exceso de acido. Las fibras se dejaron durante una
semana para eliminar y evaporar todo el remanente del ATF. Las peliculas fueron
tratadas inicialmente con una solucion de NaOH 1 M y posteriores lavados con H;0
destilada hasta alcanzar un pH neutro. Las peliculas y fibras se recortaron en forma
circular, fueron pesadas y utilizadas en una concentracién igual a la utilizada en
forma de solucion.

6.6.4.3 Inoculacion de las cepas y muestras en los medios:

Se introdujo un hisopo estéril en cada caldo estandarizado con el microorganismo
correspondiente y se realizd un estriado cargado por cuadrantes sobre el agar Miiller-
Hinton, medio estandar para antibiogramas, para cada inéculo en condiciones estériles.
Una vez inoculadas las bacterias, se procedié a colocar las peliculas, fibras, sensidiscos vy el
antibiotico control, el cual fue el Meropenem 10 ug (con amplio espectro antimicrobiano),
sobre el estriado y se incubaron las placas durante 24 horas a 37 °C. Al finalizar el periodo
de incubacidn, se realizaron las mediciones de los halos de inhibicién de cada muestra y se

compararon con el halo del antibiético de control (Meropenem).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion de la afinina:

El proceso de obtencidon de la afinina consta de varias etapas las cuales se
describen graficamente en la Figura 6. Como se observa en la figura, las raices de Heliopsis
longipes son filiformes y de color café claro. Inicialmente, éstas son trituradas y puestas a
maceracion con hexanos durante tres dias. Posteriormente, el extracto es concentrado en
rotavapor para obtener una sustancia viscosa verde obscuro de olor caracteristico. Dicho
extracto es sometido a separaciéon cromatografica para aislar a la afinina como un aceite
viscoso color naranja, tal y como se muestra en la fotografia del extremo derecho de la
Figura 6.

‘ o

Figura 6. Proceso de obtencién de la afinina. De izquierda a derecha: Raices de H.
longipes, filtracién del macerado hexdanico, extracto hexanico, purificacion de la afinina y
afinina.

Se obtuvieron 0.159 g de afinina a partir de 0.843 g de extracto hexanico. Durante
la purificacion de la afinina se realizaron cromatografias en capa fina (CCF) para
comprobar la fraccién en la que se empieza a obtener la afinina, asi como su pureza
(Figura 7).

Figura 7. Cromatofolios donde se aprecia un Re=0.35 en la polaridad hexanos-AcOEt (7:2).
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En el espectro de IR mostrado en la Figura 8 se observa, la vibracidon del enlace amida
aproximadamente en 3300 cm™ asi como la vibracion C-H cerca de los 2900 cm™ y
finalmente la vibracion del enlace carbonilo a 1700 cm™.
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Figura 8. Espectro IR obtenido de la afinina.

Por medio de la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de 'H a 400 MHz
[usando como solvente el cloroformo deuterado (CDCls)] se confirmd la presencia de la
afinina purificada como producto mayoritario en el extracto hexanico y su espectro se
muestra en la Figura 9. Se observé el patron de sefiales descritas anteriormente para la
afinina [36]: se apreciaron protones vinilicos entre 6.83 y 5.26 ppm; de igual manera se
observé una sefal para el protdn base de amida en 5.5 ppm; se encontraron sefiales
multiples para los protones de metilenos y de un metino en 3.15, 2.29 ppm y 1.81 ppm,
respectivamente; asi como de los protones de grupos metilos en 1.77 y 0.92 ppm.
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7.2 Obtencion del complejo de coordinacién Afinina-AgNOs:

La técnica para la obtencién del complejo afinina- AgNOs ha sido bien establecida
en el grupo de trabajo por Bedolla-Cazares [1], los pasos requeridos para su obtencidn se
representan en la Figura 10. Para la reaccién de acomplejamiento se empled una relacién
molar 2:1 de AgNOs Yy afinina, respectivamente; esta relacién permite obtener el complejo
de coordinacién con un rendimiento cerca del 50% [1]. El matraz de reaccién se cubrid con
papel aluminio para crear un ambiente en ausencia de luz debido a que el AgNOs es un
compuesto quimico fotosensible, y por lo tanto es necesario evitar cualquier oxidacion
previa. El acetonitrilo, fue el solvente de eleccidn ya que disuelve a los dos componentes

de partida (AgNOsYy afinina), y permite activar la plata para la reaccion.

Figura 10. Obtenciéon del complejo de coordinacién afinina-AgNOs. De izquierda a
derecha: Disolucion de la afinina en acetonitrilo, reaccién y equipo de reflujo en proceso
para activacion de la Plata, complejo de coordinacién inicial (viscoso) y lavados con
solventes para eliminar materia de partida.

Se obtuvieron 0.024 g de complejo de coordinacién afinina-AgNOs (Figura 11) en
forma de un polvo color café obscuro con un punto de fusién entre 263-265 °C. Al realizar
los lavados, se observé que el complejo obtenido es insoluble en hexanos y diclorometano
y solo es soluble en metanol (Figura 11). El complejo también se analizé6 por medio de
RMN de *H en dimetil sulféxido (DMSO-g46) a 400 MHz y por FT-IR (Figura 12).
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Figura 11. Complejo de coordinacion afinina-AgNOs. Se muestra el complejo resultante
después de los lavados, y la determinacion de su punto de fusion.

En el espectro de Infrarrojo del producto de reaccion (Figura 12), se puede
observar el desplazamiento a frecuencias mayores de las bandas en 3446 cm™ de la
vibracién del grupo amino, en 2997 cmy en 2936 cm™ se observan las vibraciones de los
metilos y metilenos, respectivamente; el aumento del porcentaje de transmitancia de las
bandas de tensidon del grupo carbonilo en 1633 cm?, asi como la aparicién de las bandas
caracteristicas del ion nitrato en 1263 cm™. Debido a lo anterior, se propone la presencia
de los componentes afinina y AgNOs en el producto de reacciéon formado.

TRANSMITANCIA %

T T T T T T v T v T v T
4000 380 300 200 2000 1500 1000
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Figura 12. IR obtenido del complejo de coordinacién afinina-AgNOs.

Por otro lado, el espectro de RMN de 'H 400 MHz en DMSO-4¢ del complejo de
coordinacion afinina-AgNOs (Figura 13), solo mostré un patrén de senales anchas
guardando poca relacion con el espectro de la afinina; pudiendo distinguir la sefial del
protén de amida en 7.8 ppm, ademds de dos sefiales anchas en 6.60 y 5.80 ppm atribuidas
a protones vinilicos, asi como el patrén de sefiales del residuo isobutilo de la afinina en 0.9
ppm y 1.65 ppm. Cabe destacar que las sefiales del resto de los protones de la afinina no
pudieron ser asignados debido a la complejidad del espectro, aunque es evidente que se
trata de otro compuesto distinto a la afinina del espectro de la Figura 9.
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Anteriormente, por medio de la técnica de Espectrometria de Masas de Baja
Resolucién fue posible identificar la estructura del complejo de coordinacidn [1]. A partir
del patrén de fragmentacién de las especies generadas en el espectro de masas, Bedolla-
Cazares, propuso algunas estructuras que se ajustan a sus pesos moleculares (Esquema 5).

N
24
,\Ag+ NO5
S
\T
= [M] + CH4CN = c
m/z=[M] + CH;C 599 miz= 237.8
0,
NO3’Ag*’ \ NH :
N B
m/z= 361. 8

m/z= C + H,O + Na = 277.9

Esquema 5. Estructuras propuestas en base al patréon de fragmentacion y estructura
del complejo de coordinacién afinina-AgNOs (Bedolla-Cazares [1]).

7.3 Reduccion de las soluciones y sintesis de AgNPs.

Las soluciones acuosas de CTS al 2% peso en AcOH preparadas como se describid
en el apartado 3.4, son viscosas con un color ligeramente amarillo. Una vez adicionado el
AgNOs estas soluciones cambiaron su tonalidad a un color blanco lechoso, ademas de que
se modificé su viscosidad. Como ya se habia mencionado anteriormente, el AgNOs se
descompone en presencia de luz, por lo que previo a la exposicidn solar para la reduccién
de la sal, las soluciones se cubrieron con aluminio. Las soluciones se agitaron
mecanicamente antes y después de la reduccién para su homogenizacién.

Al ser expuestas a la radiacion solar, las soluciones experimentaron un cambio de
color con el paso del tiempo tal y como se muestra en la Figura 14; en los primeros
minutos pasaron de su color inicial (blanco lechoso) a ser ligeramente moradas, pasando
por varias tonalidades para finalmente después de los 30 minutos de reaccion obtener
una coloracion café, la cual permanecid sin cambio aun transcurridos varios dias. Esto en
un indicativo, mas no una prueba, de la formacién de AgNPs por medio de la reduccion de
la sal metalica.
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e o .

. b \ —
Figura 14. Sintesis de AgNPs. De izquierda a derecha: Adicion de la solucion de CTS 2 % a

los cristales de AgNOs, solucion sin reducir (color blanquecino), solucién a unos minutos
de exposicion al sol (nétese el cambio de color ligeramente morado) y solucién reducida
de AgNPs (nétese el color café obscuro, asi como la disminucién de la viscosidad).

\ w i

Para la generacion de NPs a partir del complejo de coordinacidn afinina-AgNOs, se
hicieron los calculos necesarios a partir de la DLso de la afinina, de manera que la cantidad
de afinina y AgNPs permanecieran constantes en todos los ensayos para la elaboracion de
peliculas y fibras. En la sintesis de AgNPs a partir del complejo de coordinacién afinina-
AgNOs, se manejaron las mismas condiciones descritas anteriormente presentandose los
mismos cambios de coloracién mencionados previamente.

7.4 Preparacion de biopeliculas de CTS y soluciones listas para electrohilar.

La preparacién de las biopeliculas de CTS tiene dos objetivos: La comparacién de
sus propiedades mecanicas y de su actividad antimicrobiana con las de las nanofibras, y
por otro lado, debido a que la sintesis de AgNPs se lleva a cabo en soluciones de AcOH 1%
en peso y al hecho de que la soluciéon de CTS 2% en AcOH 1 % no es electrohilable, la
reduccion del AgNOs se lleva a cabo en solucién de AcOH para posteriormente formar
peliculas permitiendo la evaporacién del solvente y posteriormente redisolver estas
peliculas conteniendo AgNPs en la mezcla ATF-DCM para su electrohilado. La obtencién de
biopeliculas se hace mediante el método de evaporacion del solvente en una estufa a 60°C
durante 24 horas.

El electrohilado de soluciones de CTS no es trivial, de tal forma que existen
numerosos reportes al respecto. Se ha encontrado que los mejores resultados para la
generacion de nanofibras de CTS de buena calidad se obtienen con una mezcla de
disolventes; ATF-DCM (7:3) [1]. Sin embargo, en esta mezcla de disolventes el CTS no
actua como agente reductor debido a la formacién de sales de trifluoroacetato de
guitosano, por lo que para la obtenciéon de nanofibras de CTS con AgNPS es necesario
primero realizar la reduccion de la sal metalica en soluciones de CTS AcOH 1% para la
posterior formacién de biopeliculas y su redisolucion en un disolvente diferente para
producir soluciones electrohilables. El proceso para la obtencidn de soluciones

electrohilables se describe en la Figura 15.
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Las biopeliculas fueron cortadas lo mas pequefias posible para facilitar la
disolucién de las mismas en el solvente empleado para el proceso de electrohilado; en
este caso ATF-DCM. Se dejaron disolviendo y homogenizando en agitacion constante
durante 24 horas.

Figura 15. Preparacién de la solucion a electrohilar. De izquierda a derecha: Vaciado de la
solucidn a cajas Petri para la evaporacion del AcOH a 60°C durante 24 horas, pesado de las
biopeliculas secas, disolucidén de las peliculas escindidas en el solvente, solucidn lista para
electrohilar.

7.5 Sintesis de nanofibras.

El equipo de electrospinning para obtener las nanofibras (Nabond Technologies),
mostrado en la Figura 16, cuenta con una capacidad de produccién de nanofibras con
didmetros entre 20 y 1000 nm, una fuente de alto voltaje con un maximo de 50 KV, una
bomba de inyeccidon con un rango de velocidad de 60 nL/min—31 mL/min y diferentes
tipos de colector. En este caso los mejores resultados para la obtencidén de nanofibras
base quitosano se han obtenido utilizando un colector rotatorio [1].

Figura 16. Proceso de electrohilado. Se observa el equipo de Electrospinning
preparandose para electrohilar y en funcionamiento y el aspersor distribuyendo las
nanofibras en el colector que gira rdpidamente secando y evaporando el disolvente.
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Como se menciond anteriormente, el CTS es insoluble en agua y soluble en
soluciones aciduladas, sin embargo, la concentracidn de acido en la solucién polimérica es
un parametro importante a considerar debido a que puede reducir la tensién superficial
de la solucién de CTS y al mismo tiempo aumentar la densidad de carga de chorro, pero no
tiene efecto significativo sobre la viscosidad [1].

Las condiciones 6ptimas del proceso de electrohilado para la obtencion de
nanofibras variaron de acuerdo a las soluciones, ya que cada una de ellas presentd
caracteristicas, componentes y propiedades diferentes, la Tabla 2 muestra las condiciones
Optimas determinadas para cada una de las soluciones.

Tabla 2. Comparacién de las condiciones éptimas de electrohilado para las diferentes
soluciones.

Sol. CTS 10 % Ambiente 28-30 18 0.014 Rotatorio

Sol. CTS 12 % con AgNPs Ambiente 24-26 18 0.025 Rotatorio

Sol. CTS 10 % con afinina Ambiente 29-30 20 0.009 Rotatorio

Sol. CTS 12 % con AgNPs y afinina Ambiente 29-30 20 0.04 Rotatorio
Sol. CTS 12 % con complejo

afinina-AgNO3 Ambiente 26-27 15 0.01 Rotatorio

Se obtuvieron fibras de buena calidad a nivel macroscopico, es decir, homogéneas,
gruesas y con propiedades mecdnicas adecuadas como buena flexibilidad para su manejo
(Figura 17).
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Figura 17. Nanofibras obtenidas. Notese la homogeneidad, flexibilidad y grosor

excelentes.
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7.6 Caracterizacion de las nanofibras y AgNPs:

7.6.1 Espectroscopia Molecular de Absorcion UV-Vis

La absorbancia UV-Vis se determind en un rango de 350-600 nm. La frecuencia
caracteristica depende del tamafio de la particula y del metal. La absorbancia aumenta
con el aumento del tiempo de reduccién, lo que a su vez se relaciona con el aumento en el
numero de nanoparticulas generadas [3]. Se realizaron varios muestreos para el analisis
del cambio de absorbancia y después de los 30 minutos de reduccién, no se observaron
cambios significativos en las intensidades y las posiciones de las bandas de absorcion lo
gue indica que la reduccién se ha llevado a cabo en su totalidad.

La coloracién de las soluciones surge de la combinacién de la absorcion y
dispersion de la luz y depende del tamafio de particula, mas especificamente es debido a
la resonancia de los electrones libres de la particula metalica [3]. La linea base utilizada
fue una solucién acuosa de AcOH 1 %, ya que fue el solvente presente en las soluciones
empleadas para la reduccién del precursor metalico.

De acuerdo a la literatura, se ha planteado la hipdtesis de que la funcién amina
existente en el mondémero de cadena del CTS funciona como el centro de anclaje de la NP
de metal, permitiendo asi una generacién selectiva de las NPs de metal a través de su
nucleacidén seguida de su crecimiento [37]. Otra hipdtesis existente consiste en que el CTS
contiene en su estructura grupos -OH activos capaces de absorber los iones Ag* a través
de densidad de cargas y/o atrapamiento estérico. La reaccidn entre los iones metalicos y
el CTS da lugar a la reduccidon quimica que se desarrolla in situ y puede expresarse en los
siguientes términos [3]:

R-OH + M* - R-O-M + H*
R-O-M - R=0 + M°
R-OH + M* &> R=0 + M° + H*
En donde:
R-OH representa un mondédmero de CTS
M* es la especie idnica
MO es la especie metalica

R=0 representa un monémero de CTS parcialmente oxidado
H* es un producto acido

Como ya se habia mencionado anteriormente, la formacién de NPs ocurre en tres
pasos: reduccion o nucleacion, crecimiento y estabilizacion o coagulacion [3].
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La nucleacidon es la creacion de un nudcleo a partir del cual puede ocuric €l
crecimiento; es una reaccidn redox donde la oxidacidn de los iones OH del CTS produce el
agente reductor necesario para el metal, los iones metalicos se coordinan con el agente
reductor y cuando se alcanza un punto critico se origina la reduccién del metal
produciéndose la nucleacion.

El crecimiento es la adicion de mas NPs al ndcleo existente, y éste se detiene
cuando todo el metal ha sido empleado en la reduccion. Finalmente, la coagulacion es la
creacién de particulas de mayor tamaiio y requiere la aglomeracién de NPs.

El control del proceso de coagulacidon durante la preparacion determina el tamafio,
la estructura y la distribucion de tamafio de NPs, y en este caso, el CTS juega un papel
importante en la estabilizacién y dispersion de la NPs generadas para evitar un aumento
en su tamano [3].

Las propiedades 6pticas Unicas de las NPMs se originan a partir de las oscilaciones
colectivas de los electrones de superficiales, los cuales, cuando son excitados por
radiacion electromagnética, se denominan resonancias de plasmén de superficie (SPR). La
formacién de particulas metdlicas de tamafio nanométrico origina bandas en el rango UV-
Vis del espectro correspondiente a la absorciéon por resonancia de los plasmones
superficiales (SPR), es por ello que es posible confirmar la presencia de NPMs mediante
Espectroscopia UV-Vis [3, 37].

Las AgNPs generan bandas de resonancia SPR de fuerte intensidad normalmente a
una longitud de onda alrededor de los 420 nm. El ensanchamiento y la asimetria de los
picos observados, pueden ser atribuidos a la formacién de AgNPs de diferentes tamanos y
formas; pero también pueden indicar la agregacién de las particulas metdlicas de este
sistema, esto se observa en el rango 450-600 nm. La posicidn exacta depende de varios
factores, tales como el diametro, la forma y la distribucién de tamanos de las AgNPs
formadas [38].

A continuacién, la Figura 18 muestra los espectros obtenidos para la solucién
reducida de quitosano con AgNOs y la solucién reducida a partir del complejo afinina-
AgNOs después de 30 minutos de exposicidn a la radiacién solar.
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Figura 18. Espectros UV-Vis que confirman la produccién de AgNPs.

Los espectros UV-Vis mostraron los maximos de los picos aproximadamente en 425
nm, lo que proporciona una fuerte evidencia de la formacidn y/o presencia de resonancia
de plasmdn superficial (SPR) de la banda de AgNPs en las soluciones preparadas. La
intensidad de la absorbancia estd directamente relacionada con la cantidad de
nanoparticulas generadas [38], de acuerdo a esto, se observa una absorbancia mayor en el
compuesto CTS/complejo afinina-AgNPs indicativo de la presencia de una mayor cantidad
de nanoparticulas respecto del compuesto CTS/AgNPs, derivados del proceso de
reduccion por radiacién solar.

7.6.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia FT-IR fue empleada para realizar un andlisis de posibles
interacciones quimicas entre el CTS, la afinina y las AgNPs. Esta técnica es esencialmente
sensible a la presencia de grupos polares como O-H, C=0, C-O [3]. La Figura 19 muestra
una comparacion de los espectros del compuesto CTS/afinina-AgNPs en forma de pelicula
delgada y CTS/afinina-AgNPs en forma de nanofibras.

Las vibraciones caracteristicas de CTS son: entre 3000 cm™y 3500 cm™, vibraciones
de estiramiento de los grupos N-H y O-H, las cuales estan expresadas como un pico muy
ancho debido a la presencia de enlaces por puente de hidrégeno intramoleculares, entre
2800 cm™ y 2900 cm* vibraciones de estiramiento C-H, alrededor de 1636 cm™ y 1545 cm’
Lvibraciones de torsion del grupo amida | y NH; respectivamente, en 1046 cm™y 1376 cm’
L vibraciones de torsién C-H, y en 1151 cm™ y 893 cm™! vibraciones C-O-C [39].
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Figura 19. Espectros IR del compuesto CTS/afinina-AgNPs. A) En forma de pelicula delgada
y nanofibras. B) Ampliacion de la zona 700 a 1800 cm™.
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En la comparacidon entre ambos espectros, se evidencia la formacion de la sal de
trifluoroacetato de CTS en el compuesto en forma de nanofibras; la vibracién en 1673 cm™
(mostrada en la ampliaciéon del espectro en el rango de 1800-700 cm™), corresponde a
vibraciones de estiramiento del grupo carbonilo del N-acetil y trifluoroacetato (CF3COO’),
mientras que la banda del ion amonio (NHs*) en 1535 cm™ se ve considerablemente
reducida por la formacion de la sal [40]. Una evidencia adicional de la formacién de la sal
de trifluoroacetato se presenta con los tres picos entre 720 cm™ y 840 cm. Al igual que
los tres picos entre 1073 y 1200 cm™ [41].

Por su parte, el espectro de la Figura 20 muestra el comparativo de las nanofibras
de CTS puro, CTS-afinina y CTS/afinina-AgNPS. En todos los casos se observan las bandas
caracteristicas del CTS descritas anteriormente, al igual que las vibraciones
correspondientes a la formacidn de la sal de trifluoroacetato. Los cambios mas
significativos se observan en la regidén de las vibraciones de los enlaces O-H y N-H; la
interaccion de la afinina con el CTS origina una disminucién en los puentes de hidrégeno
intramoleculares de las cadenas del CTS, lo que se evidencia con la definicion de los picos
de estos dos grupos al ser mas claramente distinguibles uno de otro cuando el CTS esta
combinado con afinina y afinina-AgNPs aunado a una disminucién en el ancho del pico
(ver Figura 20).
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Figura 20. Espectros IR de nanofibras de CTS puro, CTS-afinina y CTS/afinina-AgNPs.
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7.6.2 Microscopia Electrénica de Barrido de Emision de Campo (FESEM)

La morfologia de las nanofibras obtenidas a partir de las soluciones de CTS/AgNPs,
CTS/afinina, CTS/afinina+AgNPs y CTS/afinina-AgNPs fueron analizadas por medio de
Microscopia Electrénica de Barrido de Emision de Campo (FESEM). Adicionalmente se
realizd un analisis elemental (cualitativo y semicuantitativo) por Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS). En la Figura 21, se muestran las micrografias FESEM de los
bionanocompuestos obtenidos en forma de nanofibras.

**

X 10,000 15.0kV COMPO 3 WD 16.7mm ,000 15.0kV COMPO

Figura 21. Micrografias FESEM de las nanofibras sintetizadas. A) Nanofibras de CTS/afinina
B) Nanofibras de CTS/AgNPs C) Nanofibras de CTS/afinina+AgNPs D) CTS/afinina-AgNOs.

La Figura 21A muestra nanofibras de CTS/afinina. Puede observarse una escasa
formacién de nanofibras con la presencia de grandes aglomerados mayores a 1 um. Las
escasas nanofibras formadas se encuentran dispersas entre los aglomerados los cuales
representan una gran cantidad de defectos evidentes. Esto es debido a que la solucién
presentd cierta resistencia a ser electrohilada, ademds de que el chorro (jet) no logrd
estabilizarse y no fue continuo durante el proceso. Podemos atribuir lo anterior a la
presencia de afinina libre en las soluciones de CTS. Es posible que la afinina sea un
componente no electrohilable, lo que modifica el entorno dieléctrico del quitosano
afectando su capacidad de electrohilado originando una gran cantidad de defectos.
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La Figura 21B muestra la morfologia de las nanofibras obtenidas a partir de
soluciones de CTS con AgNPs producidas a partir de la reduccion de sal metalica
precursora (AgNQOs) por exposicion a la radiacidon solar y con el empleo del CTS como
agente reductor, estabilizante y dispersante. En este caso, se observan nanofibras de
buena calidad, distribuidas aleatoriamente y sin la presencia de defectos (gotas o
aglomerados), con tamafos desde 400 nm hasta 900 nm. Esta imagen fue tomada con la
técnica de electrones retrodispersados, dicha técnica permite diferenciar los
componentes de una muestra a partir de su luminosidad o brillantez de acuerdo al peso
atéomico; el numero de electrones retrodispersados aumenta casi linealmente con el
numero atdomico de modo que los detectores captan mucha mas intensidad y, por tanto,
transmiten a la pantalla una imagen brillante. Asi pues, las dreas donde existan mas
elementos mas pesados se ven mas brillantes y donde aparecen elementos mas ligeros,
menos brillantes. De esta forma en el compuesto CTS/AgNPs (Figura 21B), es posible
observar la presencia de las AgNPs detectadas como puntos brillantes y distribuidas a lo
largo de las nanofibras de CTS.

Por otro lado, la Figura 21C muestra el resultado del electrohilado de soluciones de
CTS a las cuales se les adiciond por separado la afinina y AgNOs, estas soluciones fueron
expuestas a radiacidon solar previamente al proceso de electrohilado. Al igual que las
muestras que contienen solamente afinina, es evidente la formacién de una gran cantidad
de defectos y la formacién no-homogénea de nanofibras. Es claro también que el proceso
de reduccion del AgNOs es fuertemente afectado por la presencia de la afinina en la
solucion polimérica ya que si bien se observan algunas AgNPs, la cantidad es minima
comparada con las obtenidas en soluciones sin afinina (Figura 26B), este resultado es
congruente con los resultados presentados por UV-Vis (Figura 18). Sin duda se confirma
gue la presencia de la afinina en las soluciones poliméricas afecta de manera importante
la capacidad de electrohilado del CTS.

Finalmente, la Figura 21D muestra las nanofibras producto del electrohilado de
soluciones de CTS conteniendo el complejo afinina-AgNOs, las cuales fueron expuestas a
radiacion solar previo al proceso de electrohilado. Es importante destacar que aun cuando
estas soluciones contienen afinina, el proceso de electrohilado fue exitoso; las nanofibras
obtenidas no presentan defectos y tienen una distribucion de tamafio relativamente
homogéneo, de tal forma que la afinina, formando parte del complejo afinina-AgNOs, no
altera la capacidad de electrohilado del CTS favoreciéndose la formacidn de nanofibras de
buena calidad para la obtencion del compuesto objetivo CTS/afinina-AgNPs.

Sin embargo, como se muestra en la micrografia de la Figura 21D, en el
nanocompuesto objetivo (CTS/afinina-AgNPs) no es posible observar una gran cantidad de
AgNPs dispuestas a lo largo de las nanofibras como fue el caso de la Figura 21B
correspondiente al compuesto CTS/AgNPs. Este resultado contrasta con los resultados
mostrados en el espectro UV-Vis de la Figura 18, ya que de acuerdo a la absorbancia
registrada por el compuesto CTS/ afinina-AgNPs, deberia observarse una mayor cantidad

de AgNPs en la Figura 21D respecto de la Figura 21B.
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Esto posiblemente se puede explicar de la siguiente manera: siendo el AgNOs parte
del complejo, gran parte de las AgNPs generadas se mantienen ligadas a la afinina, la cual
en forma de complejo también forma parte de las nanofibras generadas y estd inmersa
completamente en la estructura de las mismas. Esto se sustenta al observar
detalladamente la Figura 21D, ya que existen zonas mucho mas brillantes de algunas
nanofibras lo que evidencia la presencia de AgNPs integradas a la estructura de las
nanofibras.

Tomando como base la escala indicada al pie de la micrografia, se podrian
especular tamafios de las AgNPs entre 100 y 500 nm con una minima presencia de
aglomerados de AgNPs. Debido a limitaciones de la resolucién del microscopio, asi como
limitaciones por el manejo de muestras poliméricas en SEM (ya que el haz de electrones a
mayores acercamientos degrada la muestra), no se puede asegurar que el tamafio exacto
de las AgNPs (Figura 22) sea el determinado por el equipo (110 nm de didmetro
promedio), sin embargo las imdgenes sustentan los resultados obtenidos por
Espectroscopia UV-Vis (Figura 18), confirmando la formacion de AgNPs por la técnica
propuesta. Adicionalmente, también es posible confirmar que el CTS es un excelente
soporte para la NPs durante el proceso de formacién de las nanofibras generandose un
material compuesto de buena calidad.

X 20,000

Figura 22. Probables diametros medidos de AgNPs.

La presencia de Ag en las muestras es posible corroborarla a través del andlisis
elemental (cualitativo y semicuantitativo) por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).
Esta técnica se aplica a superficies de muestras sélidas y permite conocer la composicion
elemental de forma cuantitativa presente en el area analizada [42]. El analisis de las
muestras antes discutidas se presenta en la Figura 23.
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Figura 23. Micrografias de andlisis elemental de las nanofibras. A) Nanofibras de
CTS/afinina B) Nanofibras de CTS/AgNPs C) Nanofibras de CTS/afinina+AgNPs D)
CTS/afinina+AgNPs. Notese que el analisis elemental detecta Cobre (Cu), lo anterior se
debe a que las muestras fueron previamente metalizadas con éste metal para su analisis.

Claramente se muestra una mayor cantidad de Ag en la muestra correspondiente
al compuesto CTS/afinina-AgNPs respecto del compuesto CTS/AgNPs. Es importante
mencionar que se realizaron los calculos correspondientes para que todos los
componentes estuvieran en la misma proporcion en cada uno de los compuestos
procesados por reduccion quimica (excepto la mezcla CTS-afinina) y posterior
electrohilado). Sin embargo, con estos analisis no es posible diferenciar si la Ag
corresponde solamente a plata en forma de nanoparticulas.

7.6.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los compuestos analizados se evalué frente a tres
microorganismos representativos: P. aeruginosa, E. coli y S. aureus. Se utilizaron tres
sensidiscos del antibidtico Meropenem como control, de manera que cada sensidisco
estuviera presente en cada tipo de muestra y microorganismo. Los compuestos se
probaron en tres diferentes presentaciones; solucion, peliculas y fibras.
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Al término del periodo de incubacidon se presentd la formacién de halos de
inhibicién los cuales se muestran en la Figura 24. Las dimensiones de los halos de
inhibicidn, asi como el detalle de cada una de las muestras analizadas se presentan en la
Tabla 3.

Tabla 3. Halos de inhibicidn obtenidos en el ensayo microbioldgico.

E. coli --- --- 1 mm 1 mm --- <

S. aureus --- --- --- - - 11 mm §
P. aeruginosa - - - 1 mm 1 mm a
E. coli 1 mm 2 mm 2 mm 5mm 4 mm 13 mm \cz>

S. aureus 1 mm 1mm 2 mm 3mm 2 mm g
P. aeruginosa 1 mm 1mm 2 mm 4 mm 3 mm 2
E. coli 1mm | 3mm 3mm | 7mm 6 mm g

S. aureus 1 mm 2 mm 3mm 6 mm 5mm g
P. aeruginosa 1 mm 3 mm 5mm 6 mm 4 mm 11mm | 2

Anteriormente Hsu S. y colaboradores [43] reportaron diametros de inhibicién de
compuestos CTS/AgNPs contra S. aureus, los cuales no fueron superiores a 0.68 mm. Por
otro lado, Thomas V. y colaboradores [44] reportaron diametros de inhibicidon en
compuestos CTS/AgNPs de 1 mm contra E. coli. Hubo claras diferencias de los halos de
inhibicion obtenidos que dependieron de las diferentes muestras y microorganismos
(Figura 24). Los mejores resultados se obtuvieron con los compuestos CTS/afinina-AgNPsy
CTS/afinina+AgNPs. Los compuestos en forma de nanofibras fueron los que dieron
mejores resultados y el microorganismo mas susceptible fue E. coli. EI CTS fue
componente con efecto inhibidor reducido o casi nulo, al igual que el de las peliculas y el
microorganismo menos sensible fue S. aureus. Estos resultados sugieren que los efectos
antimicrobianos de las muestras estén asociados con las caracteristicas de ciertas especies
bacterianas, mas especificamente, la estructura de su membrana. La pared de las
bacterias Gram (+) contienen peptidoglicano a diferencia de las Gram (-) [2]. Hong Jeong y
colaboradores [2] sugieren que la resistencia de S. aureus se debe a la diferencia de la
naturaleza de la pared celular Gram (+), es decir, puede existir una mayor dificultad de
penetrarla y por lo tanto, la actividad antimicrobiana se ve reducida. Lo anterior podria
justificar también el hecho de que E. coliy P. aeruginosa presenten mas sensibilidad ante
nuestros compuestos. Para confirmar esta hipdtesis, se necesitan mads estudios
comparativos entre las bacterias Gram (-) y Gram (+).
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Figura 24. Pruebas antimicrobianas. De izquierda a derecha: Peliculas con actividad
antimicrobiana nula en contra de S. aureus. Soluciones con actividad antimicrobiana
escasa en contra de E. coli. Fibras con halos de inhibicidn superiores en contra de P.
aeruginosa.

Como se menciond anteriormente, las peliculas registraron halos de inhibicion
mucho menores a los de las nanofibras, lo cual sugiere que debido a la estructura fisica de
las nanofibras su efectividad es mayor, esto puede atribuirse a la caracteristica mas
peculiar de las nanofibras, que es su alta relacidn area superficie/volumen, lo que hace
que una mayor area de material se encuentre expuesta para su interaccion con los
microorganismos lo cual aumenta su efectividad contra los mismos; los componentes a
escala nanométrica al tener mayor superficie disponible para la interaccién, ejerceran un
efecto bactericida mayor en comparacion con aquellas mas grandes [3].

Finalmente, como discusién general, el CTS obtuvo halos de inhibicidon constantes
de 1 mm, mientras que combinado con la afinina alcanzé un rango de hasta 3 mm.
Combinado con las AgNPs obtuvo halos de inhibicién de 2-5 mm. Con nuestro compuesto
objetivo (CTS/afinina-AgNPS) se obtuvo un efecto sinérgico, es decir, es evidente que la
actividad antimicrobiana que presentd es igual a la suma de las actividades
antimicrobianas individuales de los componentes, si se toma en cuenta la actividad de la
afinina y de las AgNPs de forma individual. En contraste, el compuesto CTS/afinina+AgNPs,
presenta sinergismo potenciado, en donde la actividad antimicrobiana del mismo es
mayor a la suma de los componentes individuales (afinina y AgNPs). Esto puede deberse a
gue los componentes adicionados individualmente al CTS y no en forma de complejo se
encuentran con una mayor disposicidn en la superficie de las nanofibras, a diferencia de
cuando se encuentran formado el complejo, que tal y como se observé por FESEM, estos
componentes se encuentran inmersos formando parte de las nanofibras.

Los ensayos antimicrobianos respetaron la DLso de la afinina en todas las muestras,
por lo que los otros componentes se acoplaron y se adicionaron de manera proporcional.
Los resultados mostraron que en efecto el bionanocompuesto CTS/afinina-AgNPs puede
tener potencial aplicacidn en el area médica, donde la higiene representa un factor clave.
Por otro lado, a pesar de que el compuesto CTS/afinina+AgNPs tuvo mejores halos de
inhibicidn, éste no seria un biomaterial adecuado para su uso en el area biomédica debido

a que presenta muchos defectos, tal y como se observé por FESEM.
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8. CONCLUSIONES

Se generd exitosamente el nanocompuesto de CTS/afinina-AgNPs en forma de
nanofibras por medio del proceso de electrohilado. El material compuesto partié de la
formacién del complejo del extracto de afinina con AgNOs. El complejo se redujo
guimicamente a afinina-AgNPs y la produccion de nanoparticulas de Ag a partir del
complejo se confirmd mediante Espectroscopia UV-Vis y Microscopia Electrénica de
Barrido por Emision de Campo (FESEM). Con lo anterior, se verifica el uso del CTS como un
agente reductor eficaz en la produccién de AgNPs por reduccidn quimica mediante
radiacion solar.

El material compuesto final es homogéneo, innovador y original con actividad
antimicrobiana potenciada. Se establecié una metodologia adecuada que facilitdé el
electrohilado de las soluciones y se establecieron las condiciones déptimas para su
produccién.

Adicionalmente, mediante FESEM se observd que las nanofibras obtenidas tienen
didmetros promedio de 600 nm, son buena calidad, homogéneas y con una distribucion
adecuada, y el diametro promedio de las AgNPs sintetizadas es de 110 nm.

El ensayo microbiolégico mostré la efectiva actividad antimicrobiana de los
nanocompuestos de CTS/afinina-AgNPs en contra de las bacterias E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa. El material compuesto en forma de nanofibras cuenta una elevada superficie
de contacto lo que mejora la actividad antimicrobiana, comparado con el material
compuesto en forma de peliculas o en solucién.
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9. PERSPECTIVAS

Completar la caracterizacién del complejo de coordinacion Afinina-AgNOs por
Espectroscopia de Masas de Alta Resolucién.

Establecer una metodologia adecuada para la eliminacién de cualquier posible
remanente de dacido trifluoroacético en el material compuesto final para descartar
cualquier efecto toéxico.

En lo posible, proponer una estrategia alternativa para evitar el uso del acido
trifluoroacético en la sintesis del nanocompuesto.

Determinar la DLsp de las nanofibras CTS/afinina-AgNPs y realizar mas pruebas
antimicrobianas con el fin de explorar el efecto del compuesto en bacterias Gram (+) y en
Gram (-).
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