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RESUMEN

Los compuestos, polimero-nanoparticulas metélicas (NPMs) son materiales
versdtiles y utiles en diversas é&reas, debido a que presentan interesantes
propiedades o6pticas, electronicas, magnéticas y cataliticas, ademéas del efecto
inhibidor y bactericida que las nanoparticulas (NPs) poseen frente a diferentes
microorganismos patdgenos. Debido a las necesidades actuales, es necesario
desarrollar métodos de sintesis con alta eficiencia pero que a la vez sean
amigables con el medio ambiente, de bajo costo y que generen materiales con
propiedades fisicoquimicas superiores a las obtenidas convencionalmente en
funcioén de su utilidad.

En el presente trabajo, se presentan la sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de oro (AuNPs) y plata (AgNPs) generadas a través de una
“sintesis verde”. En esta ruta de sintesis se us6 al biopolimero Quitosano (CTS)
como agente reductor, dispersante y estabilizante, asi como nitrato de plata y
acido cloroaurico como precursores quimicos. Se aplicaron tres metodologias
diferentes para llevar a cabo la reduccién quimica: en la primera se expusieron las
soluciones, polimero/precursor quimico, a la radiacién solar variando el tiempo de
exposicién desde 20 minutos para AgNPs, hasta 2 horas para AuNPs. La segunda
metodologia consisti6 en someter las soluciones a un tratamiento térmico-
mecénico, a 80°C y 6 rpm., durante 1 hora 40 minutos para las AgNPs y 1 hora 20
minutos para las AuNPs. En la dltima y con ayuda de una lampara de UV se
irradiaron las soluciones por un lapso de 16 horas. Se analizaron concentraciones
de 0.5,1, 1.5y 2 % peso de quitosano, 0.7, 0.5, 0.3 y 0.1 % peso de la solucién de
nitrato de plata y 1.5, 1, 0.7 y 0.45% peso de la solucion de acido cloroaurico, con
la finalidad de conocer las concentraciones Optimas para la sintesis de NPMs. La
generacion de nPMs se confirmé mediante Espectroscopia UV-Vis y Microscopia
Electronica de Barrido por Emision de Campo (FESEM).

A partir de las soluciones resultantes de la reduccion quimica, se elaboraron
peliculas por el método de evaporacion del solvente y se generaron nanofibras
compuestas CTS/NPMs en un equipo de electrospinning. Los parametros
adecuados para la generacién de nanofibras fueron: temperatura de 40°C,
velocidad de inyeccién 0.009 mil/min, distancia entre electrodos 12 cm, voltaje de
20-25 KV empleando un colector vertical.

Los compuestos CTS/nPMs se caracterizaron mediante Espectroscopia
FTIR y FESEM y se evaluaron sus propiedades antimicrobianas por la técnica del
halo de inhibicién.

Palabras clave: Sintesis verde, Nanoparticulas, Quitosano.
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ABSTRACT

Polymer-metal nanoparticles (NPMs) composites are versatile and useful
materials in several fields because they exhibit interesting electronic, magnetic
optical and catalytic properties, besides the antibacterial effect that nanoparticles
(NPs) have against different pathogen microorganisms. Due to current needs, it is
necessary to develop methods of synthesis with high efficiency but at the same
time ecofriendly, inexpensive and that could generate materials with improved
physicochemical properties in terms of their usefulness.

This manuscript presents the synthesis and characterization of gold
(AuNPs) and silver nanoparticles (AgNPs) generated through a "green synthesis".
The biopolymer Chitosan (CTS) was used as the reducing, dispersing and
stabilizing agent, and silver nitrate and chloroauric acid were the metal precursors.
Three different methodologies were applied as the driving force to carry out
chemical reduction: first, the polymer/chemical precursor solutions were exposed
to sunlight varying the exposure time from 20 minutes for silver nanoparticles to 2
hours for gold nanoparticles. The second method consisted on exposing the
solutions to a thermo-mechanical treatment at 80°C and 6 rpm; 1hour 40 minutes
for AgNPs and lhour 20 minutes for AuNPs. Finally, in the third method the
solutions were exposed to a UV lamp during of 16 hour. Concentrations of 0.5, 1,
1.5 and 2% weight of chitosan, 0.7, 0.5, 0.3 and 0.1% weight of silver nitrate
solution and 1.5, 1, 0.7 and 0.45% weight of chloroauric acid solution were
analyzed to determine the optimal concentrations for NPMs synthesis. The
synthesis of NPMS was confirmed by UV-Vis spectroscopy and Field Emission
Scanning Electron Microscopy (FESEM)

With the resulting solutions from chemical reduction, films by the solvent
evaporation method and composite nanofibers CTS/NPMs generated through
electrospinning were prepared. The suitable parameters for nanofibers generation
by electrospinning were: temperature 40°C, flow rate 0.009 ml/ min, distance
between electrodes 12 cm, voltage 20 to 25 KV and vertical collector.

Keywords: Green Synthesis, Nanoparticles, Chitosan
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1.- INTRODUCCION.

En la época actual, la necesidad de nuevos materiales que satisfagan las
necesidades que los avances tecnoldgicos requieren ha encauzado a girar el
rumbo del esfuerzo cientifico a una nueva era en el estudio de la ciencia de los
materiales, aportando como resultado, el desarrollo de una naciente e interesante
rama del conocimiento, la Nanociencia. Usando estos nuevos conocimientos, se
pretende mejorar los materiales ya existentes para un uso mas efectivo [1]. La
Nanociencia es la disciplina encargada de estudiar y sintetizar materiales en un
rango de 1 a 100 nm [2]. En este sentido, esta bien establecido que las
nanoparticulas de metales como oro (AuNPs) y plata (AgNPs) poseen interesantes
aplicaciones en biomedicina ademas de una alta relacién superficie-volumen
intrinseca a su tamafio nanométrico. Afiadiendo los conocidos efectos inhibidores
y bactericidas ejercidos por las nanoparticulas de plata y las aplicaciones en
diagnostico, terapia, catalisis y como biomarcadores de las nanoparticulas de oro

[3].

La sintesis de nanoparticulas metdlicas (NPMs), se lleva a cabo empleando
métodos de Deposicion Quimica de Vapor (CVD por sus siglas en inglés:
Chemical Vapor Deposition), Deposicién Fisica de Vapor (PVD por sus siglas en
inglés: Physical Vapor Deposition), reduccién directa de cationes metalicos en
solucién, deposicion capa-por-capa (layer-by-layer), microondas e induccion
electrostatica. No obstante, estos métodos requieren de mudltiples y laboriosos
pasos de sintesis, y en general son especificos para un Unico metal [4]. Ademas
de los métodos de sintesis mencionados anteriormente, también existen
procedimientos que buscan contribuir al desarrollo de sintesis verde de
nanoparticulas en donde se emplean extractos de plantas o microorganismos para
su sintesis. Sin embargo, aun cuando existen diversas metodologias, la reduccién
quimica de precursores metalicos sigue siendo la estrategia mas empleada para la
preparacion de nanoparticulas puesto que permite el control del tamafio y la
morfologia, al ser posible el control de la adicion de los agentes reductores,
estabilizantes y la variacion de las intensidades y tiempos de exposicion a las
fuentes energéticas empleadas [3].

Uno de los aspectos mas importantes en la sintesis de nanoparticulas
metalicas es su estabilizacion mediante el empleo de polimeros. Asi, ya en 1718
Helcher indico que las particulas de oro podian estabilizarse con el polimero
natural almidon. Actualmente, se sabe que los polimeros permiten la sintesis de
particulas metdlicas solubles en agua.

A la vez que aumentaba el interés por la Nanociencia, se fueron
desarrollando métodos de sintesis de nanoparticulas estabilizadas por diferentes




polimeros, entre los mas comunes se encuentran la polivinilpirrolidona (PVP) vy el
polietinelglicol (PEG) [2]. Existen numerosos métodos para la sintesis de
nanoparticulas metdlicas en los cuales se incluye la formacién de compuestos
poliméricos, aunque los dos mas empleados son: 1) la sintesis in situ de las
nanoparticulas en la matriz polimérica por reduccién de sales metdlicas disueltas
en la misma matriz y 2) la evaporacion de los metales a alta temperatura en la
superficie del polimero. El primer método es el mas habitual, ya que ademas de
tratarse de un procedimiento sencillo, permite la obtencion de nanoparticulas con
un alto rendimiento y en corto periodo de tiempo. En el segundo método se lleva a
cabo la polimerizacion de la matriz alrededor de las nanoparticulas, en el que el
espesor de la capa de polimero puede ser controlado por la concentracion del
monomero [2].

Uno de los polimeros mas empleados en la sintesis de nanoparticulas
metdlicas es el quitosano, el cual es un polimero natural con potenciales
aplicaciones en el area de biomateriales. El quitosano es un polisacarido catiénico
lineal compuesto por unidades de (1-4)-2-desoxi-2-amino-D-glucopiranosa (D-
glucosamina) (GIcN) y (1-4)-2-desoxi-2-acetamido-D-glucopiranosa (Nacetyl-D-
glucosamina) (GIcNAc) derivado por desacetilacion de quitina: poli [-(1-4)-2
acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa]. Esta Udltima es la segunda sustancia
polimérica natural mas abundante después de la celulosa y se extrae por métodos
quimicos a partir de los exoesqueletos de crustaceos y de la concha caliza de
moluscos [5].

El quitosano tiene aplicaciones farmacéuticas como: matriz de liberacion
prolongada de farmacos y en terapia génica, aplicaciones biomédicas tales como:
fabricacion de materiales bioadhesivos, fungistaticos, hemostaticos y en el
tratamiento de heridas por quemadura, el quitosano ha mostrado buenos
resultados facilitando la cicatrizacion y mejorando las funciones de las células
inflamatorias, posee propiedades antimicrobianas, es biocompatible y clinicamente
ha demostrado no producir reacciones alérgicas después de su implantacion,
inyeccién o aplicacion tdpica, ademas de ser biodegradable [5].

Las nanoparticulas sintetizadas a partir de quitosano se forman de acuerdo
a una aproximacion de tipo bottom-up (de arriba hacia abajo) como resultado de
procesos de entrecruzamiento, en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se
ordenan en estructuras nanoscoOpicas, ya sea por interacciones inter- 0
intramolecular de tipo covalente o no covalente [5].

En su estructura quimica, el quitosano posee grupos OH y NH2 los cuales
pueden actuar como agentes reductores de las sales precursoras para la sintesis
de nanoparticulas metdlicas, de esta forma, es posible omitir el uso de agentes




reductores cominmente empleados en la sintesis de nanoparticulas en solucion
polimérica (6). En la sintesis de NPMs en soluciones de quitosano, el biopolimero
puede asumir entonces el papel de agente reductor, estabilizante y dispersante.
Adicionalmente, en la reduccién quimica de sales metalicas en soluciones
poliméricas es necesario aplicar una fuente energética para llevar a cabo dicha
reduccion empleando generalmente radiacion UV, y, microondas o temperaturas
alrededor de los 90°C.

Por otra parte, en los dltimos afios ha surgido un gran interés en materiales
de compuestos poliméricos a escala nanométrica y especialmente en forma de
nanofibras. Particularmente las nanofibras obtenidas por medio de la técnica
conocida como electrohilado (“electrospinning”) tienen un alto potencial debido a
gue poseen una alta relacion superficie/volumen la cual es altamente deseable en
la manufacturacién de biosensores, prendas protectoras, dispositivos de filtracion
y liberaciéon de medicamentos, asi como soportes para el crecimiento de células y
tejidos, entre otros [7].

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de tesis presenta la
sintesis de nanoparticulas metalicas en soluciones de quitosano. La sintesis
propone el uso del quitosano como agente reductor, estabilizante y dispersante
ademas del uso de radiacion solar como la fuente energética para llevar a cabo la
reduccion quimica de las sales precursoras. De esta forma, se propone una ruta
amigable como el ambiente al evitar el uso de un mayor nimero de agentes
quimicos y aprovechando la energia proporcionada de forma natural,
contribuyendo asi al desarrollo de la quimica verde.

Se analiza el uso de tres diferentes fuentes energéticas para la reduccion
quimica: radiacion con lampara UV, por aumento de temperatura y agitacion
magnética y por radiacion solar. La produccién de nanoparticulas metalicas se
monitoreo mediante espectroscopia UV-Vis, y finalmente se corroboro mediante y
Microscopia Electrénica de Barrido por Emisién de Campo (FESEM).

Las soluciones conteniendo las NPMS, fueron posteriormente procesadas
mediante el método de evaporacion del solvente para la obtencién del compuesto
en forma de peliculas delgadas y en el equipo de electrospinning para la
produccion de nanofibras compuestas CTS/AgNPs y CTS/AuNPs. Los
compuestos fueron caracterizados mediante espectroscopia IR y FESEM.
Adicionalmente se reporta la evaluacién de sus propiedades antimicrobianas.




2.- JUSTIFICACION.

La creciente demanda de Nanomateriales se debe a que poseen
propiedades fisicas, eléctricas, magnéticas y épticas Unicas, que con frecuencia
son superiores a las de los materiales tradicionales. Debido a esto, es necesario
desarrollar métodos de sintesis que conduzcan a la produccion de materiales con
alta eficiencia y con propiedades fisicoquimicas superiores a las obtenidas
convencionalmente. Uno de los mayores inconvenientes, de muchos de estos
métodos, es el problema de la generacion de residuos y productos que afectan el
medio ambiente, ademas del elevado costo de produccién. Esto ha llevado a los
investigadores a estudiar la obtencién de compuestos que posean las propiedades
deseadas en funcidn de su utilidad pero que carezcan de las emisiones dafiinas al
medio ambiente, asi como al desarrollo de procesos de produccién que eliminen o
minimicen la generacion de emisiones contaminantes y reduzcan sus costos de
produccion.

Dado que el quitosano posee en su estructura quimica grupos funcionales
que pueden actuar como agentes reductores, el presente trabajo propone la
sintesis verde de nanoparticulas metalicas por reduccion quimica de sales
metalicas, empleando al polimero como agente reductor, estabilizante y
dispersante ademas de emplear radiacion solar como la fuente energética para
llevar a cabo la reduccion quimica del precursor, de esta forma se propone un
método eficaz y amigable con el ambiente produciendo soluciones compuestas
CTS/NPMs con las cuales es posible producir materiales compuestos con
propiedades deseables en el area biomédica en dos presentaciones: peliculas
delgadas mediante el método de evaporacion de solvente y nanofibras
compuestas mediante el proceso de electrospinning.

Adicionalmente, se analiza el efecto sobre las NPMs generadas por el uso
de dos fuentes energéticas diferentes a la propuesta para la reducciéon quimica:
por aplicacion de radiacién UV mediante una lampara y por aplicacion de calor por
aumento de temperatura con agitacion magnética.




3.- OBJETIVOS.

3.1.- Objetivo General.

Analizar la influencia sobre el proceso de reduccién quimica del uso de tres

fuentes energéticas diferentes, para la produccion de nanoparticulas de plata y oro
en solucién polimérica de quitosano empleando al biopolimero como agente
reductor, estabilizante y dispersante para la obtencion y caracterizacion de
materiales compuestos CTS/NPMs en forma de peliculas delgadas por el método
de evaporacion del solvente y nanofibras compuestas por medio de la técnica de
electrospinning.

3.2.- Objetivos Especificos.

1.

Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs) en una solucién
de quitosano, empleando al biopolimero como agente reductor,
estabilizante y dispersante.

Emplear tres fuentes energéticas diferentes para la reducciéon quimica y
evaluar los resultados obtenidos.

Monitorear la formacion de NPMs mediante espectroscopia UV-Vis y
realizar curvas de progreso para relacionarlas con la fuente energética
empleada.

Obtener peliculas delgadas de quitosano/nanoparticulas metalicas, por el
método de evaporacion del solvente para su caracterizacion.

Obtener nanofibras de CTS/NPMs a partir de las soluciones obtenidas
mediante la “sintesis verde”, empleando el método de electrospinning.
Caracterizar fisicoquimicamente las soluciones, las peliculas delgadas, y
las nanofibras de bionanocompuestos para verificar la obtencion de
nanoparticulas. Empleando técnicas de caracterizacion para dicho fin, tales
como Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia de Infrarrojo  por
Transformada de Fourier (FT-IR) y Microscopia Electronica de Barrido por
Emision de Campo (FESEM).

Realizar ensayos microbiol6gicos para determinar la posible actividad
antimicrobiana de los bionanocompuestos.




4.- HIPOTESIS.

Por medio de la “sintesis verde” con radiacion solar como fuente de energia
se obtendran soluciones de CTS/AgNPs y CTS/AuNPs, las cuales cuentan con un
alto potencial antimicrobiano ademas de ser buenas conductoras eléctricas, por lo
cual es posible generar materiales compuestos en forma de peliculas delgadas
mediante el método de evaporacion del solvente y nanofibras por medio de
electrospinning, las cuales poseen caracteristicas Unicas con potencial aplicacion
en el area de la biomedicina.




5.- ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO.
5.1.- NANOCIENCIA Y NANOTECNOLOGIA.

La Nanociencia es el estudio de los sistemas cuyo tamafio es del orden de
los nanémetros (un nanémetro (nm) es 10° metros). La Nanociencia trata de
comprender qué pasa a estas escalas. El prefijo “nano” en nanotecnologia
proviene del griego “nanos” que significa enano [8].

El premio nobel de fisica Richard P. Feynman, considerado el padre de la
Nanociencia, abri6 una nueva puerta en el ambito cientifico tras proponer la
fabricacion de materiales de dimensiones atdbmicas o moleculares en el afio de
1959. Fue a partir de entonces cuando comenzd el gran desarrollo de la
nanotecnologia [9], una de las é&reas prioritarias en el desarrollo cientifico y
tecnoldgico actual, junto con la biotecnologia [10].

El concepto de nanotecnologia fue acufiado en el afio de 1974 por el
profesor Norio Taniguchi, de la Universidad de Ciencia de Tokio [11]. Se trata de
una tecnologia emergente e interdisciplinaria que ha tenido gran auge en las
décadas pasadas, incluyendo areas como: materiales, mecanica, electrénica,
Optica, medicina, industria de plasticos, energia, aeroespacial, entre otras. Lo que
lleva a que la nanotecnologia sea un gran avance en diversos campos de la
ciencia y en la relacion entre las propiedades o fendmenos fisicos y quimicos y las
dimensiones de los Nanomateriales [10].

La investigacion del comportamiento de la materia en la escala nanométrica
abre una prometedora perspectiva de nuevos conocimientos [12]. La nanoescala
hace referencia a dimensiones espaciales cuyo rango se comprende entre 1 y 100
nm, como se puede apreciar en la Figura 1 [9]. Cuando las dimensiones de las
particulas de un sélido son del orden del nanémetro, o milésima de micra, el
numero de atomos que las constituyen es del orden de centenas. La mayoria de
ellos se encuentran situados en la superficie de las particulas. Las propiedades
fisicas de estas particulas son muy distintas de las que se observan en un sélido
de tamafio normal o macroscépico con la misma composicion quimica.

Hoy en dia comienzan a utlizarse de modo habitual técnicas
experimentales que permiten fabricar, caracterizar y manipular particulas de este
tamafio mindsculo llamadas nanoparticulas (NPs) [12].




Figura 1.- Escala de tamafios de Nanomateriales [9].

5.2.- NANOMATERIALES Y NANOPARTICULAS.

Los Nanomateriales son aquellos que poseen propiedades morfolégicas
mas pequefias que un micrémetro en al menos una dimension. De acuerdo con el
namero de dimensiones que se encuentren en la escala nanométrica, estos
materiales se pueden clasificar en cuatro tipos (Figura 2):

a) Materiales de dimensidn cero. Las tres dimensiones se ubican en el régimen
nanomeétrico, a ésta corresponden las nanoparticulas.

b) De una dimensiéon. Teniendo una longitud variable, conservan una sola
dimension en el régimen de los nandémetros, como es el caso de nanoalambres y
nanotubos.

c) De dos dimensiones. Con areas de tamafio indefinido, mantienen su espesor en
el orden de 1 a 100nm, como en el caso de peliculas delgadas.

d) De tres dimensiones. Formados por unidades nanométricas [13].

+— 10 nm—>» <+—15 ym—> — 30 ym—> —751n—>

Figura 2.- Clasificacién de Nanomateriales [13].




Dentro de los estudios que abarca la nanotecnologia, la preparacion de
nanoparticulas metalicas ha cobrado gran interés debido a que estas poseen
propiedades fisicas, Opticas, magnéticas, eléctricas, cataliticas y biomédicas
Unicas que difieren significativamente de aquellas presentes a mayor escala.
Dichas propiedades estan fuertemente relacionadas con la composicion,
cristalinidad y estructura de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas (NPs) han existido en el planeta por siglos, algunos
ejemplos son las particulas de humo y las NPs dentro de las bacterias. Respecto a
sus primeros usos se puede citar el caso de la cultura egipcia, que empleaba NPs
de oro como coloides medicinales para conservar la juventud y mantener buena
salud; en el caso de la civilizacion china, ademés de utilizarla con fines curativos,
también las empleaban como colorantes inorganicos en porcelanas.

En 1857 Faraday realiza el primer estudio sistemético de NPs, presentando un
estudio de la sintesis y propiedades de coloides de oro [14].

Asi, segun sus tamarios, las particulas se dividen en:

» Particulas gruesas: >10um
» Particulas finas: ~1um
» Nanoparticulas: <0.1um [13]

Las fuentes de nanoparticulas (NPs) pueden ser clasificadas como naturales o
como derivadas de actividades antropogénicas intencionales o accidentales, como
se muestra en la Figura 3 [15].

Liberacion de nanoparticulas al medio ambiente

« Fuego forestal
« Erupcién volcanica

« Carbén/ petréleo/ gas de nanoparticulasen varias

[ |

| « Emisiones de vehiculos ’ ' = Ingenieria de
|

« Polvo mineral del Sahara calderas aplicaciones industriales
« Erosién del suelo por « Pilas de combustibles « Remediacién de aguas
viento/agua |« Diferentes procesos subterrianeas
industriales « Suministrode

medicamentos
= Diagnéstico
« Imagenes biomédicas

Figura 3.- Fuentes comunes de nanoparticulas en el medio ambiente [15].




Las propiedades de las nanoparticulas dependen de su forma, de su tamafio,
de las caracteristicas de la superficie (como el porcentaje de atomos en la
superficie) y de su estructura interna. Algunas caracteristicas que hace
ampliamente utilizadas a las nanoparticulas son:

> Estabilidad térmica.

» Larga vida.

» Resistencia al calor.

» Alta relacion superficie-volumen.

5.2.1.- APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS.

Entre las aplicaciones potenciales de las nanoparticulas metalicas se tienen las
siguientes:

« Transporte selectivo de farmacos.

« Estudio de propiedades Opticas, magnéticas, cataliticas y electrocataliticas.

o Catalizadores (dispersados y soportados) para baterias, pilas de
combustible, electrodos de difusion de gas, etc.

« Materiales ceramicos.

« Pigmentos.

e Sensores.

« Aplicaciones médicas y biologicas.

« Electrénica

« Cosmetologia y estética

« Aplicaciones biomédicas [15].

5.2.2.- NANOPARTICULAS DE ORO Y PLATA.

Las estructuras nanometalicas han sido llamadas nanoestructuras
plasménicas por ser las que presentan un mayor potencial para aplicaciones
practicas en diferentes ambitos, y en particular se ha prestado una especial
atencion a la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) y de plata (AgNPs) [16].
Las AuNPs presentan baja toxicidad y propiedades peculiares increiblemente
interesantes que pueden ser modificadas mediante su funcionalizacién con
multiples ligandos, con el propésito de obtener nanosistemas éptimos para las
distintas aplicaciones terapéuticas debido a que los nlcleos de oro de las
nanoparticulas son inertes y no toxicos.

Se ha demostrado que las caracteristicas superficiales de las AuNPs asi
como los agentes estabilizantes empleados durante la sintesis influyen en su
toxicidad.
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Las AuNPs suscitan un gran interés debido a las propiedades que poseen
para diferentes aplicaciones como son:

e Propiedades quimicas.- Reconocimiento molecular, reactividad y la
catélisis.

e Propiedades biolégicas.- Bioconjugados, ensamblajes ADN-AuNPs,
sensores de glucosa.

e Propiedades fisicas.- Opticas, electroquimicas, o electrostaticas.

Por su parte, la actividad bactericida de los iones plata sobre
microorganismos es muy conocida, por lo que la plata ha sido utilizada desde hace
mucho tiempo como agente antimicrobiano previniendo infecciones en heridas
[17, 18]. Se ha informado que comparadas con la plata idnica, las nanoparticulas
de plata tienen una eficacia mucho mayor como antimicrobiano. La concentracion
requerida de nanoparticulas de plata para eficacia antimicrobiana se encuentra a
niveles nanomolares, en contraste con los niveles micromolares requeridos para
los iones de plata, es decir, las nanoparticulas son eficaces a niveles sumamente
bajos. Sin embargo, una ventaja importante de las nanoparticulas de plata
metdlica sobre la plata i6nica es que no se desactivan por compuestos contenidos
en el fluido de la herida, como los haluros, como es el caso de los iones Ag+, por
lo cual la actividad de las nanoparticulas se mantendra durante mucho mas tiempo
que la de una sustancia que se disocia y libera rdpidamente toda su plata en forma
de iones Ag* [19].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs), tienen especial interés debido a:

e Su efecto bactericida.- Desinfeccion de dispositivos médicos y tratamiento
de aguas

e Su uso en la industria textil.

e Sus propiedades electroquimicas, que ofrecen la posibilidad de usarse
COMO sensores.

e Sus propiedades Opticas.- Ofrecen la posibilidad de utilizarse como
dispositivos electroluminiscentes o marcadores bioldgicos. La actividad
catalitica de las AgNPs, también ha sido objeto de estudio [9].

5.3.- METODOS DE SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES.

Dentro de la nanotecnologia se encuentra la nanoquimica, rama dedicada a
la sintesis y estudio de la reactividad de las nanoparticulas. En este ambito,
destaca el interés por las nanoestructuras metalicas o de 6xidos metdlicos gracias
a sus propiedades Opticas, eléctricas y cataliticas [9].
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Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos
categorias, las aproximaciones «de arriba hacia abajo» y las «de abajo hacia
arriba». La primera consiste en la division de sélidos masicos en porciones mas
pequefias. Este enfoque puede involucrar la molienda o el desgaste, métodos
quimicos, y la volatilizacion de un solido seguido por la condensacion de los
componentes volatilizados. La segunda aproximacion, «de abajo hacia arriba»,
consiste en la fabricacion de nanoparticulas a través de la condensacion de
atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en solucion. Este ultimo
enfoque es mucho més popular en la sintesis de nanoparticulas [20].

Existen varios métodos que utilizan la aproximacion «de arriba hacia
abajo», los mas representativos son:

a) Evaporacién térmica: que consiste en el calentamiento hasta la
evaporacion del material que se pretende depositar. Se lleva a cabo en una
camara de vacio en la que se condensa el vapor sobre una lamina fria requiriendo
en todo momento un control preciso de las condiciones de crecimiento para no
producir una modificacion de la morfologia de la capa depositada.

b) Depdsito quimico en fase vapor (CVD, por sus siglas en inglés): que
consiste en la descomposicién de uno o varios compuestos volatiles, en el interior
de una camara de vacio (reactor), o cerca de la superficie de un solido para dar
lugar a la formacion de un material en forma de capa delgada o de nanoparticulas.

c) Preparacioén de clusters gaseosos: que utiliza un laser pulsado de alta
potencia para producir vapores atémicos metdlicos que son acarreados en un gas
inerte y posteriormente son depositados en un 6xido monocristalino u otro
sustrato, bajo condiciones de ultra-alto vacio.

d) Molienda: de particulas de tamafio macro o micrométrico, por medio de
molinos de alta eficiencia; las particulas resultantes son clasificadas por medios
fisicos, recuperandose las de tamafio nanométrico [20].

e) Preparacién de nanoparticulas en disolucién: Son los mas
desarrollados. En este ambito, la mayor parte de los métodos consisten en
provocar una reduccién quimica de las correspondientes sales metdlicas mediante
el empleo de un agente reductor en disolucion acuosa en presencia o no de
agentes estabilizantes. Las variaciones de todos los parametros (precursor
metalico, agente reductor, agente estabilizante, disolvente, etc.), ha dado lugar a
un amplio abanico de métodos sintéticos para la produccién de nanoparticulas de
metales u 6xidos [9].
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El método de reduccion de sales metalicas, requiere de equipo simple, de
un proceso tecnoldgico corto y es facil de controlar, por tal motivo, este método es
confiable y se ha convertido en el método de sintesis mas comin en este ambito
de la ciencia [14].

A partir de esta técnica, se han obtenido diversos sistemas coloidales
empleando agentes reductores tales como: gases (hidrégeno o mondxido de
carbono), hidracina, hidruros o sales (borohidruro de sodio, citrato de sodio, entre
otros), o incluso disolventes oxidables (alcoholes) [14].

El mecanismo para la formacion de NPs se basa en primer lugar en la
reduccion de la sal metalica al correspondiente atomo metalico covalente. Estos
interactdan en la solucion con atomos del metal (0) o con “sub-clusteres” que ya
se han formado para dar un nucleo estable de semillas de 13 4tomos metélicos.
Este es el primer miembro de la llamada familia de cllsteres de capa completa, y
su formacion es irreversible. A continuacién, estos atomos actllan como centros de
nucleacion dando lugar a racimos atomicos o clisteres cuyo crecimiento
continuard a medida que se mantenga el suministro de &tomos, formandose asi la
particula. Sin embargo, los coloides son sélo estables cinéticamente, por esta
razdn es necesario estabilizar las particulas inmediatamente, en la cual, la
particula se envuelve de moléculas estabilizadoras que se adsorben en su
superficie y de esta manera se previene la aglomeracion [14].

Por su parte, existen diversos métodos que utilizan la aproximacion de
“abajo hacia arriba” para la sintesis de nanoparticulas, los métodos mas
representativos de esta aproximacion son:

a) Reduccion fotoquimica y radioquimica: La sintesis de nanoparticulas
metalicas modificando el sistema quimico por medio de altas energias se asocia
con la generacion de reductores fuertes altamente activos como electrones,
radicales y especies excitadas. La reduccion fotoquimica (fotolisis) y la radicacion-
quimica (radidlisis) difieren en el nivel de energia utilizado. La sintesis fotoquimica
esta caracterizada por energias por debajo de 60 eV, mientras que la radiolisis
utiliza energias de 103-104 eV. Los métodos de reduccion fotoquimica y
radioquimica tienen la ventajas sobre el método de reduccion quimica. Debido a la
ausencia de impurezas formadas cuando se usan reductores quimicos, estos
meétodos producen nanoparticulas de alta pureza. Ademas, la reduccion
fotoquimica y radioquimica permiten producir nanoparticulas en condiciones de
estado solido y a bajas temperaturas.
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b) Irradiacion con microondas: En los dltimos afos, el proceso de
calentamiento asistido por microondas se ha utilizado como una alternativa
atractiva para la sintesis de materiales a escala nanométrica, dado que es un
método rapido, uniforme y efectivo, que permite incrementar las cinéticas de
reaccién en uno o dos 6rdenes de magnitud.

c) Sintesis solvotermal: Con el nombre general de sintesis solvotermal se
agrupan una serie de técnicas en las que un precursor metalico disuelto en un
liqguido, en un recipiente cerrado, es calentado por encima de su punto de
ebullicién, lo que genera una presién superior a la atmosférica (100 °C y 1 bar.).

d) Método sol-gel: Se parte de una solucién quimica o sol que actia como
precursor de una red integrada ya sea de particulas discretas o de una red de
polimeros. Los precursores tipicos del proceso sol-gel son los alcoxidos metdlicos
y los cloruros metalicos, que sufren varias reacciones de hidrélisis y
policondensacion para formar una dispersion coloidal, que luego de una
polimerizacion lenta forma un gel [20].

Como puede constatarse en lo aqui descrito, varios de los métodos
requieren de instrumentacion compleja y complicada, lo cual los hace costosos,
ademas de la generacion de residuos y productos que afectan el medio ambiente.
Por tanto, muchas veces se prefieren los métodos de sintesis verde, aunque
implementarlos requiera de mayor tiempo.

5.3.1.- SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS.

Uno de los mayores inconvenientes de la quimica y de la industria quimica
es el problema de la generacién de residuos y productos que afectan el medio
ambiente. Esto ha ocasionado que la quimica tenga una imagen negativa ante la
sociedad, ya que en muchas ocasiones se destacan mas los aspectos negativos
que los positivos. Esto ha estimulado a los quimicos a estudiar la obtencion de
compuestos que posean las propiedades deseadas en funcién de su utilidad pero
que carezcan de las propiedades dafiinas al medio ambiente, asi como al
desarrollo de procesos de produccion que eliminen o minimicen la generacion de
emisiones contaminantes [21].

La creciente demanda de materiales nanoparticulados, en un amplio campo
de aplicacion (desde la biomedicina hasta la catdlisis, incluyendo la electrénica y
las industrias farmacéuticas y ceramica, entre otras) ha generado la necesidad de
desarrollar métodos de sintesis que conduzcan a mayores producciones con alta
eficiencia y con propiedades fisicoquimicas superiores a las obtenidas
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convencionalmente [22]. Se han investigado varios métodos para la sintesis de
nanoparticulas los cuales pueden ser fisicos, quimicos u organicos. Sin embargo,
debido al impacto que tiene la sintesis de estos materiales en el medio ambiente,
en la actualidad se estan buscando nuevas alternativas para la produccion de las
nanoparticulas que sean mas amigables con la naturaleza, también conocidas
como sintesis verde, y que produzcan una menor cantidad de desechos toxicos
[23].

El concepto de quimica verde esta intimamente asociado con la prevencion
de la contaminacién ambiental mediante el disefio de procesos y productos
guimicos que no posean propiedades dafiinas al medio ambiente. La mision de la
guimica verde la encontramos en la pagina web del Green Chemistry Institute
(http://www.acs.org/greenchemistry) y viene definida como “promover el desarrollo
y uso de tecnologias quimicas innovadoras que reduzcan o eliminen el uso o
generacion de sustancias dafiinas en el disefio, manufactura y uso de productos
quimicos”. Los objetivos de la quimica verde han sido definidos de manera mas
especifica como “el establecimiento de los principios para la sintesis y aplicacion
de productos y procesos quimicos que reduzcan o eliminen completamente el uso
y produccién de materiales que sean dafinos al medio ambiente” [21].

Ahora bien no hay que confundir la quimica ambiental con la quimica verde.
La diferencia es que la primera tiene como objetivo el saneamiento y remediacion
de los efectos en el ambiente de los procesos contaminantes, mientras que la
guimica verde intenta prevenir la contaminacion en su origen [24].

Dado el alto potencial de aplicacién de los nanomateriales, se debe
considerar un disefio de los procesos de producciéon con un impacto ambiental
minimo. Las condiciones de reaccion se pueden ajustar de tal manera que sea
posible llegar a un producto de manera eficiente y benigna para el medio
ambiente. Las variaciones en los medios de reaccién pueden implicar
modificaciones bastante simples, como la sustitucion del solvente, la reduccién de
la temperatura y/o presién, o el uso de técnicas avanzadas que proporcionen un
entorno propicio para la produccién de productos de alta calidad. Los ultimos
avances hacia la sintesis verde o de bajo impacto ambiental de nanoparticulas,
incluyen el uso de quimica ultrasonica [24] y la sintesis biolégica [25].

a) Sintesis ultrasdnica: La sonoquimica se basa fundamentalmente en los
efectos quimicos producidos por la propagaciéon de ultrasonido en el medio de
reaccion, proporcionando una activacion o desarrollo de las reacciones quimicas a
través de la energia acustica [24].
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b) Sintesis biolégica: Se emplean sistemas biolégicos como levaduras,
hongos (Fusarium oxysporum), bacterias (Cepas bacterianas, tanto gram-positivos
y gram negativos, por ejemplo, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus
pentosaceus y Enterococcus faecium) y extractos de plantas (como la espirulina)
[26]. Sin embargo estas técnicas de sintesis resultan poco viables debido a que
necesitan metodologias costosas para el mantenimiento de los cultivos
microbianos y vegetales, asi como periodos largos para la sintesis de NPs.

Algunos métodos de sintesis de nanoparticulas se han modificado con la
finalidad de adentrarlos en la quimica verde. Como muestra de ello, tenemos las
metodologias expuestas en el presente trabajo de investigacién (reduccion
quimica mediante radiacién UV-solar, reduccién quimica mediante aumento de la
temperatura y agitaciéon magnética y reduccién quimica mediante radiacion UV-
lampara). En las cuales se esta evitando el uso de un agente reductor, gracias a
que el quitosano hace la funcién de agente reductor, estabilizante y dispersante al
mismo tiempo. Hablando propiamente de la reduccién con radiacién solar, la
mayor ventaja es que no es necesario tratar térmicamente las muestras ya que
luego de la preparacion, el metal se encuentra reducido por la irradiaciéon UV-solar,
evitando asi un gasto energético por el uso de energia artificial.

El mecanismo de crecimiento para la formacién de NPs (Figura 4) consta
de varias etapas, este mecanismo fue propuesto por Turkevich quien describié
que la formacion gradual de nanoclisteres se basa en la nucleacion, crecimiento
y aglomeracion [14].

Nucleacion

Reduccion (iniciacion)

@O —= QO

Atomo - .
Clisteres de atomos

Crecimiento
(propagacion

%% jcf proteccin,
f y % % Particula

C— Agente estabilizador
Figura 4.- Mecanismo de crecimiento para la formacién de NPs [14].
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Un aspecto fundamental en la sintesis de nanoparticulas es el poder
mantenerlas estables en equilibrio, de tal manera que pueda mantenerse su
tamafio y su forma en funcion del tiempo [20]. Dos particulas separadas a una
pequefia distancia pueden ser atraidas entre si por fuerzas de tipo Van der Waals,
en ausencia de fuerzas repulsivas que las contrarresten, lo que conduciria a la
inestabilidad coloidal. En este sentido, de manera general se pueden considerar
como principales fuerzas que actdan en los sistemas coloidales: fuerzas atractivas
de Van der Waals y fuerzas repulsivas electrostaticas y estéricas. Con el objetivo
de equilibrar estas fuerzas se emplean habitualmente agentes protectores o
estabilizantes en sistemas de NPs, los cuales presentan grupos funcionales tales
como: aminas, alcoholes, fosfinas, tioles o acidos carboxilicos, que interaccionan
con la superficie del nanomaterial favoreciendo su estabilizacion y ejerciendo un
control sobre el tamafio y monodispersidad de las NPs mediante la inhibicion de
procesos de agregacion interarticular [11]. Ademas de ello, la estabilidad que las
NPs presentan en el medio es un aspecto crucial en la quimica coloidal que
determina su grado de dispersidad ya que inhibe procesos de agregacion o
colision que desestabilicen el sistema.

Existen cuatro tipos de procedimientos para la estabilizacion de NPs que son:

1. Estabilizacion electroestatica: consiste en la formacion de una doble capa
de aniones y cationes que interaccionan con la superficie de las NPs
metalicas. Como resultado de la repulsion entre dichas capas y si el
potencial eléctrico asociado a la doble capa es suficientemente alto, se
evita la aglomeracién. Como ejemplo tenemos la formacion de AuNPs,
preparadas por reduccién en medio acuoso a partir de la reduccion de
HAuUCI4 con citrato de sodio [27].

2. Estabilizacién estérica: es la estabilizacion de NPs por adsorcion de
moléculas sobre su superficie, tales como polimeros, surfactantes,
dendrimeros o ligandos, que forman una capa de proteccién [28].

3. Estabilizacién electroestérica: combinacion de efectos electrostaticos y
estéricos en presencia de agentes surfactantes. Como ejemplo tenemos la
estabilixacién de NPsPd utilizando cloruro de tetra-n-octilamonio [29].

4. Estabilizaciéon por ligandos o disolventes: se produce por la
coordinacion de las NPs con ligandos organicos para formar una capa
protectora, por ejemplo, donadores de P, N, S como las fosfinas, aminas y
tioesteres, respectivamente, y disolventes como THF, THF/MeOH, o
carbonato de propileno [14].

En el caso del método de sintesis propuesto en este trabajo, un aspecto
fundamental como se ha venido puntualizando es que el quitosano también
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juega el papel de agente estabilizante, ya que proporciona una envoltura
biocompatible, catiénica e hidrofilica [30]. La naturaleza policationica del
quitosano en medio acido favorece una fuerte interaccion electrostatica con
polianiones, como tripolifosfato (TPP), que permite la formacién de
nanoparticulas de quitosano [31]. Lo que es un punto adicional a favor en
cuanto a la minimizacion al uso de agentes quimicos contribuyendo
nuevamente al desarrollo de la quimica verde.

5.4.- POLIMEROS

La palabra polimero se deriva del griego poli y meros, que significan mucho
y partes respectivamente [31]. Los polimeros son macromoléculas formadas por la
unioén covalente de pequefias unidades moleculares conocidas como monomeros.
Estas macromoléculas pueden estar formadas por un Unico tipo de monémero, los
cuales se denominan homopolimeros, o por varios tipos de mondmeros, en cuyo
caso se conocen como copolimeros. El nUmero de moléculas de monémero que
componen esta cadena es su grado de polimerizacion. Tanto los homopolimeros
como los copolimeros pueden ser lineales, ramificados o reticulados, como se
puede observar en la Figura 5.

C

Figura 5.- Tipos de polimeros. A: lineal, B: ramificado, C: reticulado [33].

Los polimeros poseen, en general, la ventaja de permitir manipulaciones
quimicas y fisicas para adquirir diversas formas y propiedades [33].

Existen dos grandes grupos de polimeros:

Polimeros naturales: también conocidos como_biopolimeros, se forman
durante los ciclos de crecimiento y vida de los organismos [33]. Como el coladgeno,
la albumina o el quitosano [34], el acido poligalacturonico y la quitina [35]. Los
homopolimeros naturales mas conocidos son el caucho, el almidon y la celulosa.
Entre los copolimeros, se destacan las proteinas y, entre ellas, la lana y la seda
[33]. Una propiedad atractiva de los polimeros naturales es que poseen un gran
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namero de grupos funcionales, lo que les permite extraer facilmente a metales por
adsorcién quimica o fisica [35].

Polimeros sintéticos: Estos poseen estructuras esenciales mas fuertes y
permiten un gran ndmero de modificaciones, por lo que se puede experimentar
con ellas hasta encontrar el producto con las caracteristicas deseadas. Como
ejemplos de homopolimeros sintéticos se pueden destacar el nylon, polietileno,
teflon, cloruro de polivinilo (PVC) y, entre los copolimeros, el formado por el &cido
poli-glicélico y el acido lactico [33].

El uso de polimeros como ligandos para la sintesis y estabilizacién de NPs
representa una interesante alternativa frente a otro tipo de moléculas sencillas
empleadas tradicionalmente, como surfactantes, alcanotiolatos y demas moléculas
de cadena corta conteniendo grupos funcionales afines a la superficie de la
particula nanométrica [11]. Una estrategia conveniente para crear una dispersion
estable en una matriz polimérica consiste en la funcionalizacion de la superficie de
las nanoparticulas con cadenas del mismo polimero que los de la matriz utilizada
[36].

Actualmente la sintesis de polimeros reforzados con nanoparticulas metalicas
esta abriendo nuevos caminos para obtener materiales de ingenieria que exhiban
mejores propiedades eléctricas, Opticas, mecanicas, antifingicas y antibacteriales.
Entre los polimeros que se han reforzado con este fin, podemos encontrar los
siguientes:

¢ Una serie de poliuretanos tipo poliéster (PU) [37].
¢ Poli (6xido de polietileno (PEO) [38].

¢ Poliestireno de alto impacto [39].

¢ Alcohol polivinilico (PVA) [40].

e Quitosano (CTS) [41].

5.5.- QUITOSANO.

El estudio de este polimero a lo largo de todos estos afios ha generado su
empleo en mdltiples aplicaciones [42]. El quitosano, nombre dado a la quitina
desacetilada, es un polisacarido, natural, biodegradable y no toxico que se obtiene
principalmente de la parte externa de crustaceos tales como cangrejos y
camarones. Comercialmente el uso del quitosano ha abarcado diferentes
industrias entre las que se incluyen: la médica, la farmacéutica, la biotecnolégica,
la cosmetoldgica, la alimentaria y la agricola [43].
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La quitina esta formada por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa
unidas por enlaces B-(1—4). La obtencién de quitosano a partir de quitina se
realiza por desacetilacion de la misma, dejando libre el grupo amino del carbono 2,
si bien este proceso nunca llega al 100%, como se puede observar en la Figura 6.
Es por ello que el quitosano es un copolimero de 2-acetamido-2-deoxy-p-D-
glucosa y 2-amino-2-deoxy-f-D-glucosa [34].

Oficialmente el quitosano es nombrado por la IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) como: poli(2-amino-2-desoxi--D-glucopiranosa). La
masa molar de este polimero natural puede variar en el orden de 10.000 hasta el
orden de los millones de g/mol [35].

CHzOH NHECOCH,
Q
-
OH @ NROH { 40 - 50%)
»,
NHCOCH, CH,0H
{Cstina} (COuitosana)

Figura 6.- Representacion esquematica de la reaccion de desacetilacion de la
quitina para obtener quitosano [35].

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al
tratar quitina con una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtiene un
producto soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como él la llamé,
se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de ioduro y acido, mientras la
quitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler quién la
denomind “quitosano” (también se conoce como quitosana en algunos lugares).

5.5.1.- APLICACIONES DEL QUITOSANO.

Dado el gran nimero de trabajos que existen sobre este versatil material es
conveniente realizar una clasificacion por area de acuerdo sus aplicaciones;
algunas de ellas se mencionan a continuacion:

Quimica analitica: aplicaciones cromatograficas, intercambiadores de
iones, absorcién de iones de metales pesados y absorcion de &cidos, fabricacion

de electrodos especificos para metales, etc.

Biomedicina: membrana de hemodidlisis, suturas biodegradables,
sustituyentes artificiales de la piel, agente cicatrizante en quemaduras, sistemas
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liberadores de farmacos, liberaciébn de insulina, transporte de agentes
anticancerigenos, tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA,
etc.

Agricultura y ganaderia: recubrimiento de semillas para su conservacion
durante el almacenamiento, sistemas liberadores de fertilizantes, aditivo para
alimento de animales, en formulacion de pesticidas, etc.

Cosméticos: Espumas de afeitar, cremas para la piel y el cuerpo.

Dietéticos: Adelgazantes (existe una amplia variedad de productos
comerciales que ofrecen el polimero como atrapador de grasas en el estomago,

Industria: del papel, textil, alimentaria (soporte para inmovilizacion de
enzimas en la produccion de maltosa, espesante en alimentos, agente de
oxidacion controlada, agente preservante).

Tratamiento de agua: agente floculante, agente coagulante, tratamientos
de flotacion para la remocion de aceite de pescado en agua, agentes filtrantes
para piscinas y spas, remocion de metales, remocion de surfactantes, etc. [44].

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero
hidrosoluble que puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras,
micro y nanoparticulas en condiciones y medio acido suaves [45]. También cuenta
con propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, capacidad filmogénica,
actividad antimicrobiana, actividad antifingica, actividad hipocolesterolemia,
actividad antioxidante, mucoadhesion, hemostatico y promotor de absorcion [42].

5.5.2.- COMPUESTOS QUITOSANO-AuUNPs.

La combinacion de nanoparticulas de oro (AuNPSs) y polimeros abre nuevas
rutas para el desarrollo de materiales avanzados con aplicaciones potenciales en
optoelectrénica, sensores, catdlisis, almacenamiento magnético y varios otros
campos. Las aplicaciones tecnoldgicas de estos compuestos dependen de la
habilidad de controlar la agregacion y la distribucién espacial de las AuNPs en la
matriz. Una estrategia conveniente para crear una dispersion estable en la matriz
polimérica consiste en la funcionalizacién de la superficie de las AuNPs con
cadenas del mismo polimero que los de la matriz utilizada [46].

Al lado de la nanoparticula de oro O6pticamente sintonizable para la
conversion eficiente de la luz al calor, recubrimientos a base de quitosano
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proporcionan cargas superficiales sintonizables para aplicaciones en una variedad
de entornos de pH fisiologicos y también permite continuar la modificacién con
moléculas diana o moléculas de farmacos por reaccién quimica o la interaccion
electrostatica [47].

Hortigliela-Gallo y colaboradores, en el 2012 produjeron andamios de
quitosano y nanoparticulas de oro. La preparacion de compositos 3D porosos de
quitosano y nanoparticulas de Au se llevd a cabo mediante el proceso criogénico
ISISA. La reduccion quimica, para la obtencion de AuNPs, se llevé a cabo por
tratamiento térmico a 40 y 80°C durante 5 y 3 horas respectivamente, obteniendo
NPs desde 5 hasta 20 nm de diametro [48].

Luna-Béarcenas y colaboradores probaron el nanocompdsito quitosano-
nanoparticulas de oro como material base en la fabricacion de un biosensor de
metales (Cadmio, Zinc y Cobre), por los resultados obtenidos mostraron que fue
capaz de detectar concentraciones por debajo de los limites permisibles por las
Normas Oficiales Mexicanas [49].

Zhang y colaboradores en el afio 2012 sintetizaron nanocompuestos
quitosano/oro mediante la reduccion de AuHCls con Naz2S20s3, estos compuestos
fueron evaluados como agentes terapéuticos para la terapia fototérmica contra el
céncer [50].

En 2014 Requejo-Roque, obtuvo AuNPs esféricas monodispersas por
medio de un tratamiento mecanico, utilizando al quitosano como agente reductor y
estabilizante, la superficie de estas nanoparticulas tiene carga positiva y se
obtuvieron en tamafios entre 10 y 15 nm [51].

Se present6 un método para preparar nanoparticulas de oro por plasma
atmosférico, utilizando CTS como un precursor de agente estabilizante: Una
disolucién de quitosano se redujo en un plasma atmosférico en una camara de
temperatura, el tratamiento es eficaz para reducir el precursor de oro y el proceso
s6lo toma unos minutos [52].

5.5.3.- COMPUESTOS QUITOSANO-AgNPs.

La incorporacion de nanoparticulas de plata (AgNPs) en matrices
poliméricas para proveer a éstas de propiedades biosidas y de conductividad
electrénica, representa un gran reto tanto para el area académica como para el
sector industrial. Debido a la poca interaccion que presentan las AgNPs con los
diferentes polimeros surge la necesidad de su modificacion superficial ya sea
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mediante modificaciones con agentes organicos o mediante carga electrénica
superficial [39].

La combinacién de un polimero natural como el quitosano y las NPMs de
plata resulta ampliamente atractiva debido a la capacidad antibacterial que poseen
ambos componentes de forma individual y de la posibilidad de generar un
compuesto  biodegradable 'y biocompatible, cominmente denominado
bionanocompuesto. La incorporacion de nanoparticulas de Ag al quitosano permite
aumentar su conductividad, mejorar sus propiedades mecanicas y a la vez
potenciar su efecto antimicrobiano, con lo que es posible ampliar su espectro de
aplicacion, especificamente en aquellas aplicaciones donde la higiene es un factor
clave, tal es el caso del campo de la biomedicina. Otras aplicaciones muy
atractivas actualmente incluyen biosensores, celdas combustibles electroliticas,
partes electronicas, etc. [53].

En el 2010, Modrzejewska y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de
plata en una solucién de quitosano tomando ventaja de la habilidad del quitosano
de formar acetatos en presencia de iones metalicos. Obtuvieron nanoparticulas de
tamafios entre 50 nm a 2um [54].

En el 2011, Potara y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de plata
sobre quitosano. Obtuvieron nanoparticulas entre 43 y 55 nm y demostraron que
la combinacién de quitosano y nanoparticulas de plata es mas eficiente contra la
bacteria Staphylococcus aureus que cada uno de los componentes de forma
individual [55].

Saifunddin y colaboradores prepararon un compuesto integrado por
nanoparticulas de plata impregnadas sobre una matriz de quitosano usando
radiacion de microondas. Lograron remover un 94% del pesticida Atrazina en
soluciones acuosas con una concentracion de 10 mg/L con este material [56].

En el 2012, Rao y colaboradores sintetizaron un nanocompuesto integrado
de nanoparticulas de plata depositadas sobre una matriz de quitosano y poli
etilenglicol. Ellos evaluaron la bacteria E. Coli y encontraron diametros de
inhibicién de 8 a 11 mm, mucho mayores que los del quitosano puro [57].

Pinto y colaboradores sintetizaron un nanocompuesto integrado por
peliculas de quitosano con nanoparticulas de plata. Obtuvieron tamafios de
particula de 16 nm. Evaluaron las propiedades antimicrobianas de este material
frente a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli,
utilizando concentraciones de 0.47%, 1.1%, 2.58% y 3.94% de nanoparticulas de
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plata. Encontraron diametros de inhibicion de 0, 1.5, 1.7 y 2 mm para las
concentraciones evaluadas respectivamente para todas las bacterias [58].

5.6 NANOFIBRAS.

Las propiedades que presentan las estructuras nanométricas en forma de
fibras, tubos, cintas, anillos, varillas y cables abren un panorama fascinante. A
todas ellas nos referiremos con el nombre genérico de nanofibras (fibras con
didmetros inferiores a 500 nandmetros, producidas por ciertas técnicas que
permiten la obtencién de fibras ultrafinas). Estas tienen la capacidad de formar
materiales altamente porosos que han mostrado un enorme potencial para mejorar
significativamente las tecnologias actuales, y encontrar nuevas y sorprendentes
aplicaciones [59].

Las nanofibras tienen una variedad de aplicaciones, entre ellas: ingenieria
de tejidos, textiles, elementos para cubrir heridas, medios de filtracion, membranas
especiales y diversas aplicaciones médicas tales como reemplazo de huesos,
implantes dentales, sistemas de liberacion de farmacos, injertos vasculares, vasos
sanguineos artificiales entre otros [60].

Particularmente el quitosano ha sido ampliamente estudiado en este
sentido, ya que por sus caracteristicas fisicas y quimicas descritas anteriormente
(que lo hacen ampliamente atractivo en el area biomédica), su empleo en forma de
nanofibras es altamente deseable, y la generacién de un material compuesto
CTS/NPMs en forma de nanofibras con potencial actividad antimicrobiana da
pauta a una amplia gama de aplicaciones.

Dentro de los métodos de sintesis de nanofibras, se encuentran:

1.- Deposicion quimica en fase de vapor (CVD del inglés Chemical Vapor
Deposition): A partir de una fuente en fase de vapor se forma una fase solida
debido al craqueo, descomposicion y posterior recondensacion, o simplemente
reaccion, de dicha fase de vapor.

2.- Método de ablacidon laser: En esta técnica, también Illamada
vaporizacion laser, un blanco consistente de una mezcla de grafito con una
pequefia cantidad de particulas de metales de transicion (catalizadores) es
colocado en el extremo de un tubo de cuarzo encerrado en un horno bajo una
atmoésfera inerte, el blanco es expuesto a un haz de laser argon, el haz vaporiza el
grafito y produce nucleacion en la onda de choque justo en frente del blanco. Un
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flujo de argéon a través del reactor calentado por el horno lleva el vapor, las
nanofibras, las nanoparticulas de catalizador y el carbén amorfo.

3.- Método del Catalizador Flotante: La idea de este método es producir
de forma continua, en un Unico proceso, los nanofilamentos cataliticos,
introduciendo en el reactor sus reactivos.

4.- Sintesis por Flama: En este método se sintetizan nanofibras de
carbono utilizando una flama producida por una mezcla aire-etileno sobre un
sustrato de arco produciendo microfibras y nanofibras de varios diametros
empleando diversos catalizadores metalicos. La técnica de la flama también
requiere de condiciones basicas de operacion tales como: alta energia, adicion de
hidrocarburos y altas temperaturas para la sintesis. Es un método potencial para
producir a gran escala nanofibras [61].

5.- Electrospinning: La técnica consiste en hacer girar soluciones de
polimero a través de altos campos eléctricos, se basa en aplicar fuerzas eléctricas
suficientes que superen las fuerzas de la tension superficial en la solucion de
polimero cargado, de esta forma a un voltaje determinado, finos chorros de
solucién son expulsados desde el capilar hasta el plato colector. Posteriormente el
chorro se mueve en la direccién del campo eléctrico, alongandose de acuerdo a
las fuerzas externas e internas y experimentando inestabilidad en algunas
ocasiones. El disolvente se evapora y los segmentos de fibras son depositados al
azar en un sustrato.

El tipico montaje para la ejecucion de la técnica de electrospinning se
muestra en la Figura 7. Consta de un capilar a través del cual se expulsa la
solucién polimérica (aguja, cono, etc); una fuente de alto voltaje que posee dos
electrodos los cuales deben conectarse uno a la salida de la solucién (aguja) y
otro directamente al plato colector (lamina de metal conductor, mandril rotativo,
etc.) donde se depositaran las fibras posterior a la evaporacion del disolvente.
Para impulsar la solucién a través del capilar puede utilizarse una bomba de
infusion; la salida de la solucién puede estar determinada por la fuerza de
gravedad ligada a la viscosidad de la solucion.
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Figura 7.- Montaje del sistema de electrospinning [60].

Capilar

En ocasiones para incrementar las propiedades dieléctricas de la solucion,
se adicionan disolventes con constantes dieléctricas altas, esto favorece la
formacion de fibras con menos estructuras defectuosas (las estructuras
defectuosas conocidas como beads o perlas). Una vez que se tiene la solucién en
la jeringa o cono se inicia la aplicaciéon del alto voltaje, cuando este potencial
eléctrico se aplica, las cargas se acumulan promoviendo la formaciéon de una gota
en la punta del capilar, a medida que la intensidad del campo eléctrico se
incrementa, la gota se alarga para crear una forma conica conocida como cono de
Taylor. La fuerza del campo eléctrico supera las fuerzas de cohesion de la
solucién, en la mayoria de los casos dominada por la tension superficial, es asi
como un chorro de solucién de polimero inicia un viaje desde la punta del capilar
hasta el plato colector; en su viaje, el chorro de solucion polimérica es alargado
debido a las interacciones electrostaticas entre las cargas cercanas a segmentos
del mismo chorro, mientras tanto, el disolvente se evapora, finalmente, las fibras
se solidifican a su llegada al plato colector. Luego de ser extraidas del plato
colector algunos autores sugieren mantener las fibras en vacio para eliminar el
disolvente remanente [60].

5.6.1.- FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE ELECTROSPINNING.

El control de proceso de electrospinning se limita a la identificaciéon de las
condiciones de funcionamiento que produce fibras con propiedades aceptables.
Sin embargo, dentro de un entorno de laboratorio, incluso con estas condiciones
identificadas, todavia existen variaciones significativas en la calidad de los
materiales producidos. Estas variaciones son el resultado de una comprension
incompleta de todas las variables de proceso. Hay muchos factores que influyen
en la morfologia de las fibras o construcciones fibrosas y pueden dividirse en
parametros de la solucién y parametros de proceso [7].
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5.6.1.1.- PARAMETROS DE LA SOLUCION.

Dependiendo de las propiedades reologicas de la solucién pueden
producirse diferentes estructuras: gotas, fibras con gotas y fibras. Estas
propiedades estan determinadas por la concentracion y las caracteristicas
moleculares del polimero (peso molecular, polidispersidad, grado de ramificacion)
y del solvente (buen o mal solvente). El conjunto de estas caracteristicas juega un
papel vital en la iniciacién y estabilizacion de una estructura fibrosa [62].

Concentracion: En el proceso de electrospinning, para la formacion y
produccion de fibras, es necesario contar con una concentracion minima de la
soluciéon del polimero. Diversos investigadores han intentado encontrar una
relacion entre la concentracion de la solucién y el diametro de la fibra, obteniendo
una relacion conocida como ley de potencia, la cual conduce a la siguiente
conclusion “al aumentar la concentracion de la solucion, aumenta el diametro de la
fibra. La tension superficial y viscosidad de las soluciones también juegan un papel
importante en la determinacion del rango de las concentraciones de fibras
continuas, que pueden ser obtenidas en electrospinning.

Viscosidad: Durante el proceso de electrospinning, la viscosidad de la
solucién juega un papel importante en la determinacion del tamafio y la morfologia
de la fibra. Se ha observado que con una viscosidad muy baja no hay una
formacion continua de la fibra, y que con una viscosidad muy alta hay dificultad en
la eyeccion del jet de la solucion del polimero, por lo tanto una viscosidad 6ptima
es un requisito primordial para el proceso de electrospinning [63].

Conductividad: Los iones cargados en la solucion polimérica influencian
grandemente a la formacion de fibras. Cuando las cargas llevadas por el chorro se
incrementan, el campo eléctrico genera mayor fuerza de elongaciéon sobre chorro
de polimero cargado dando como resultado fibras con diametros mas finos y una
notable disminucion de los defectos [64]. La conductividad de la solucion esta
determinada principalmente por el tipo de polimero, disolvente utilizado y la
disponibilidad de sales ionizables [63].

Disolvente: Basicamente el disolvente cumple dos roles importantes
dentro del proceso de electrospinning: en primer lugar disolver las moléculas de
polimero para formar el chorro con carga eléctrica y en segundo lugar llevar las
moléculas de polimero disuelto hasta el colector, es por ello que las propiedades
del disolvente cumplen un rol fundamental dentro del proceso [60].
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5.6.1.2.- PARAMETROS DEL PROCESO.

El control sobre estas variables determina la estabilidad del sistema y la
calidad del material fabricado [65].

Voltaje: El voltaje es un parametro respecto al cual el diametro de las fibras
es directamente proporcional, debido a que generalmente hay mas disolucién en
el haz [66]. Hay autores que afirman que un incremento en la aplicacién del
voltaje decrece el diametro de las nanofibras y aumenta la probabilidad de obtener
fibras con defectos (beads), lo cierto es que en la mayoria de los casos un voltaje
alto permite un mayor estiramiento de la solucidon debido a la presencia de mayor
fuerza de coulomb en el chorro y un fuerte campo eléctrico, todos estos factores
promueven una reduccién en el diametro de las fibras. La influencia del voltaje
depende ademas de las propiedades viscoelasticas del material base, por ello es
importante analizar el comportamiento para cada polimero con su respectivo
disolvente [60].

Flujo de salida: Un flujo de salida menor podria ser benéfico ya que el
disolvente tendria méas tiempo para evaporarse evitando la formacion de defectos
en las fibras. Cuando el flujo de salida se incrementa ocurre un incremento en el
didmetro de las fibras y posiblemente en el tamafio de los defectos. Un minimo
valor de volumen de solucion a la salida del capilar debe mantenerse para obtener
un cono de Taylor estable, el flujo de salida determina la cantidad de solucion
disponible para el proceso de electrospinning [60].

Distancia del inyector al colector: La distancia de separacion entre la
punta del inyector y el colector influencia el tiempo de fabricacion de las fibras, la
tasa de evaporacion e intervalo de inestabilidad, los cuales afectan las
caracteristicas de las fibras. Una solucién polimérica acuosa necesita ciertos
intervalos de distancia para evaporarse en contraposicion de un solvente
altamente volatil [64].

Tipos de colectores: Un aspecto importante del proceso de
electrospinning es el tipo de colector utilizado. En este proceso, un colector sirve
como un conductor substrato, donde las nanofibras se recogen. Generalmente,
una lamina de aluminio se utiliza como un colector, pero debido a la dificultad en la
transferencia de fibras recogidas y con la necesidad de fibras alineadas para
diversas aplicaciones; se han utilizado otros colectores, tales como: papel
conductor, tela conductora , malla de alambre, pasadores, barras paralelas o
cuadriculadas, varillas de rotacién, ruedas giratorias, en electrospinning la
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alineacion de la fibra se determina por el tipo de la meta, el colector y su velocidad
de rotacion [63].

5.6.2 NANOFIBRAS DE QUITOSANO.

El quitosano encuentra muchas aplicaciones debido a sus propiedades
Unicas, tales como el rendimiento antibacteriano bajo ciertas condiciones
especificas. Sin embargo, la formacion de fibras de quitosano por electrospinning
es bastante dificil debido a su solubilidad limitada y la naturaleza policationica en
la solucién. En este contexto, el electrohilado de soluciones de quitosano para la
generacion de nanofibras de calidad se ha logrado sélo con el uso de algunos
disolventes especificos, que se basan generalmente en fuertes acidos organicos,
con puntos de ebullicién bajos y constantes dieléctricas bajas.

El caracter catiénico Unico del quitosano, proporcionado por medio de su
fraccion de pares de ionicos (-COO" -NHs*) llamados "grupos activos”, ha sido
ampliamente discutido en la literatura. Investigaciones recientes también han
demostrado que el rendimiento biosida de sistemas electrohilados basados en
quitosano se puede aumentar mediante la retencion menor de un &cido fuerte
utilizado como disolvente en la estructura nano-fibrilar, lo que facilita el giro de
este dificil biopolimero. Sin embargo, el atrapamiento del solvente en el interior de
las nanofibras poliméricas esta impedido de manera eficiente debido al proceso de
secado rapido que se produce fisicamente durante el electrospinning. Como
resultado, los disolventes normalmente permanecen en la superficies de las
nanofibras en niveles muy bajos, haciéndolos atractivos dependiendo de la
aplicacién y las preocupaciones de legislacion.

La mezcla de &cido trifloroacético (TFA)/diclorometano (DCM) 7:3
(peso/peso), es bien conocida como excelente disolvente del quitosano para
electrospinning [67]. Para obtener nanofibras de quitosano puro de una buena
calidad, el acido acético ha sido utilizado con éxito en altas concentraciones (por
encima del 80%). Sin embargo, el uso de estos disolventes no se recomienda
debido a su toxicidad. Por lo tanto hay una necesidad de encontrar disolventes
alternativos o modificar las condiciones de proceso para asegurar la eliminacion
completa del disolvente [68].
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5.6.3- NANOFIBRAS DE COMPUESTOS POLIMERO/NANOPARTICULAS
METALICAS.

Las nanoparticulas sirven para reforzar a la matriz, asi como para
transformar el comportamiento eléctrico, 6ptico, térmico y catalitico del material
base. Una de las aplicaciones mas importantes de las nanoparticulas de metales
nobles es su aplicacion para la catélisis heterogénea y para varias reacciones de
oxidacion y reduccion [69]. El ordenamiento controlado de nanoparticulas
metélicas se puede lograran a través de nanofibras de polimero; el método méas
econémico y practico de conseguirlo es por medio del electrospinning de
soluciones de nanoparticulas/polimero.

Las nanofibras compuestas resultantes pueden mostrar las distintivas
propiedades Opticas, eléctricas, cataliticas o anti-microbiales de las nanoparticulas
metdlicas que contienen o que crecieron dentro de ellas. Las nanoparticulas,
particularmente las metalicas, representan atractivos “ladrillos” de construccion y
son la propuesta actual para ser utilizadas como materiales avanzados, con
nuevas propiedades: eléctricas, Opticas, mecanicas, térmicas y cataliticas.
Comparados con los materiales en bulto, estas caracteristicas Unicas, surgen de
los efectos del confinamiento cuantico y de sus muy grandes areas superficiales
especificas [70, 71]. La técnica de electrospinning es actualmente la técnica mas
prometedora para la produccion continua de nanofibras debido a que es
relativamente sencilla y rdpida. Generalmente, la produccion de nanofibras a
través de estas técnicas parte de la inyeccion de la solucion polimérica la cual ya
debe contener las NPs metalicas. Esto implica que las NPs hayan sido
previamente sintetizadas en la solucion polimérica o incorporarlas en la misma
previo a la obtencion de las nanofibras, lo que requiere de un mayor tiempo de
sintesis [72].

Abdelgawad y colaboradores, proponen en el 2014, una ruta verde para
producir nanofibras antibacterianas cargadas con nanoparticulas de plata de 25
nm de diametro, envueltas en quitosano después de la reduccion con la glucosa.
Las nanofibras se obtuvieron a partir de dispersiones coloidales de base
quitosano-Ag-PVA. Las nanofibras (de 150 nm de diametro promedio y estrecha
distribucion de tamafio) se obtuvieron mediante electrospinning [73]. También
mediante la técnica de electrospinning, Lee y colaboradores, en el 2014 disefiaron
un nuevo aposito para heridas. Se obtuvieron nanofibras de quitosano (CTS), con
diversas proporciones de las nanoparticulas de plata (AgNPs), eficaces en el
tratamiento antibacteriano tépico en el cuidado de heridas. Las AgNPs fueron
generadas directamente en la solucion de CTS mediante el uso de un método de
reduccién quimica [74].
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6.- MATERIALES Y METODOLOGIA

Los reactivos y equipos utilizados en el desarrollo de este trabajo de tesis se

describen en la Tabla 1.

Tabla 1.- Reactivos y equipos utilizados

REACTIVOS EQUIPOS

Parrilla con agitacion magnética marca

Quitosano de Sigma-Aldrich® Thermo SCIENTIFIC (Cimarec)

Lampara de luz UV marca
MINERALIGHT® LAMP MODEL UVGL-
25, MULTIBAND UV-254/366

AgNOs de Sigma-Aldrich®

Espectrofotometro UV-Vis GENESYS

HAuUCIs-3H20 de Sigma-Aldrich® 10S Thermo SCIENTIEIC

Acido acético glacial de J.T.Baker

Electrospinning (NaBond Technologies

Agua destilada de J.T.Baker Co., China)

Espectrofotometro Thermo Scientific
modelo Nicolet iS10

Acido trifluoroacético de Sigma-
Aldrich®

Diclorometano de J.T.Baker

6.1.- SINTESIS DE NANOPARTICULAS METALICAS EN SOLUCION DE CTS.

6.1.1.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES.

. Solucién de quitosano (CTS): El quitosano, se disolvié en una solucion de
acido acético glacial (CHsCOOH) 1% en peso con agitaciébn mecanica a
temperatura ambiente, por un periodo aproximado de 24 h. Se obtuvieron
soluciones a diferentes concentraciones: 0.5%, 1%, 1.5% y 2% en peso de
CTS.

. Solucién de nitrato de plata (AgNO3): El AgNOs se disolvi6 en agua
destilada, a temperatura ambiente y con agitacibn mecanica, para preparar
soluciones a diferentes concentraciones: 0.7%, 0.5%, 0.3% y 0.1%,
respecto al peso de la sal.

. Solucién de &cido clorodurico (HAUCls-3H20): El HAuUCI4-3H20 se disolvid
en agua destilada, a temperatura ambiente y con agitacion mecanica, para
preparar soluciones al 1.5%, 1%, 0.7% y 0.45%, respecto al peso de la sal.

. Soluciones de CTS con precursor quimico: En la Tabla 2, se muestran
todas las combinaciones que se realizaron para la obtencion de AuNPs y
AgNPs, utilizando radiacion solar como fuente de energia. Se utilizaron
cuatro concentraciones de CTS (0.5, 1, 1.5 y 2% en peso), variando la
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concentracion de la sal (0.1, 0.3, 0.5, 0.7%Ag con respecto al peso del
CTS) y (0.45, 0.7, 1y 1.5%Au respecto al peso del CTS).

5. Soluciones de &cido trifluoroacético: diclorometano/ pelicula de CTS con
precursor _quimico: Para poder electrohilar las soluciones de CTS con
precursor quimico, fue necesario formar peliculas mediante el método de
evaporacion del solvente (en este caso solucion acuosa de CH3COOH),
para posteriormente redisolverlas en una solucién de acido trifluoroacético
(CF3COCQOH): diclorometano (CH2Cl2) en relaciéon 70:30 respectivamente.

Tabla 2.- Soluciones de CTS/precursor quimico realizadas con radiacion solar.

Solucion (% peso) CTS 0.5% CTS1% CTS1.5% CTS2%

HAuCl4+3H20 1.5% + + i +

HAUCIl4+3H20 1%

HAuUCl4+3H20 0.7%

HAUCI4+3H20 0.45%

AgNOs 0.7%

AgNOs 0.5%

AgNOs 0.3%

S o N o o O
S S e
4]+
S S N

AgNOs 0.1%

6.1.2.- SINTESIS DE NANOPARTICULAS.

Las nanoparticulas fueron obtenidas por reduccién quimica empleando tres
diferentes fuentes energéticas para su analisis comparativo:

e Por exposicién a radiacion solar directa.

e Con aumento de la temperatura y agitacién magnética: Utilizando una
parrilla con agitacion magnética (Thermo SCIENTIFIC, Cimarec), a 8
revoluciones por minuto y 80-90°C

e Con lampara de luz UV: Utilizando una lampara de luz UV
(MINERALIGHT® LAMP MODEL UVGL-25, MULTIBAND UV-254/366)

6.2.- OBTENCION DE LAS PELICULAS DE QUITOSANO/NANOPARTICULAS
METALICAS (CTS/AgNPs Y CTS/AuNPS).

Para las soluciones de nanoparticulas obtenidas por reduccion solar en la
matriz polimérica se obtuvieron peliculas delgadas por evaporacion de solvente.
Las diferentes combinaciones de CTS/AgNPs y CTS/AuNPs se vaciaron a cajas
Petri de plastico de 10 cm de diametro, se llevaron a la estufa a 60°C durante 24
horas para evaporar el solvente y permitir la formacion de las peliculas. Las
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muestras, una vez secas se conservaron en las cajas Petri para su posterior uso y
caracterizacion.

6.3.- SINTESIS DE NANOFIBRAS DE QUITOSANO/NANOPARTICULAS
METALICAS (CTS/AgNPs Y CTS/AuNPs).

Las peliculas de quitosano/nanoparticulas metdlicas (obtenidas como se
describe en el apartado 6.2) se disolvieron en una solucién &cido trifluoroacetico:
diclorometano (70:30) para posteriormente ser inyectadas en la unidad de
Electrospinning (NaBond Technologies Co., China) para la formacion de
nanofibras compuestas con la implicita evaporacién del solvente. Las condiciones
Optimas del proceso fueron determinadas después de varios ensayos y se
reportan en los resultados.

6.4.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
COMPUESTOS CTS/nPMs.

El ensayo microbioldgico fue realizado en el Laboratorio EDULAB. Se llevé
a cabo por el método de Kirby-Bauer para estudiar la susceptibilidad por difusion
en disco de las cepas analizadas.

El principio de las pruebas de difusion por disco ha sido utilizado por més
de 70 afios en los laboratorios de microbiologia. Alexander Fleming utiliz6 una
variante de esta técnica cuando trabajaba con la penicilina en los afios cincuenta.

Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron minuciosamente todas
las variables involucradas en el proceso, tales como los medios de cultivo, la
temperatura y el espesor del agar. En 1966, ellos publicaron su estudio
describiendo la prueba que se usa en la actualidad.

Las cepas que se analizaron fueron:

Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa: Bacterias gram negativas capaces de
colonizar diversas areas del cuerpo humano, cuando este se encuentra
inmunocomprometido.

Staphyloccoccus aureus: Bacteria gram positiva, saprofita cutanea que colonizan

la piel y la nariz del personal de los hospitales y de los pacientes y pueden causar
una gran variedad de infecciones pulmonares, éseas, cardiacas y sanguineas.
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Preparacion de los medios de cultivo:

Como medio de cultivo fue empleado agar Miiller-Hinton deshidratado de
Bioxon®, el cual fue preparado segun las especificaciones del fabricante. Una vez
preparados los medios, se esterilizaron en autoclave. Inmediatamente después de
esterilizar se coloco el agar nutritivo en las cajas de Petri y se dej6 enfriar hasta
temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron en refrigeracion a 4°C para
conservarlas hasta su uso.

Preparacion del inéculo:

Se inoculé la superficie seca del Miller-Hinton por hisopado en tres
direcciones por cuadrantes en placa para asegurar una completa distribucion del
in6culo correspondiente a cada una de las cepas. Una vez inoculadas las
bacterias se colocaron los discos de CTS/nPM, con 50 ul cada uno. La incubacién
fue por 24 horas a 37 °C.

Interpretacién de resultados:

Transcurrido el periodo de incubacion, se midieron los halos de inhibicién y
se compararon con los obtenidos con el antibiético Meropenem, el cual es Util para
combatir a las 3 bacterias utilizadas.

6.5.- CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES OBTENIDOS.

Con el fin de analizar las propiedades fisicas y quimicas de los materiales
sintetizados, en el presente trabajo se emplearon diferentes técnicas de
caracterizacion, cada una de ellas con un objetivo particular. A continuacion se
mencionan las técnicas empleadas para comprobar o identificar propiedades de
los materiales.

6.5.1.- CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS.

1.- ESPECTROSCOPIA MOLECULAR DE_ ABSORCION UV-Vis: Para
determinar la presencia de NPs metédlicas (nPMs), se empled un
Espectrofotometro UV-Vis GENESYS 10S Thermo SCIENTIFIC del instituto
de Quimico Bioldgicas de la UMSNH, en el intervalo de 300 a 600 nm. La
absorcion UV-Vis produce excitacion de electrones superficiales de las
nPMs por lo que las longitudes de onda (A) de los picos de absorcion
pueden correlacionarse con las resonancias de los plasmones superficiales
de las AgNPs y AuNPs identificAndoles a 450 nm y 550 nm
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respectivamente, las cuales son caracteristicas a su tamafio hanométrico.

2.- ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR): Por ser util para identificar las posibles interacciones
entre polimero y las nPMs, se emple6 el Espectrofotdmetro Thermo
Scientific modelo Nicolet iS10 del Instituto de Quimico Biolégicas de la
UMSNH, en el intervalo de 4000-650 cm™.

6.5.2.- CARACTERIZACION DE LA MORFOLOGIA DE NANOFIBRAS Y
PELICULAS.

1.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE
CAMPO (FESEM): La morfologia de las nanofibras de CTS/AgNPs y CTS/AuNPs
fue analizada por medio de un Microscopio Electrénico de Barrido JOEM JSM
6400 del Instituto de Investigaciones Metallrgicas de la UMSNH.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION.

El analisis de resultados obtenidos fue dividido en 7 etapas como se

muestra en la Figura 8:

7.1 Caracterizacidn de las soluciones de CTS con precursor quimico expuestas a las

diferentes fuentes energéticas para la producciéon de NPMs

Caracterizacion visual por cambio de coloracion

7.2 Caracterizacidn por espectroscopia molecular de absorcion UV-vis

7.3 Obtencién de peliculas delgadas de compuestos CTS/AgNPsy CTS/AuNPs

7.4 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

7.5 Obtencion de nanofibras de compuestos CTS/AgNPs y ‘
CTS/AuNPs por electrospinning

/ 7.6 Caracterizacion estructural por Microscopia Electrénica de Barrido por
Emisiéon de Campo (FESEM)

7.7 Determinacion de la actividad antimicrobiana de compuestos
CTS/nPMs

Figura 8.- Esquema de las etapas del analisis de resultados.
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7.1.- CARACTERIZACION DE LAS SOLUCIONES DE CTS CON PRECURSOR
QUIMICO EXPUESTAS A LAS DIFERENTES FUENTES ENERGETICAS PARA
PRODUCCION DE nPMs.

7.1.1.- Caracterizacion visual por cambio de coloracion para la produccion de
AgNPs.

En la primera etapa, se presenta la reduccién quimica de las soluciones
polimero/AgNQs por las tres vias analizadas (por exposicién a radiacion solar, a
lampara de luz UV y por agitacion magnética con calor). En todos los casos, se
obtuvieron soluciones coloidales que fueron cambiando lentamente su coloracion
desde transparente y pasando por diferentes tonalidades de amarillo hasta llegar a
gris, como se observa en la Figura 9. Este cambio de coloracion es un indicio de la
generacion de AgNPs.

Figura 9.- Sintesis de AgNPs con radiacion solar.

7.1.2.- Caracterizacion visual por cambio de coloracion para la produccion de
AuNPs.

En el caso de las soluciones con AuHCls, el cambio observado fue de
transparente, pasando por diferentes tonalidades rosadas, hasta llegar a un rosa
intenso, como se observa en las Figura 10. Estas coloraciones refieren la
presencia de nanoparticulas y estan relacionadas con el tamafio de nanoparticula
generada de menor a mayor tamafio [75]. En ambos casos, dicho cambio indica
que la reduccion quimica se ha llevado a cabo correctamente a diferentes tiempos,
y es un indicio de que la formacion de nPMs se ha llevado a cabo, esto
dependiendo del tiempo de exposicion de la solucion.
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Figura 10.- Sintesis de AuNPs, con radiacion solar.

El tiempo total de exposicion de las soluciones se determind una vez que no
se observd un cambio adicional aparente en la coloracion de las mismas. Al
concluir la reduccion de las soluciones, se logran apreciar diferentes tonalidades
entre ellas, lo cual da evidencia de la formacion de las nanoparticulas metélicas, la
tonalidad esta relacionada con tamafio de particula la cual a su vez depende de la
concentracion inicial de la solucion [76]. El tiempo final de exposicion varié desde
20 minutos hasta 15 horas, como se muestra en la Tabla 3, segun el tipo de
solucién y de la fuente de energia aplicada. Estos tiempos de reduccién son
verificados posteriormente a través de la espectroscopia UV-Vis.

Tabla 3.- Pardmetro para la reduccion quimica

L, Reduccién Reduccién con
NPs Reduccion solar P ,
mecanica lampara
Temperatura

indice de radiacion UV, (80°C), rpm. (6), Intensidad de la

Ag tiempo (20min. aprox.) tiempo (1h. 40min luz, tiempo (15h
aprox.)
aprox.)
Temperatura :
oo L . Intensidad de la
AU Indice de radiacién UV, (80°C), rpm. (6), luz, tiempo (15h

tiempo (2h. aprox.) tiempo (1h. 20min

aprox.) aprox.)
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7.2.- ESPECTROSCOPIA MOLECULAR DE ABSORCION UV-Vis,

La segunda fase incluye un estudio mediante Espectroscopia UV-vis para
las muestras preparadas mediante la metodologia de sintesis presentada en la
Tabla 3 y con las soluciones de diferentes concentraciones mostradas en la Tabla
2, en las cuales se analizo el efecto de la concentracion de las sales de plata y
oro, asi como el efecto de la concentracion del CTS.

Esta técnica de caracterizacion permite correlacionar las bandas de
absorcién observadas debidas a la resonancia del plasmén superficial, con el
tamafio y las forma de las NPs en estudio. La resonancia del plasmon superficial
es originada por los electrones libres presentes en la superficie de las
nanoparticulas, los cuales interaccionan con la radiacion UV. El efecto fisico de la
absorcion de la luz por las nPMs suspendidas en los liquidos, es la oscilacién
coherente de los electrones de la banda de conduccién como respuesta a la
interaccién con el campo electromagnético, lo que es conocida como Resonancia
de Plasmones de Superficie (RPS). Los espectros obtenidos presentan una banda
caracteristica a la RPS resultante de la oscilacion colectiva de los electrones de
conduccion del metal en las nanoparticulas [77].

La formacion de particulas metalicas de tamafio nanométrico aparecen en
bandas en el rango UV-Vis del espectro correspondiente a la absorcién por
resonancia de los plasmones superficiales. En el caso de un sistema de
nanoparticulas esféricas monodispersas se presenta la aparicion de un Gnico pico,
y la variacion de intensidad indica el grado de avance de la reaccién (reduccién de
Ag+ a Ag® y de Au*® a Au® con el consiguiente aumento del nimero de
nanoparticulas.

7.2.1- ESPECTROSCOPIA MOLECULAR DE ABSORCION UV-Vis:
EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE LAS SOLUCIONES CTS/AgNPs
POR REDUCCION SOLAR.

En la Tabla 2 descrita en el apartado 6 (Materiales y Metodologia) se
muestran las diferentes concentraciones de las soluciones poliméricas sometidas
al proceso de reduccion quimica por exposicion a la radiacion solar. Como se
muestra en la Tabla, se analiz6 el efecto de la variacion de la concentracion del
biopolimero, manteniendo constante la concentracién de la sal metélica, asi como
el caso inverso; variando la concentracion de la sal metdlica y manteniendo la
concentracion del biopolimero constante.

De acuerdo al analisis UV-Vis, los espectros de todas las soluciones
CTS/AgNOs expuestas a radiacion solar, mostraron los maximos de absorcién en
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el rango de 395 a 400 nm. La Figura 11, muestra el espectro de 4 de las
concentraciones mostradas en la Tabla 2. Para simplificar y exponer mas
claramente dicho comportamiento, las concentraciones de las soluciones
correspondientes a los espectros mostrados en la Figura 11 se resaltaron en color
amarillo en la Tabla 2 y también se muestran en la Figura correspondiente.

Como se observa en la Figura 11, la mayor absorbancia es originada en las
soluciones con 1.5% en peso de CTS conteniendo 0.7 % en peso de la sal de
AgNOs, esta se presenta en una longitud de onda de 396.65 nm lo que es
caracteristico del plasmon superficial de plata coloidal. Dado que la absorbancia
es directamente proporcional a la cantidad de AgNPs obtenidas, esto indica que
bajo estas concentraciones se favorece la formacion de nanoparticulas respecto
de las otras concentraciones.

Absorbancia

\ CTS1.5/0.7Ag

CTS2/0.7Ag

T CTS200.5Ag

T T , CTS15/0.5Ag
350 400 450 500
nm

Figura 11.- Evaluacioén de la concentracion de las soluciones CTS/AgNPs por
reduccion solar.

El ensanchamiento y la asimetria de los picos observados, puedes ser
atribuidos a la formacién de AgNPs de diferentes tamafios y formas [78], sin
embargo, también podria indicar la agregacion de las particulas metalicas dado
que su posicion exacta depende de varios factores, tales como el diametro, la
formay la distribucion de tamarfios de las AgNPs formadas [79-80].

Adicionalmente, también es posible observar que al aumentar la

concentracion del polimero (de 1.5 % a 2%), la reduccién se ve ligeramente
afectada lo que pone de manifiesto que el proceso de reduccion es afectado al
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aumentar la viscosidad de la solucién y por ende con la presencia de una mayor
cantidad de cadenas del polimero.

7.2.2.- ESPECTROSCOPIA MOLECULAR DE ABSORCION UV-Vis:
EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE LAS SOLUCIONES CTS/AuNPs
POR REDUCCION SOLAR.

De manera similar, en la Tabla 2 del apartado 6 se muestran las
combinaciones que se realizaron para las soluciones de quitosano con
nanoparticulas de oro obtenidas por radiacién solar. En este caso, los maximos de
los picos de absorbancia se ubican entre 517 y 527 nm, los cuales son
caracteristicos de las nanoparticulas de oro. En la Figura 12 se observan 4 de las
combinaciones analizadas y sus concentraciones correspondientes, las cuales
muestran el comportamiento general de las soluciones CTS/HAuCl4-3H20. En este
caso, la diferencia en las absorbancias es menos significativa que en el caso de
las AgNPs, sin embargo, la mayor absorbancia la presenta la solucién con 2% en
peso de CTS conteniendo 1.5% de HAuUCI4-3H20.

2.6~
244
224
204
1.8 4
1.6 4
1.4 4
1.2 4

Absorbancia

1.0 .
08 CTS 2/1.5Au

06
0a] | \CTS 2/0.7Au
: I TS 1.5/0.7Au

T Y
350 400 450 500 550 600
nm

Figura 12.- Evaluacién de la concentracién de las soluciones CTS/AuNPs por
reduccidn con radiacion solar.

De los resultados anteriores, se eligieron las soluciones reducidas con CTS
1.5% peso conteniendo 0.7 % de AgNOs y CTS 2% en peso conteniendo 1.5 % de
HAuCIs-3H20 para su posterior andlisis debido a que fueron las que mostraron una
mayor eficacia en la reduccién a NPMs.
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7.2.3.-

ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

DE ABSORCION

UV-Vis:

EVALUACION DEL METODO Y TIEMPO DE REDUCCION DE LAS

SOLUCIONES CTS/AgNPs.

En la Figura 13 se muestra el espectro UV-Vis de las soluciones coloidales
de AgNPs con las concentraciones elegidas anteriormente (CTS 1.5% peso y
AgNOs 0.7%), empleando cada una de las fuentes energéticas descritas en la
Figura 13 para llevar a cabo la reduccion quimica. La méxima absorbancia UV-Vis
se ubic6 en un rango de ~380 a ~404 nm. Estos picos corroboran la formacion de
nanoparticulas de plata y su absorbancia concuerda totalmente con la tonalidad
final de cada una de las soluciones, es decir, a mayor absorbancia mayor

intensidad en la coloracion.

2.0 -

397.67 nm

Absorbancia

1.2 379.94nm |

1 403.18nm

Ag 0.7%/CTS 1.5%

~_— lLampara

Parrilla

Sol

: : T
350 400

450 500 550

Figura 13.- Espectro UV-Vis para AgNPs.

A partir de este comportamiento es posible determinar la influencia de la
variable de sintesis en el tamafio de nanoparticulas de plata, de acuerdo con la
Figura 13, los maximos de los picos de absorcién que se observan en la reduccion
quimica se presentan de la siguiente manera:

- Utilizando la parrilla como fuente de energia, la maxima absorciéon se

tiene en ~404 nm.

- Utilizando como fuente de energia la radiacién solar la banda de
absorcién se desplaz6 a ~395 nm, y finalmente
- Utilizando la lampara de luz ultravioleta la maxima absorcién se presento

en ~380 nm.
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Dado que la forma de la banda del plasmén superficial y su posicion
dependen del diametro y forma de las particulas; es decir si éstas incrementan su
tamafio, la banda de absorcién tiende a desplazarse hacia longitudes de onda
mayores [78-81], se puede concluir que se tiene un mayor diametro de
nanoparticulas cuando se utiliza la parrilla, seguido del proceso por radiacion solar
y finalmente obteniéndose el menor tamafio cuando se utiliza la lampara de luz
uv.

Otro aspecto importante que puede destacarse a partir del analisis de la
Figura 13, es la eficacia de la variable de sintesis en la produccion de AgNPs; se
observa una mayor absorbancia al emplear la parrilla como fuente energética para
la reduccién quimica, seguida por la radiacion solar, y con una menor eficacia con
la exposicion a radiacion con lampara de radiacion UV.

En los tres casos expuestos anteriormente, se realizd un seguimiento de la
reaccién mediante la espectroscopia UV-Vis para la obtencién de curvas de
progreso monitoreando el cambio en la absorbancia respecto del tiempo de
exposicién a la fuente de energia correspondiente para la reduccion quimica,
iniciando en el tiempo cero y realizando mediciones de absorbancia en intervalos
definidos de tiempo hasta no registrar un cambio alguno en el maximo de la
absorbancia.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos y las curvas de
progreso correspondientes como resultado del monitoreo de la reduccion de las
soluciones CTS 1.5 %/AgNOs 0.7 %. De acuerdo a las fases de crecimiento
descritas esquematicamente en la Figura 4 del Apartado 5.3.1, utilizando
radiacion solar como fuente de energia, la etapa de nucleacion ocurre
aproximadamente a los 10 min de exposicion, para posteriormente seguir con la
fase de crecimiento hasta los 14.5 min y a partir de ese tiempo se logra la
estabilidad de las particulas formadas, por lo cual el tiempo total de reduccion se
detuvo a las 20 minutos al no registrarse cambios adicionales en los maximos de
la absorbancia. Respecto a las soluciones reducidas con aumento de la
temperatura y agitacion mecanica, la nucleacion se observa aproximadamente a
los 50 min y la etapa de crecimiento se prolong6 hasta 1h 55 min, pero no se logra
apreciar una tendencia hacia la estabilizacién de las nanoparticulas a un tiempo
total de reduccion de 2h 20 min. Por Ultimo, las soluciones reducidas con lampara
UV, presentaron la nucleacién a las 9 h, la etapa de crecimiento a partir de las 12
h y de manera similar a las producidas en la parrilla, no se logra tener una
estabilizacion aun después de 15 h de exposicion.
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De esta manera se puede concluir que las condiciones éptimas de reaccién
fueron: tiempo 20min y el uso de radiacion UV-solar, debido a que después de
este tiempo no se produce cambio ni en la coloracién ni en el espectro UV, lo cual
indica que la reduccion de las nanoparticulas se ha completado y éstas se
mantienen estables. Mientras que para los otros dos métodos el crecimiento
continué aun después de 15 h.
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Figura 14.- Curvas de la reduccion progresiva en solucion de CTS 1.5% w/w,
AgNOs3 0.7% wiw.

Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos respecto al
cambio en la coloracion y tonalidad de las soluciones con el paso del tiempo, los
cuales fueron presentados en la Figura 9 y la Tabla 3. Sin embargo, solamente a
partir de la espectroscopia UV-Vis ha sido posible determinar cudal de los tres
métodos produce AgNPs con una mayor estabilidad. La mayor estabilidad de las
AgNPs formadas mediante reduccién por radiacion solar, puede atribuirse a una
mayor homogenizacion en la aplicacion de la energia de reduccién, es decir, en el
caso de la parrilla, el calor no se aplica de manera homogénea aun cuando se
promueve su dispersion con la agitacion mecéanica, mientras que con la exposicion
a radiacion UV mediante la lampara la dispersion de la radiacion es menos
homogénea.
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7.2.4.- ESPECTROSCOPIA MOLECULAR DE ABSORCION UV-Vis:
EVALUACION DEL METODO Y TIEMPO DE REDUCCION DE LAS
SOLUCIONES CTS/AuNPs.

Para el caso de las AuNPs, en la Figura 15, podemos observar que los
maximos de los picos de absorbancia UV-Vis se encuentran entre ~519-~527 nm
lo que es caracteristico de la sefial del plasmon de superficie para las
nanoparticulas de oro (76). Cuando el método de reduccién es la radiacion solar y
la lampara de luz UV se tiene la absorbancia maxima en ~526 nm en ambos
casos, mientras que cuando se utiliza la parrilla se da en ~520 nm.

Cuando la particula tiene diametro de 10 nm, ésta comienza a dispersar luz
aunque dispersa mucho menos luz que la que absorbe, por lo que se espera que
su espectro UV-Vis no presente ensanchamientos debido a efectos de dispersion.
Sin embargo, cuando la particula incrementa su didmetro, ésta dispersa un poco
mas de luz que la que absorbe. Es decir, los modos de dispersién de la esfera
dependen del didmetro de la misma. Ademas de que se presentan
desplazamientos de los modos de dispersién, provocando que el ancho del pico
aumente conforme crece el tamafio de la esfera [82]. De esta manera podemos
decir que se tienen nanoparticulas de menor tamafio cuando se utiliza la parrilla
que cuando se utiliza radiacién solar o lampara UV directamente sobre la solucion
para la sintesis, lo cual se confirma con la teoria de la posicion del pico de
absorcidon de menor valor para la parrilla que para las otras vias de reduccion.

La mayor absorbancia la presentan las soluciones expuestas a radiacion
solar lo que implica una mayor eficacia en la reduccion para la sintesis de AuNPs,
es decir, una mayor cantidad de éstas. Y nuevamente, la menor eficacia la
presenta la reduccion con lampara UV.
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Figura 15.- Espectro UV-Vis para AuNPs.

En las curvas de progreso de CTS-AuNPs, observadas en la Figura 16; en
las soluciones reducidas por radiacién solar es posible identificar la etapa de
nucleacion a los 30 min, de crecimiento a los 90 min y a partir de este tiempo se
logra la estabilidad de las particulas formadas, por lo cual la reduccion se concluy6
a las 2 h. Para las soluciones reducidas en parrilla con calor y agitacion mecénica,
la nucleacion se observa a los 20min y la etapa de crecimiento hasta los 40 min
estabilizandose a este tiempo, por lo cual se da por terminada la reduccién a los
50 min. Por ultimo, las soluciones reducidas con lampara UV, presentaron la
nucleacion a las 6 h, el crecimiento a partir de las 12 h y no se logra una tendencia
hacia la estabilizacién aun después de 15 h de exposicion.

De esta manera, es posible concluir que las condiciones Optimas de

reaccion fueron: Tiempo 50 min y Energia mecénica ya que después de este
tiempo no se produce cambio ni en la coloracién ni en el espectro UV.
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Figura 16.- Curvas de la reduccién progresiva en solucion de CTS 2% w/w, Au
1.5% wiw.

7.3.- OBTENCION DE PELICULAS DELGADAS DE COMPUESTOS CTS/AgNPs

Y CTS/AuNPs.

Una vez confirmada la formaciébn de nanoparticulas metélicas
determinado el tiempo de reduccién, se obtuvieron peliculas delgadas por

y
el

método de evaporacion del solvente. Como parte de la tercera etapa; las
soluciones de CTS conteniendo las NPMs se vierten en cajas Petri plasticas y se
permite la evaporacion del solvente durante 24 horas en estufa a 67°C, obteniendo

peliculas como la observada en la Figura 17.

Figura 17.- Pelicula de CTS con nPMs.
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7.4.- ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR).

Dentro de la cuarta fase se encuentra el andlisis de las posibles
interacciones quimicas entre el CTS y las nPMs mediante Espectrofotometria de
Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR), los espectros se obtuvieron a partir
de peliculas delgadas de los compuestos. En la Figura 17, se muestra una pelicula
del compuesto CTS/AuNPs.

La técnica de Espectroscopia de Infrarrojo permite la identificacion de los
grupos funcionales de un compuesto. Esto debido a que cuando una molécula
absorbe radiacion infrarroja, la vibracion intramolecular con frecuencia igual a la de
la radiacién, aumenta en intensidad, lo que genera sefiales con frecuencias que
corresponden a la vibracion de un enlace especifico. La region infrarroja se divide
en tres regiones denominadas infrarrojo cercano (NIR), infrarrojo medio (MIR) e
infrarrojo lejano (FIR). Comunmente la region MIR es la que brinda una mayor
informacion de los grupos funcionales presentes en las muestras orgénicas.

El espectrometro de IR por transformada de Fourier permite la obtencion
de espectros de formarapida, precisa y con relaciones Sefal/Ruido (S/N)
elevadas [83].

7.4.1.- ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR) PARA COMPUESTOS CTS/AgNPs.

Los espectros de infrarrojo para las peliculas de CTS puro y de la
combinacion CTS/AgNPs con 1.5% en peso de CTS con 0.7 % en peso de la sal
de AgNOs elegida por ser la que muestra el pico de absorcibn mas elevado
analizado anteriormente, se observan en la Figura 18, en la cual se comparan las
tres fuentes de energia empleadas para la reduccion de la sal metélica.
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Figura 18.- Espectros de IR para CTS/AgNPs.
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Figura 19.- Ampliacién de region 1800-1000 cm para CTS/AgNPs.

Los espectros del compuesto CTS/AgNPs para las tres técnicas de
reduccion (solar, lampara y parrilla con agitacion mecanica) revelaron bandas de
absorcién caracteristicas del quitosano puro quien es la matriz en el material

49




compuesto y el agente reductor en la formacion de las nanoparticulas. Estas
bandas se presentan en: ~3000,3500 cm, las vibraciones correspondientes a los
NHz del grupo Amida y los grupos OH (vibraciones de tension del enlace N-H y
tension y flexion del enlace O-H, respectivamente) las cuales se observan como
un pico muy ancho debido a la formaciéon de enlaces por puente de hidrogeno
intramoleculares, en ~1643 cm™ una banda perteneciente a la amida | originada
por vibraciones de tensién del enlace C=0, en 1550 cm™ una banda relacionada
con la amida Il debido a vibraciones de flexién del enlace N-H y de tension del
enlace C-N, y finalmente en 1400 cm™, una banda caracteristica de la amida IlI
originada por vibraciones de flexién del enlace N-H.

En la Figura 19, se observa claramente que en los espectros de las
nanoparticulas de plata sintetizadas por las tres diferentes vias de reduccion que
las bandas de absorcién correspondientes a los grupos amida, se desplazaron a
numeros de onda menores respecto del espectro del CTS puro; para la reduccion
solar y la lampara UV se desplazé de 1400 a 1405 cm y para la reduccion en
parrilla con agitacién magnética se desplaza 1400 a 1407 cm™. Estos cambios en
las posiciones de las bandas pueden estar relacionados a la interaccién entre este
grupo funcional N-H del quitosano con las nanoparticulas de plata. Cambios
similares en los espectros FT-IR de peliculas compuestas CTS/AgNPS han sido
reportados en peliculas con AgNPs preparadas por otros métodos [84, 85]. Xu y
colaboradores [86] establecieron que las amidas del CTS pueden estar ligadas
con la Ag a través de un enlace coordinado.

En el espectro obtenido de la reduccion con lampara UV, aparece la banda
antes localizada en 1376 cm™, lo que puede atribuirse a que ain queda nitrato de
plata libre sin disociarse originando esta sefial. Este pico, ubicado a 1376 cm, es
caracteristico del ion NOs™ en forma libre, y el desplazamiento es provocado por un
cambio en el entorno electrénico del anién, producto de la separacion de su
contraparte Ag* [87].

Por otro lado se observa que la banda que se ubicada en 3360 cm™ sufre
también ligeros desplazamientos; a 3380 cm™ para la reduccion utilizando la
parrilla, y a 3372 cm™ utilizando radiacién solar, mientras se mantiene constante
con el uso de lampara UV, estos cambios respecto del espectro del CTS puro
pueden atribuirse a las interacciones entre el grupo funcional N-H de la amida y
OH del quitosano con las nanoparticulas de plata.

Con estos resultados es posible deducir que estas interacciones son las
responsables, en gran medida, de la estabilidad presentada por las soluciones
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coloidales descritas en las curvas de progreso obtenidas por espectroscopia UV-
Vis. El enlace coordinado entre los grupos amido del CTS y la Ag resulta en una
dispersion uniforme de los iones plata en la solucion de CTS y algunos de estos
iones se convierten en nucleos de tal forma que el quitosano ademas de ser un
buen agente reductor, contribuye a la nucleacién y estabilizacion para la formacion
de AgNPs.

Sin embargo, como lo establecieron Gonzalez-Campos y colaboradores
anteriormente [84], la plata puede estar presente en el compuesto como una
combinacion de AgNPs y iones Ag* originando un aumento en la conductividad del
compuesto, y sus propiedades antimicrobianas estaran en funcién de la
concentracion de AgNPs y del estado de oxidacion de la Ag.

7.4.2.- ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR) PARA COMPUESTOS CTS/AuNPs.

De manera similar los espectros de infrarrojo para las peliculas de
CTS/AuNPs, comparando las tres fuentes de energia empleadas para la reduccién
de la sal metalica, con una concentracion de 1.5% peso de la sal precursora
respecto al peso del quitosano y 2% peso de CTS que se observan en la Figura
20. Estos espectros muestran los picos de absorbancia caracteristicos del
quitosano que es la matriz polimérica utilizada en la reduccion.

300

3363.99 $ths0067\v CTS2%
3 A 1065.58
g 3349.76 ; 1059.39
é g f/f\/\
5 1642.81 /5\140535 Parrilla
c 3365.88 ~ T 11067.43
e 8
= e
s 100+
N T el sa
3367.70 T 72 140956 11067.43
B |
0 T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 20.- Espectros de IR para CTS/AuNPs.
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Figura 21.- Ampliacién de la region 1800-1000 cm™ para CTS/AuNPs.

Para el caso de nanoparticulas de oro, como se observa en la Figura 21,
gue el pico en 1535 cm* correspondiente a la amida Il (vibraciones de flexién del
enlace N-H y de tensién del enlace C-N) sufre un evidente desplazamiento hasta
1545 cm lo que sugiere que la interaccion de las nanoparticulas de oro con el
quitosano también se lleva a cabo con estos grupos funcionales del biopolimero
como lo mostraron anteriormente Hsu y colaboradores [85].

7.5.- OBTENCION DE NANOFIBRAS DE COMPUESTOS CTS/AgNPs Y
CTS/AuNPs.

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; (TFA)/(DCM) (7:3) [88]. Sin embargo, en esta mezcla de
disolventes el CTS no actlia como agente reductor debido a la formacion de sales
de trifluoroacetato de quitosano; los grupos amido interaccionan directamente con
los grupos trifluoroacetato para la formacioén de la sal, y debido a que el CTS actua
como agente reductor precisamente debido a estos grupos funcionales, entonces
para la obtencion de nanofibras de CTS con AgNPS es necesario primero realizar
la reduccion de la sal metdlica en soluciones de CTS &acido acético 1% para la
posterior formacién de biopéliculas y su redisoluciéon en un disolvente diferente
para producir soluciones electrohilables.
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Una vez caracterizados los compuestos CTS/nPMs en forma de peliculas,
estas se disolvieron en una solucion de TFA: DCM (7:3). Las soluciones
resultantes fueron procesadas en el equipo de electrospinning para la obtencion
de nanofibras (Figura 22); esta etapa corresponde a la quinta fase experimental.
Los parametros adecuados (obtenidos después de varios ensayos) para la
generacion de nanofibras fueron: temperatura de 40°C, velocidad de inyeccién
0.009ml/min, distancia entre electrodos 12cm, voltaje de 20-25 KV empleando un
colector vertical.

Figura 22.- Equipo de electrospinning para la obtencion de nanofibras CTS/AgNPs
y CTS/AuNPs.

7.6.- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE CAMPO.

Las nanofibras obtenidas por el método de electrospinning, asi como las
peliculas de CTS/NPMs elaboradas por evaporacion del solvente, fueron
analizadas mediante Microscopia Electrénica de Barrido por Emision de Campo
(FESEM), para determinar su morfologia y calidad. Esto corresponde a la sexta
fase experimental.

El microscopio electronico de barrido, conocido por sus siglas inglesas
SEM, utiliza electrones en lugar de luz para formar una imagen. Para lograrlo, el
equipo cuenta con un dispositivo (filamento) que genera un haz de electrones para
iluminar la muestra y con diferentes detectores se recogen después los electrones
generados de la interaccion con la superficie de la misma para crear una imagen
que refleja las caracteristicas superficiales de la misma, pudiendo proporcionar
informacion de las formas, texturas y composicion quimica de sus constituyentes.

Los nuevos microscopios SEM trabajan utilizando como fuente de
electrones un cafién de emision de campo, que proporcionan haces de electrones
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de alta y baja energia mas focalizados, lo que permite mejorar la resolucion
espacial, minimizar cargas sobre el espécimen a observar, causando ademas
menos dafios en muestras sensibles. De tal forma que el analisis con estos
microscopios de denomina Microscopia Electronica de Barrido por Emisién de
Campo (FESEM por sus siglas en inglés).

Gracias a los detectores es posible obtener imagenes de alta resolucion
trabajando a bajo vacio y con muy bajos voltajes sin necesidad de metalizar las
muestras, lo que permite visualizar muestras bioldégicas y materiales de muy
diverso tipo (polimeros, cerdmicas no conductoras, materiales hibridos organo-
inorganicos, etc.), incluso a la escala nanométrica [89].

7.6.1.- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR  MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE CAMPO DE PELICULAS
DELGADAS Y NANOFIBRAS DE COMPUESTOS CTS/AgNPs.

En la Figura 23 se muestra la imagen FESEM de las nanofibras para el
compuesto CTS/AgNPs, las cuales se observa poseen una calidad adecuada sin
presencia de defectos y con didmetros promedio de 612 nm. La imagen mostrada
esta generada a partir de la técnica de electrones retrodispersados, dicha técnica
permite diferenciar los componentes de una muestra a partir de su luminosidad o
brillantes de acuerdo al peso atdmico; el nimero de electrones retrodispersados
aumenta casi linealmente con el nUmero atomico de modo que los detectores
captan mucha mas intensidad y, por tanto, transmiten a la pantalla una imagen
mas brillante. Asi pues, las areas donde existan mas elementos mas pesados se
ven mas brillantes y donde aparecen elementos mas ligeros, menos brillantes. En
este caso, en la micrografia de la Figura 23 se observan claramente puntos
brillantes los cuales corresponden a las NPMs. Las NPs tienen forma esférica y
una distribucion homogénea sin la presencia de aglomerados, estas se encuentran
soportadas en las nanofibras y tienen un didmetro promedio de 114 nm tal y como
se observa en el histograma de distribucién de tamafio que se presenta en la

114 nm promedio

Frecuencia

60 80 100 120 140 160 180
Diametro, nm

Figura 23.- Nanofibras CTS/AgNPs e Histograma de distribucion de tamafio de
particula.
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Por su parte, la Figura 24 muestra una micrografia de una pelicula del
compuesto CTS (1.5%)/AgNPs (0.7%), destacando que en este caso es una
muestra en la cual la reduccién quimica se efectu6é en la parrilla con agitacién
mecanica. Se observa que las NPs tienen una forma esférica y se encuentran
homogéneamente dispersas sin presencia de aglomerados, se aprecian diferentes
diametros, por lo cual se obtuvo un promedio obteniendo como resultado 118 nm
como se observa en el histograma de distribucion de tamafio de particula.

Promedio 118 nm

Frecuencia

Diametro (nm)

Figura 24.- AgNPs en peliculas de CTS (reduccion en parrilla) e Histograma de
distribucion de tamafio de particula.

La micrografia de una pelicula del compuesto CTS (1.5%)/AgNPs (0.7%),
reducido con radiacién solar, se muestra en la Figura 25. Se observan NPs
esféricas, homogéneamente dispersas con diferentes diametros y sin presencia de
aglomerados, del analisis del diametro promedio se obtuvo como resultado 112
nm como se observa en el histograma de distribucion de tamafio de particula.

Figura 25.- AgNPs en peliculas de CTS (reduccién con radiacion solar) e
Histograma de distribucion de tamafios.
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Estos resultados son congruentes con los resultados del analisis de
espectros UV-Vis; de acuerdo a los espectros UV-Vis, el tamafio de AgNPs
generadas en la parrilla es mayor respecto al tamafio de aquellas generadas con
radiacion solar. Adicionalmente es importante destacar que de acuerdo a las
imagenes mostradas, se observa una mayor cantidad de nanoparticulas
distribuidas a lo largo de la matriz de CTS, asi como una menor cantidad de
aglomerados en los compuestos provenientes de la reduccion solar respecto de
los compuestos obtenidos mediante reduccion inducida en parrilla con agitacion
magnética, este resultado puede relacionarse con las curvas de progreso
obtenidas anteriormente medias espectroscopia UV-Vis; se tiene una menor
estabilidad de las AgNPs generadas empleando la parrilla respecto del uso de
radiacion solar lo cual origina una mayor formacién de aglomerados.

Es importante destacar que el procesamiento de las soluciones de
CTS/AgNPs mediante electrospinning no tiene un efecto significativo en el tamafio
de las nanoparticulas ya que los tamafios de particula promedio de las AgNPs en
los compuestos en forma de nanofibras (Figura 23) y peliculas (Figura 25) son
muy cercanos 114 nmy 112 nm respectivamente.

7.6.2- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE CAMPO DE PELICULAS
DELGADAS Y NANOFIBRAS DE COMPUESTOS CTS/AuNPs.

En la Figura 26 se muestra la imagen SEM de las nanofibras compuestas
CTS/AuNPs, las cuales se observa poseen una calidad adecuada sin presencia de
defectos y con tamafio promedio de 400 nm. En las nanofibras CTS/AuNPs no fue
posible calcular un promedio para el tamafio de las NPs debido a que éstas se
encuentran incrustadas dentro de la fibra, sin embargo es posible apreciar su
tamafio nanométrico y uniforme sin presentar aglomerados.
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Figura 26.- Nanofibras CTS/AuNPs.

En la Figura 27 se muestra una micrografia del compuesto CTS
(2%)/AuNPs (1.5%) en forma de pelicula, destacando que es una muestra en la
cual la reduccién quimica se efectué en parrilla con agitacion mecanica. Se
observan nanoparticulas, las cuales presentan una forma esférica y se encuentran
dispersas a lo largo de la matriz con la presencia de algunos aglomerados, sin
embargo su dispersién es mucho menos homogénea respecto de la dispersion
previamente mostrada en la AgNPs de las Figuras 24 y 25. En este caso la
distribucion de tamafios es mucho mas amplia y el promedio obtenido fue 95 nm
de diametro como se observa en el histograma de distribuciéon de tamafio.

Promedio 95 nm
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Figura 27.- AuUNPs en peliculas de CTS (reduccion en parrilla con agitacion
mecanica) e Histograma de distribucion de tamafios.

La micrografia de una pelicula del compuesto CTS (2%)/AuNPs (1.5%),

obtenido por reduccién con radiacion solar se muestra en la Figura 28. Se
observan NPs esféricas en toda la superficie de la pelicula, homogéneamente
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dispersas y con aglomerados de tamafio considerable, ademas se aprecian
diferentes didmetros, por lo cual se obtuvo un promedio obteniendo como
resultado 116 nm como se observa en el histograma de distribucion de tamafio.
Estos resultados son congruentes con los espectros UV-Vis ya que se obtiene un
mayor tamafio de particula cuando se emplea radicacion solar respecto del
método empleando la parrilla con agitacion magnética.

Frecuencia

100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130
Diametro (nm)

Figur 28.- AuNPs en peliculas de CTS (reduccion solar) e Histograma de
distribucién de tamafios.

El andlisis FESEM muestra que en la sintesis de AuNPs se generan una
mayor cantidad de aglomerados y de mayor tamafio en comparacién con los
compuestos que contienen AgNPs. Este resultado puede relacionarse con los
datos de los espectros UV; es mas dificil lograr la estabilizacion de las AuNPs lo
que induce un mayor tiempo en la reduccién quimica. Esto a su vez puede afectar
el desempefio de estos compuestos respecto a su actividad antimicrobiana.

7.7- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
COMPUESTOS CTS/nPMs.

Las pruebas de actividad inhibitoria de los antibidticos estan ideadas para
bacterias que se desarrollan bien después de una incubacion durante una noche
en aire y tienen una sensibilidad impredecible. Las bacterias de dificil cultivo, que
se desarrollan con mayor lentitud o que requieren suplementos nutritivos o
atmosféricos, deben ser evaluadas con pruebas de dilucion sélo si el uso
cuidadoso de cepas bacterianas control demuestra la ausencia de efectos
inhibitorios en la interaccion. La prueba de difusidon con discos puede ser
modificada para este tipo de microorganismos si el procedimiento ha sido
convalidado por comparacion con pruebas de referencia y por la experiencia
clinica.
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Se ha elegido el medio Mueller-Hinton, caldo y agar, para las pruebas de
aislamientos bacterianos aerobios y anaerobios facultativos. Contiene infusion de
carne deshidratada, digerido &cido de caseina y almidon de maiz. La mayoria de
los patdgenos se desarrolla satisfactoriamente, y el medio posee propiedades
inhibitorias minimas para las sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina.

Prueba de sensibilidad por difusién con disco: Cuando el disco
impregnado con el antibiético se pone en contacto con la superficie himeda del
agar, el agua se absorbe en el papel filtro y el antibiotico se difunde en el medio
que lo rodea. La concentracion adyacente al disco puede exceder a la del disco
mismo. Si las placas ya fueron inoculadas, se produce el crecimiento simultdneo
de las bacterias sobre la superficie del agar. Cuando se alcanza una masa celular
critica de bacterias, se sobrepasa la actividad inhibitoria y aparece el crecimiento
bacteriano. El tiempo requerido para alcanzar la masa celular critica, es
caracteristico de cada especie, pero depende del medio y de la temperatura de
incubacion. La concentracion del antibiético que se difundié en esta interface de
crecimiento y las bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica [90].

7.7.1- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
COMPUESTOS CTS/AgNPs.

Como séptima y Ultima fase experimental, se realizaron pruebas para
analizar la actividad antimicrobiana de las soluciones de CTS al 1.5% en peso con
0.1, 0.3, 0.5, y 0.7% peso (respecto al peso del quitosano) de la solucion de
AgNO:s.

Las cepas frente a las que se probé la actividad antimicrobiana de los
compuestos fueron: Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Staphyloccoccus
aureus. Los halos de inhibicion obtenidos con los compuestos CTS/AgNPs se
muestran en la Figura 29, y el resumen del resultado de su medicién en la Tabla 4.

Figura 29.- Prueba de susceptibilidad a compuestos CTS/AgNPs comparados con
los de Meropenem A: Pseudomona aeruginosa, B: Staphyloccoccus aureus y C:
Escherichia coli.
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Tabla 4.- Halos de inhibicion para compuestos CTS/AgNPs y Meropenem.

Cepas - . Pseudomona Staphyloccoccus
- Escherichia coli -
Solucién aeruginosa aureus
CTS 1.5/Ag 0.1 1mm 0.5mm 1mm
CTS 1.5/Ag 0.3 1mm 0.5mm 1mm
CTS 1.5/Ag 0.5 1mm 0.5mm 1mm
CTS 1.5/Ag 0.7 1mm 0.5mm 1mm
Meropenem 13mm 15mm 14mm

Aun cuando la actividad de los compuestos CTS/AgNPs no es superior al
mostrado por el Meropenem, los resultados obtenidos contra E. coli en los
compuestos aqui mostrados son comparables con los obtenidos por Thomas y
colaboradores [91], sin embargo los obtenidos contra S. aureus son superiores a
los previamente reportados por Hsu y colaboradores [85] quienes emplearon
soluciones comerciales de AgNPs para su inclusién a la matriz de quitosano con
agitacion a diferentes r.p.m. obteniendo como resultado después de las pruebas
antimicrobianas halos de inhibicion como maximo de 0.68 mm.

Diaz-Barrida y colaboradores [92] investigaron mediante Microscopia
Electronica de Transmision (TEM) y de Barrido (SEM) los cambios morfologicos
ocasionados en la estructura celular de S. aureus al ser expuestos a la
combinacion CTS-Ag. Ellos observaron que esta combinacién afecta la estructura
celular de la bacteria causando una elongacion en la célula, desagregacion de los
agregados tipo uva, contraccion del citoplasma de la bacteria, adelgazamiento de
la pared celular, incremento en la rugosidad de la pared celular, rompimiento de la
célula con pérdida de material extracelular, filamentacion y bacteridlisis.

Potara y colaboradores [55] sugirieron que el efecto antimicrobiano
sinérgico de los compuestos CTS/AgNPs puede deberse a una combinacién de
diferentes mecanismos de accién de los dos componentes, o0 como una
consecuencia de la modificacién de la superficie quimica de las AgNPs, lo que
ocasiona un cambio en sus propiedades bioldgicas al ser recubiertas por el
biopolimero, por lo que ellos proponen dos posibilidades: (i) que el recubrimiento
de la superficie de las AgNPs con CTS conlleva a la estabilizacion disminuyendo
el potencial de agregacion, lo que a su vez incrementa la concentracion efectiva
de nanoparticulas capaces de interaccionar con la superficie celular; y (ii) que la
carga positiva conferida a las nanoparticulas por el CTS aumenta su capacidad de
ligarse con superficies negativas presentes en la superficie celular.
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7.7.2- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
COMPUESTOS CTS/AuNPs.

En la Tabla 5 se muestra que las concentraciones en % peso de CTS y de
la soluciéon de HAuUCI4, en % peso (respecto al peso del quitosano) que fueron la
utilizadas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Tabla 5.- Halos de inhibicion para compuestos CTS/AuNPs y Quitosano 2% peso.

Cepas I . Pseudomona Staphyloccoccus
= Escherichia coli ;
Solucién aeruginosa aureus
CTS 1.5/Au 0.45 1.5mm 0.5mm 1.5mm
CTS2/Aul5 1mm 0.5mm 1mm
CTS 1/Au 1 1mm 0.5mm 1mm
CTS 1/Au 0.7 1.5mm 0.5mm 2mm

En la Figura 30 se aprecia que para el caso de los compuestos CTS/AuNPs
los halos obtenidos fueron de 1-2mm, pero en este caso la actividad observada no
fue bactericida, sino bacteriostatica.

Figura 30.- Prueba de susceptibilidad a compuestos CTS/AgNPs A: Pseudomona
aeruginosa, B: Staphyloccoccus aureus y C: Escherichia coli

Algunas hipotesis indican que el mecanismo de toxicidad del quitosano
contra bacterias Gram negativas y Gram positivas depende de la interaccién de
sus grupos anionicos en la superficie celular provocando un aumento de
permeabilidad de la membrana, seguido de sus alteraciones y una subsecuente
fuga de las proteinas celulares[93]. Es razonable afirmar que la unién de las NPs a
las bacterias depende del area de superficie de contacto disponible para su
interaccién. Las particulas mas pequefias, al tener mayor superficie disponible
para la interaccion, ejerceran un efecto bactericida mayor en comparacién con
aquellas mas grandes [7].

61




De acuerdo a los resultados obtenidos en UV-Vis y SEM, se observa que
los diametros de las AuNPs producidas en este trabajo son relativamente grandes
(95-116 nm), lo cual influye fuertemente en la actividad antimicrobiana de los
compuestos CTS/AuNPs. En general se observa una menor efectividad para
Pseudomona aeruginosa. Sin embargo, estudios en animales muestran que los
compuestos CTS/AuNPs tienen un mejor desempefio que el CTS puro en la
reparacion de heridas y en hemostasis [85]. De acuerdo a los autores, estos
efectos pueden deberse a que la presencia de AuNPs proporciona un mayor
numero de enlaces por puentes de hidrogeno y una mayor retencion de agua.

Se ha demostrado que la adicion de AgNPs y AuNPs al CTS, ademéas
mejorar sus propiedades mecanicas [85], aumenta su temperatura de degradacion
y conductividad [84]
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8.- CONCLUSIONES

Se sintetizaron AgNPs y AuNPs empleando tres diferentes fuentes de
energia para inducir la reduccién quimica de las sales precursoras, utilizando al
CTS como agente reductor, estabilizante y dispersante.

El efecto mas significativo del empleo de las diferentes fuentes de energia
se observé en la cantidad y tamafio de nanoparticulas sintetizadas, siendo la
técnica por exposicion a la radiacion UV solar la més efectiva, ya que los cambios
observados en la caracterizacion UV-Vis y FESEM muestran que se obtienen
nanoparticulas esféricas de menor diametro lo que es mas favorable por tener
mayor area superficial y una actividad antimicrobiana mayor. Aunado al hecho de
gue este mecanismo de sintesis es efectivo, facil, rapido y amigable con el medio
ambiente.

En la sintesis de nanofibras compuestas CTS/AgNPs, el quitosano actla
como soporte de las nanoparticulas y éstas se mantienen homogéneamente
distribuidas a lo largo de las nanofibras aun después del procesamiento de las
soluciones mediante electrospinning. Las nanofibras obtenidas son de buena
calidad sin la presencia de defectos y con didametros promedio de 612 nm. De
acuerdo al analisis mediante FESEM, el proceso de electrospinning no modifica de
forma considerable el tamafio de las AgNPs generadas en la soluciéon polimérica
ya que en peliculas su diametro es de 114 nm mientras que en las nanofibras es
de 112 nm.

La reduccion en soluciones de CTS de la sal precursora para la sintesis de
AuNPs produce nanoparticulas con diametros promedio de 116 nm y 95 nm por
reduccion mediante radiacion solar y en parrilla con agitacion magnética
respectivamente, esto fue posible determinarlo por medio de imagenes FESEM de
peliculas delgadas concordando con los resultados obtenidos en los espectros
UV-Vis. Mediante el procesamiento de las soluciones CTS/AuNPs por el proceso
de electrospinning se obtuvieron nanofibras compuestas CTS/AuNPs
homogéneas, de buena calidad y con diametros promedio de 400 nm sin embargo
en este caso no fue posible determinar el tamafio promedio de las AuNPs debido a
gue éstas se encuentran inmersas en la fibra lo que dificulta su medicién.

Se demostré6 que los compuestos CTS/AgNPs poseen actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphyloccoccus aureus y Pseudomona
aeruginosa comparable con resultados previamente reportados para E. coli y
superiores a aquellos reportados contra S. aureus. Mientras que los compuestos
CTS/AuNPs mostraron actividad bacteriostatica contra las bacterias probadas.
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