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Resumen

El presente trabajo describe la obtencion de un bionanocompuesto en forma
de nanofibras el cual esta constituido por tres componentes: la afinina, producto
mayoritario obtenido de la plata Chilcuague o “raiz de oro”, que posee importante
actividad biolégica como agente analgésico, antimicrobiano y antiinflamatorio;
nanoparticulas de plata (AgNPs), obtenidas mediante foto-reduccion de un
complejo de coordinacion formado entre la afinina y AgNOs; y quitosano (CTS), un
biopolimero biodegradable y biocompatible que presenta una importante actividad
antimicrobiana y que actlia como agente reductor, dispersante y estabilizante en la
sintesis de las AgNPs.

El compuesto CTS/afinina-AgNPs se caracterizé en forma de peliculas
delgadas, y nanofibras obtenidas mediante el proceso electrospinning. Los
resultados de su caracterizacion fueron comparados con los de los compuestos
CTS-AgNPs, CTS-afinina y CTS/afinina+AgNPs. Mediante Microscopia Electrénica
de Barrido por Emision de Campo se analizé la morfologia y calidad de las
nanofibras obtenidas asi como la distribucion de las AgNPs y el complejo
fotoreducido a lo largo de la matriz. EI compuesto CTS/afinina-AgNPs mostré una
mejor calidad de nanofibras, y se demuestra que con el complejo se favorece la

distribucion homogénea de la afinina a lo largo de las nanofibras de CTS.

El bionanocompuesto propuesto mostré una actividad antimicrobiana
superior respecto de las combinaciones probadas y se evidencia que la presencia
de la afinina potencia la actividad antimicrobiana del CTS y las AgNPs. Finalmente
las nanofibras poliméricas se sometieron a un tratamiento alcalino para eliminar el
disolvente empleado en su generacion. Este tratamiento no elimina ninguno de
sus componentes, pero modifican considerablemente su estructura, sin embargo,
no se descarta la posibilidad de probar la eficacia del bionanocompuesto

sintetizado.
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Palabras clave: afinina, complejo metalico, nanofibras, nanoparticulas,

quitosano.

Abstract

The present work describes the synthesis of a three component-
bionanocomposite in the form of nanofibers which is comprised of: affinin, the
major product obtained from Chilcuague or "golden root,"” which evokes important
biological activities as an analgesic, antimicrobial and anti-inflammatory agent;
silver nanoparticles (AgNPs) obtained by photo-reduction of a coordination
complex between affinin and AgNOgs; and chitosan (CTS), a biodegradable and
biocompatible biopolymer which has a significant antimicrobial activity and is used

as a reducing, dispersant and stabilizing agent in the synthesis of AQNPs.

CTS/affinin-AgNPs composite was characterized in the form of thin films and
nanofibers obtained through electrospinning process. The characterization results
were compared with those of CTS-AgNPs, CTS-affinin and CTS/affinintAgNPs
composites. By means of Field Emission Scanning Electron Microscopy the
nanofibers morphology and quality as well as the AgNPs and the photo-reduced
complex distribution along the matrix were analyzed. CTS/affinin-AgNPs composite
showed better nanofibers quality and it was observed that the complex improves

the affinin homogeneous distribution along CTS nanofibers.

The proposed bionanocomposite showed an enhanced antibacterial activity
compared with all the analyzed combinations, and the evidence of the potentiated
antibacterial activity because of the affinin incorporation to CTS and AgNPs is
presented. Finally, the polymer nanofibers were alkaline treated to eliminate any
possible residual solvent used in their synthesis. This treatment do not eliminate
any of the three components of the composite, but it modifies significantly its
structure, however, the possibility to test efficacy of the synthetized

bionanocomposite is not discarded.

Keywords: affinin, metal complex, nanofibers, nanoparticles, chitosan.
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1. Introduccion

Los bionanocompuestos base biopolimeros son materiales hibridos que
consisten en una matriz biopolimérica y que pueden contener un refuerzo a base
de fibras o particulas de dimensiones nanomeétricas, o bien que el material
compuesto en si esté presente como fibras o particulas de tamafio nanomeétrico;
estos materiales compuestos presentan cualidades benéficas que los enfocan a
realizar una funcion especifica; sus propiedades no solo dependen de sus
constituyentes individuales, sino también de su morfologia y caracteristicas
interfaciales. Actualmente, las técnicas avanzadas para la sintesis de
nanocompuestos han mostrado su eficacia para ensamblar estructuras de
diferente naturaleza, con las que se pretenden obtener mejores resultados en

comparacion al uso individual de cada componente (Muraviev et al., 2006).

Uno de los biopolimeros mas ampliamente utilizado como matriz en la
generacion de bionanocompuestos de este tipo es el quitosano (CTS), un polimero
natural obtenido de la hidrdlisis de la quitina en solucion alcalina que presenta un
potencial e interesante valor econOmico, debido a sus versatiles actividades

biolégicas y aplicaciones quimicas (Gagne-Simpson, 1993; Brine-Austin, 1981).

El CTS ha sido combinado con diversos compuestos de diferente
naturaleza; ha sido empleado como matriz en la sintesis de nanoparticulas
metdlicas para la produccibn de bionanocompuestos con propiedades
farmacoldgicas potenciadas (Liu et al., 2008; Zhou et al., 2008; An et al., 2009;
Son et al.,, 2009). Asimismo, se ha combinado con extractos de productos
naturales como cebolla, ajo, papaya y jengibre (Cao et al., 2013) para su
evaluacion antimicrobiana, obteniendo resultados altamente eficaces. También se
ha empleado en forma de nanoparticulas cargadas con extractos etandlicos de
Ziziphus mauritiana con la finalidad de mejorar sus propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas brindando estabilidad en el tracto gastrointestinal (Bhatia et
al., 2011).
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Dentro de la gran variedad de productos naturales atractivos para la
sintesis de materiales compuestos, destaca Heliopsis longipes, comunmente
conocido como “Chilcuague” o “raiz de oro” en la regidon de la Sierra Gorda del
norte de Guanajuato. En medicina tradicional se emplea para calmar dolores
musculares y de muelas, asi como desparasitante e insecticida. La afinina es el
principal componente de esta planta y se acumula en las raices y semillas,
presenta una actividad biolégica importante como poderoso anestésico bucal
(Molina et al., 2001), analgésico (Cilia, 2008), fungicida (Ramirez et al., 2000;
Salgado et al., 2008), antipaltudico (Waizel et al., 2011), insecticida (Hernandez
et al., 2012), antiinflamatorio (Hernandez et al., 2009) y crioprotector de tejido
vegetal (Hernandez, 2009). Por lo que resulta de gran interés para su
combinacion con CTS. Es importante mencionar que aun cuando el CTS ha sido
combinado con diferentes extractos de productos naturales, hasta la fecha, no se
han encontrado reportes de su combinaciéon con afinina. De igual forma, las
nanoparticulas metélicas han recibido especial atencion, especialmente las de oro
y plata debido a sus propiedades y aplicaciones importantes como agentes

antimicrobianos, en la catélisis, en la dptica, y como sensores (Zeng et al., 2007).

Por todo lo anterior, resulta de gran interés combinar las propiedades
individuales de cada una de los componentes para obtener un material compuesto
con propiedades mejoradas y potenciadas, por lo que el presente trabajo de
investigaciébn propone la sintesis de nanofibras compuestas con potencial
aplicaciéon farmacoldgica. Este bionanocompuesto generado por medio del
proceso de electrohilado, esta integrado por CTS y afinina-nanoparticulas de plata
(AgNPs) obtenidas por foto-reduccion a partir de un complejo de afinina-AgNOs;
se obtuvo evidencia de la formacion de este complejo por medio de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Masa, Espectroscopia de Infrarrojo
(IR) y UV-Vis y Microscopia Electrénica de Barrido por Emisiéon de Campo (MEB-
EC).
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2. Antecedentes

La busqueda continua de materiales mejorados a menudo incluye
combinaciones de varios componentes naturales y/o sintéticos de diferente
naturaleza: polimeros naturales y sintéticos, metales y materiales orgénicos, los
cuales pueden ofrecer una serie de propiedades especificas que los hacen

atractivos para aplicaciones en distintos campos de la ciencia.

La nanotecnologia es el campo de la ciencia que se encarga de la
fabricacion y manipulacibn de estructuras con escala nanométrica. Las
estructuras a nano escala muestran una alta proporcion de superficie-volumen, lo
gue es ideal para aplicaciones gue involucran materiales compuestos, reacciones
quimicas, transporte de farmacos, liberacion controlada de sustancias en

tecnologias de envase activo, entre otras.

Los compdsitos o nanocompuestos son aquellos materiales que combinan
dos o0 mas componentes o fases distintas, donde una o mas de una de las fases
discontinuas (refuerzos) se dispersan en otra fase continua (matriz). Los refuerzos
a nanoescala tienen la ventaja de aumentar las interacciones con la matriz debido
a su alta area interfacial, lo que se traduce en una mejora en las propiedades del
compoésito. Debido a las dimensiones a nanoescala de los refuerzos, se espera
que los defectos sean pequeiios, disminuyendo los errores en los materiales
compuestos (Sir6-Plackett, 2010). Las ventajas de estos materiales cuando se
comparan con los compuestos convencionales son sus propiedades térmicas,

mecanicas y de barrera superiores (Sorrentino et al., 2007).

Estos nanocompuestos promueven nuevas aplicaciones en muchos

campos, como componentes ligeros reforzados mecanicamente, optica no lineal,
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catodos de baterias, nano-cables, sensores y otros sistemas (Muraviev et al.,
2006).

El rapido crecimiento en la investigacion de los hanocompuestos con base
organical/inorgénica (bionanocompuestos) promueve la generacion de materiales
con propiedades nuevas y mejoradas en comparaciéon con sus homologos macro
compuestos. Dentro de los bionanocompuestos se encuentran aquellos de base
polimérica, o biopolimeros, cuyas aplicaciones van dirigidas hacia la
sostenibilidad, ecoeficiencia, ecologia industrial y a la naturaleza renovable. La
justificacion de su uso se basa principalmente en sus propiedades intrinsecas; son
recursos renovables (Kaplan, 1998), pero algunos también exhiben actividad
antibacteriana, biodegradabilidad y biocompatibilidad (Rinaudo, 2006). Dentro de
la variedad de polimeros funcionales destacan los hidrogeles, las biopeliculas y las

nanofibras.

Los hidrogeles a base de polimeros naturales, son compuestos
superabsorbentes que han sido muy utilizados en los ultimos afios debido a
ventajas Unicas. En general, los polisacaridos son inocuos, abundantes y
biocompatibles. Sin embargo, como se disuelven total o parcialmente en agua, no

pueden formar hidrogeles estables (Soto, 2012).

Las biopeliculas, estan formadas por biopolimeros de alto peso molecular
gue proporcionan una gran fuerza de cohesién. El grado de cohesién de la matriz
del biopolimero afecta propiedades tales como la densidad, compacidad,
porosidad, permeabilidad, flexibilidad y fragilidad. Casi todos los biopolimeros
naturales pueden ser utilizados para la preparacion de peliculas que pueden ser
utilizadas para cubrir los productos alimenticios (Camacho et al., 2011). Con el fin
de potenciar las propiedades bactericidas de las biopeliculas, estas se

enriguecen con sustancias que muestran una atractiva actividad biologica. La
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accion selectiva de dichas peliculas consiste en la liberacion de una sustancia

activa apropiada que afecta a los microorganismos (Lépez-Rubio et al., 2006).

La nisina ha presentado satisfactorios efectos bactericidas cuando se aplica
en peliculas basadas en proteinas de suero de leche, zeina, trigo y soja (Ko et
al., 2001; Hoffman et al., 2001). De igual manera con la pediocina que se
introdujo en peliculas de celulosa, y con la lisozima que es una proteina de origen
animal que induce la hidrdlisis del peptidoglicano el cual constituye la pared
celular de las bacterias Gram-positivas (Fuglsang et al., 1995).

Las nanofibras (Figura 1) por su parte, son materiales versatiles debido a su
capacidad de formar tejidos o encapsulados, que a posteriori podrian recubrir
otras sustancias quimicas; o preservar/encapsular proteinas, enzimas y otros
compuestos; para generarlas se utilizan soluciones poliméricas debido a que éstas
tienen las propiedades fisicas y quimicas necesarias para formar fibras mas
resistentes, duraderas y elasticas (Gamboa, 2007). Otras aplicaciones de interés
involucran la fabricacibn de componentes artificiales de 6rganos, ingenieria de
tejidos para implantes, liberacion de farmacos, entre otros (Ramakrishnaa et al.,
2006).
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FIGURA 1. Micrografias de Microscopia electrénica de barrido (SEM) de soluciones poliméricas de CTS.

La generacion de nanofibras poliméricas puede llevarse a cabo mediante el
empleo de técnicas novedosas como: Auto-ensamblado (Smith-Ma, 2004),
Sintesis de Plantilla (Tao-Desai, 2007), Dibujo por Laser Supersoénico (Suzuki-
Arino, 2012), Separacion de Fases (Ichimori et al., 2013), Ultrasonicacién (He et
al., 2013), Ultrasonicacion Atdmica-Fundicién en frio (Wang-Wakisaka, 2015) y el
Electrohilado (Brenner, 2012), un método de produccidon de fibras ultrafinas con
diametros de tamafios de micro a nanometros y con una morfologia de superficie

controlada.

El uso de fuerzas electrostaticas para formar fibras se present6 por primera
vez por Formhals en 1934, pero fue hasta la década de 1990 que generd interés
debido a su sencillez, versatilidad y potenciales usos en diversos campos (Huang
et al., 2003). Actualmente, las aplicaciones del Electrohilado incluyen Ila
generacion de membranas para filtracion (Aussawasathien et al., 2008), proteccién
militar (Gorji et al., 2012), nanosensores (Kowalczyk et al., 2008), aplicaciones
biomédicas como: inmovilizaciébn de enzimas (Shi et al., 2008), regeneracion de
tejidos (Yoo et al., 2009) y liberacion de farmacos (Pillay et al., 2013). Para estas
aplicaciones se han empleado una extensa variedad de polimeros vy
combinaciones de estos, asi como la adicion de componentes organicos e
inorganicos, lo que abre la posibilidad de generar nanocompuestos de naturaleza
cada vez mas compleja (Schiffman-Schauer, 2008; Jayakumar et al., 2011). Por
medio de esta técnica es posible obtener materiales con una amplia superficie por
unidad de area, porosidad interconectada y un rendimiento mecanico superior
comparado con otras formas ya conocidas del material, lo cual resulta atractivo a

nivel biotecnoldgico.
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La capacidad de electrohilar un polimero depende de encontrar el
disolvente Optimo. Ademas, en el proceso de Electrohilado (Figura 2) se utiliza un
alto voltaje para crear un campo electrostitico capaz de atraer particulas
eléctricamente cargadas de una solucién o fluido polimérico desde un cono
inyector hacia una superficie donde se solidifica formando micro y nanofibras, las

cuales a su vez forman tejidos (Gamboa, 2007).

La solucion de polimero se inyecta hacia el aspersor (aguja) empleando
una bomba de infusién (Figura 2). Como resultado de la tension superficial, las
primeras gotas de la solucibn se mantienen en su lugar, hasta que una
protuberancia conica conocida como cono de Taylor se forma debido a un
voltaje critico aplicado al sistema; mientras la bomba de infusibn genera una
presion y un flujo constante; la solucion polarizada es asperjada (jet) hacia una
superficie conductora (por lo general una pantalla metalica) colocada a una

distancia que puede variar entre los 5 y 30 cm de la aguja.

Solucion polimérica
Jeringa {

invectora
‘ Aguja

Bomba de infusion A

— = | ey e
! / Electrodo "« _.zT--r-

Fuentede it —

voltaje
= Colector

FIGURA 2. Esquema tipico de un aparato de Electrohilado. Modificado de Schiffman-Schauer, 2008.

En el flujo electro-hidrodinamico del jet, las cargas son inducidas en el
fluido a través de la distancia de separacion de los dos electrodos (punta metélica
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y colector), rompiéndose la tension superficial a través del campo eléctrico y
descomponiéndose en una tangencial (1t) y una normal (tn), dando lugar al cono

de Taylor antes mencionado (Gamboa, 2007). La Figura 3 muestra la distribucién

de las cargas a traves del jet.

e ol i L i

Eu

)

FIGURA 3. Distribucion del Jet (Gamboa, 2007).

A medida que el jet toma aceleracién, su didmetro disminuye en magnitud y
de esta forma, la componente tangencial y la componente normal son balaceadas,
finalmente el jet se solidifica creando una fibra de medidas micrométricas a

nanométricas (Gamboa, 2007).

Si la viscosidad de la solucién polimérica es alta y produce goteo con un
voltaje bajo, se recomienda que este se incremente hasta observar la aspersion de

la solucién polimérica (cono de Taylor).

El flujo de la solucién polimérica (m), es dependiente de la densidad y
viscosidad de la solucién. El m 6ptimo de inyeccion sera aquel que se asimile con
el volumen de solucion que sale por la aguja hacia el colector; no debe ser muy

alto ya que esto puede estropear la bomba inyectora.
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La distancia entre la aguja y el colector (d) es un parametro importante ya
que a medida que aumenta la distancia las nanofibras serdn de un diametro
menor, si la distancia es pequefia tendran un didmetro mayor lo que podria
contribuir a la formacion de perlas (deformaciones ovaladas), las cuales

incrementan el peso de las nanofibras reduciendo su resistencia mecanica.

La temperatura dentro del equipo de Electrohilado (T): contribuye a la
evaporacion de los disolventes empleados en las soluciones poliméricas cuando
se estd generando las nanofibras. Durante la creacion del jet el disolvente
gradualmente se evapora y el producto obtenido es una red no tejida compuesta

de nanofibras con diametros entre 50 nmy 10 uym.

La técnica de Electrospinning es versatil y de facil ensamble lo que ha
permitido procesar una gran variedad de polimeros, integrando en los ultimos afios

una nueva clase de materiales.

Entre los polimeros de mayor uso en la obtencién de nanofibras se
encuentra el CTS, descubierto por Rouget en 1859 (Figura 4), es el segundo
biopolimero natural mas abundante después de la celulosa; es biodegradable, no

téxico y biocompatible.

OH OH

FIGURA 4. Estructura del CTS (Larez, 2003).
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El CTS de forma natural se encuentra en las paredes celulares de algunas
levaduras; sin embargo, su principal fuente de produccion es la hidrolisis de la
quitina (proveniente de crustaceos) en medio alcalino a altas temperaturas
(Larez, 2003).

Una de las cualidades biolégicas del CTS es su actividad antibacteriana
cuyo mecanismo consiste en la interaccion electrostatica entre sus grupos amino
cargados positivamente y una superficie cargada negativamente de la pared
celular de los microorganismos. Esto conduce a la permeabilidad de la membrana
celular de las bacterias y las fugas de los componentes intracelulares, que
finalmente conduce a la apoptosis celular (Shahidi et al., 1999). Cuero et al.
reportaron en 1991 que el CTS actia como agente quelante uniéndose a metales,
inhibiendo asi, la produccion de toxinas y el crecimiento microbiano, lo que

contribuye a su actividad antibacteriana, especialmente en un medio acido.

La actividad antibacteriana del CTS depende de su grado de acetilacién, su
peso molecular y el disolvente aplicado, el aumento de su grado de acetilacién
esta acompafiado por su mejora de la actividad (Zheng et al., 2003; Dutta et al,
20009).

La estructura rigida de la D-glucosamina del CTS, la alta cristalinidad y la
capacidad de generar puentes de hidrégeno conducen a una escasa solubilidad
del CTS en disolventes organicos comunes, limitando su manipulacion.
Reduciendo el peso molecular y cristalinidad por desacetilacién, se ha mejorado
su solubilidad en &cidos diluidos lo que permite un mejor procesamiento para la
elaboracion de membranas y fibras (Hirano-Hayashi, 2003; Ohkawa et al., 2004),
permitiendo su aplicacion dentro de los campos de ingenieria de tejidos y

liberacion de farmacos (Rojas et al. 2004).
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Ademas, el CTS recibe actualmente un interés particular en aplicaciones
médicas y farmacéuticas debido a su capacidad de combinarse con otros
compuestos quimicos para la mejora de la relacion estructura-actividad (Martinova
y Lubasov, 2008), asi como por su potencial aplicacién en sistemas de liberacion
de farmacos (Elsabee et al., 2012; Shukla et al., 2013).

Las peliculas de CTS ejercen un efecto positivo sobre la textura de un
producto alimenticio, mitiga los procesos de pardeamiento enzimatico, reduce la

produccion de etileno y desempefia un papel de portador de sustancias activas

(Devlieghere, 2004; Zhang-Quantick, 1997). También ha sido combinado con
extractos de plantas para su evaluacion contra diferentes microorganismos.
Bautista et al. (2000), reportaron pruebas con los extractos acuosos aislados de
hojas de chirimoya (Annona reticulata |.) y papaya (Carica papaya |.) incorporando
estos extractos al CTS. Estos inhibieron exitosamente la esporulacion y el
crecimiento del micelio de hongos como Fusarium oxysporum, Penicillium
digitatum y Rhizopus stolonifer, causantes de pudricion de frutas y verduras
durante su almacenamiento (Bautista et al., 2004). Bautista (2003), reporto la
actividad antimicrobiana del CTS al proteger frutos como la fresa (Ghaouth et al.,
1991, 1992) y la papaya (Bautista, 2003), lo que induce una baja incidencia de

enfermedades en los frutos por el ataque de dichos patdégenos.

Ademas, la naturaleza policatiénica del CTS permite explicar los efectos
analgésicos que le son atribuidos; pues los grupos amino de los residuos de D-
glucosamina se protonan en presencia de acido acético (AcOH) al 0.5% y se
liberan en la zona inflamatoria, lo que resulta en dicha actividad (Okamoto et al.,
2002).

Para la generacion de nuevos bionanocompuestos base CTS en forma de
nanofibras se encuentran su combinacibn con productos naturales vy

nanoparticulas metalicas. Resultando en combinaciones altamente atractivas
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debido a las propiedades individuales que presentan cada uno de los

componentes.

Dentro de los productos naturales altamente atractivos para su combinacion
con CTS se encuentran las alcamidas, a las que se les atribuyen notables efectos
analgésicos y antimicrobianos. Desde el punto de vista biogenético, se forman al
combinarse dos diferentes rutas metabdlicas. Estas alcamidas se constituyen de
un acido graso de longitud de cadena que puede ser de 8 a 18 carbonos,
generalmente alifatica; éste, al condensarse con un aminoacido y en

descarboxilacion concomitante, resulta en la produccibn de una alcamida.

Las alcamidas olefinicas como la afinina han demostrado su eficacia
como sustancias activas por lo que son un grupo de metabolitos secundarios

vegetales de interés (Molina et al., 2001).

La afinina (N-isobutil-decatrien,2E,6Z,8E-amida), (Figura 5), se describe
como un aceite amarillo, viscoso, soluble en disolventes no polares (cloroformo,
éter, benceno, etc.) e insolubles en soluciones acidas y alcalinas, posee un
peso molecular de 221.33 g/mol (Molina et al., 1996). Este compuesto presenta
una actividad caracteristica que varios autores han denominado como “pungente”,
que adormece o anestesia la zona corporal donde se aplica, dicha sensacion esta
clasificada como un efecto bioactivo (Boonen et al., 2012).

Afinina
FIGURA 5. Estructura de la afinina (N-isobutil-2E, 6Z, 8E decatrienamida).
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Algunas investigaciones sobre la afinina han demostrado su importante
actividad biolégica como agente antimicrobiano, que estd dada por el
reconocimiento especifico de los dobles enlaces de la cadena del residuo de
acido graso por parte de la enzima tioester p-hidroxicanoildeshidratasa de
Echerichia coli. Adicionalmente, se ha comprobado que para E. coli,
Pseudomona solanacearum y algunos hongos, una insaturacion 2E presente
en la cadena del acido graso promueve esta actividad mientras que una
insaturacién adicional 6Z, 8E la disminuye (Molina et al., 1999). El efecto
antiinflamatorio de la afinina se promueve cuando inactiva el NF-«kB (factor

nuclear de transcripcion y regulador de respuesta inmune) mostrando un

significante efecto antiinflamatorio en ratones que presentan edema de oreja;
y es la uanica N-alquilamida que tiene una influencia demostrada en la
transcripcién y traduccién de las ciclooxigenasas (Boonen et al., 2012;
Hernandez et al., 2009). También son conocidas sus actividades como poderoso
anestésico bucal (Molina et al., 2001), analgésico (Cilia et al., 2008), fungicida
(Ramirez et al., 2000; Salgado et al., 2008), antipaludico (Waizel et al., 2011),
insecticida (Hernandez et al., 2012), y crioprotector de tejido vegetal
(Hernandez, 2009). Por lo que resulta de interés el continuo estudio de éste

compuesto, principalmente en el area farmacologica.

Por otro lado, las nanoparticulas metalicas (NPs) han adquirido particular
interés debido a su alta relacion volumen/superficie; recibiendo especial atencion
aquellas a base de oro y plata, debido a sus aplicaciones en biomedicina, catalisis,
Optica y como sensores (Zeng et al., 2007). Estas son bien conocidas por su
actividad antimicrobiana, (Gajbhiye et al.,, 2009; Sondi-Salopek, 2004). En
pequefias concentraciones, la plata es segura para células humanas, pero letal
para la mayoria de las bacterias y virus, por lo tanto, es ampliamente usada para

la desinfeccion de agua, alimentos y el control de infecciones (Batarseh, 2004).
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La actividad biolégica de las AgNPs se debe a la inhibicion de enzimas

respiratorias por los iones de plata que se liberan (Pal et al., 2007).

El efecto antifungico de las AgNPs no se ha explorado lo suficiente; sin
embargo, (Kim et al.,, 2009) reportan que las AgNPs exhiben una excelente
actividad contra Candida albicans alterando su membrana celular e inhibiendo su

crecimiento.

En la ultima década, se ha comprobado su actividad contra virus de
Inmunodeficiencia humana tipo | (Elechiguerra et al., 2005), hepatitis B (Lu et al.,
2008), herpes simple (Baram-Pinto et al., 2009) y el virus de influenza A H1IN1
(Mori et al., 2013).

Dentro de las técnicas descritas para la sintesis de AgNPs se encuentran:
la microemulsién, irradiacion de rayos vy, irradiacion UV, microondas, ultrasénica,

las reducciones quimica, electroquimica y fotoquimica (EI-Sukkary et al., 2014).

En particular, la preparacion de nanoparticulas metalicas inmovilizadas en
diversas matrices ha despertado el interés en la investigacion, debido a una
excelente sinergia y efectos bifuncionales (Manna et al., 2006). En cuanto a la
mezcla de CTS con AgNPs se ha reportado que esta posee una excelente
actividad antimicrobiana (Lopez et al., 2013)

Entre los compuestos quimicos que actualmente generan interés en
multiples areas de la ciencia, se encuentran aquellos constituidos de una parte

organica y una metélica.

La utilidad de estas estructuras en la medicina moderna, ha sido estimulada
por el descubrimiento fortuito del cisplatino® (Figura 6), que fue aportado por el
conocimiento de las propiedades de coordinacion y redox de iones metalicos (Xin-
Lippard, 2003).
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FIGURA 6. Estructura del cisplatino®.

La interaccion controlada de biomoléculas con NPs se puede llevar a cabo

por:

» La union de la biomolécula a la superficie del nucleo de la NP a través

de la uniobn mediada por ligando.

» Interacciones electrostaticas entre biomoléculas con carga positiva a
una NP con carga negativa y viceversa.

» La unién covalente de grupos funcionales tanto en NPs y biomoléculas.

» Mediante la unién no covalente, sistemas receptor-ligando basados en

la afinidad.

Para su conjugacién, las NPs requieren un grupo funcional adecuado.
Existen en la naturaleza una gran variedad de moléculas organicas de diferente
composicién, tamafio y complejidad que poseen una funcibn en procesos
bioldgicos. Los ejemplos incluyen moléculas pequefias como lipidos, vitaminas,

péptidos, azucares; hasta los mas grandes que incluyen proteinas, ADN y ARN.

La mayoria de las biomoléculas poseen grupos funcionales como acido
carboxilico, amina primaria, alcohol, fosfato o tioles, por lo tanto estas moléculas
son susceptibles de unirse a la superficie de las NPs para hacerlas funcionales
(Ravindran et al., 2013).
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Los complejos metal-farmaco contribuyen potencialmente al mantenimiento
y difusion de factores de resistencia a antibioticos. La unién de ciertos antibiéticos
con iones metalicos muestra potenciadas actividades antibacterianas, antivirales,
antifangicas y antitumorales (Ming, 2003; Ogunniran et al., 2007; El-Ajaily et al.,
2007). Los complejos metal-antibiéticos han ganado reconocimiento ya que son
mas eficaces que los farmacos puros (von Nussbaum et al., 2006; EI-Megharbel-
Refat, 2015).

La incorporacion de centros metalicos dentro de compuestos organicos,
promueve que estos Ultimos puedan adoptar diferentes nimeros de coordinacion,
estados de oxidacion, geometrias, tipos de union (covalente o de coordinacion);
los cuales pueden impactar en las propiedades de esta clase de compuestos
(Abd-El-Aziz et al., 2010).

Por todo lo anterior, se propone la sintesis de nanofibras compuestas de
CTS y afinina-AgNPs generadas mediante reacciones de foto-reduccién, a partir
del complejo afinina-AgNOs. Para la generacion de un bionanocompuesto con
potencial actividad biol6gica proveniente de una combinacion altamente atractiva,
debido a las propiedades individuales que presentan cada uno de los

componentes.
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3. Justificacion

La importancia de esta investigacion radica en que los resultados de ésta
contribuirdn a ampliar el conocimiento de las interacciones quimicas entre
polimeros, metales y compuestos naturales; promovera el estudio vy
aprovechamiento de la nanotecnologia de los soportes de CTS en la generacion

de un material compuesto con potencial actividad bioldgica.
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4.  Hipotesis

La incorporacion de afinina y sales de AgNOs (en forma de un complejo de
coordinacion capaz de generar AgNPs) sobre una matriz de CTS dard como

resultado un novedoso bionanocompuesto en forma de nanofibras con potencial

farmacoldgico.

5. Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un bionanocompuesto en forma de nanofibras a
base de quitosano/ afinina-nanoparticulas de plata, asi como evaluar de manera

preliminar su potencial antimicrobiano.

6. Objetivos Particulares

- Obtener la afinina a partir de muestras de “raiz de oro” o Chilcuague e

identificarla mediante métodos espectroscopicos.
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- Sintetizar un complejo de coordinacion a partir de afinina y AgQNOs y obtener
evidencia de su formacion mediante métodos espectroscopicos y
espectrométricos.

- Sintetizar nanoparticulas de plata a partir de un complejo de coordinacion
afinina-plata y de AgNOs.

- Encontrar las condiciones éptimas para la elaboracién de peliculas de CTS.

- Sintetizar el bionanocompuesto quitosano/ afinina-nanoparticulas de plata
en forma de nanofibras y caracterizarlo por medio de las técnicas de
espectroscopia de infrarrojo (IR), ultravioleta (UV-Vis) y microscopia
electronica de barrido (SEM).

- Evaluar el potencial antimicrobiano del bionanocompuesto sintetizado,
empleando cepas de Escherichia coli (BG-) ATCC 25922, Staphyloccocus
aureus (CG+) ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa (BG-) ATCC
25619.

7. Discusion de Resultados

7.1. Obtenciéon de la afinina

En el Mercado de Sonora de la Ciudad de México fueron adquiridas
muestras de “raiz oro” (Chilcuague). Partiendo de un lote de raices de 81.5 g
(Figura 7A), se realizaron 5 maceraciones sucesivas en hexanos (Figura 7B),
mismas que fueron filtradas y concentradas en rotavapor, obteniendo 1.445 g de
una miel amarilla con un rendimiento del 1.79% (Figura 7C). Este extracto
hexanico fue impregnado en gel de silice y sometido a purificacion mediante
cromatografia en columna empleando gel de silice como fase estacionaria y una
mezcla de Hex-AcoEt (7:2) en orden creciente de polaridad (Figuras 8A y 8B),

obteniendo fracciones de 5 mL cada una.
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De la columna fueron recuperadas 60 fracciones, en las cuales se
obtuvieron 1.07 g de afinina, lo que representd el 74% del extracto hexanico total

obtenido de las raices de Chilcuague (Figura 8C).

FIGURA 7. Obtencién del extracto hexanico de raices de Chilcuague. A) muestra de raices de Chilcuague, B)
macerado hexanico y C) extracto final.

Por medio de RMN de 'H y 3C se corrobor6 la presencia de afinina como

producto mayoritario en el extracto hexanico (Figura 9B).

FIGURA 8. Purificacion del extracto hexanico de Chilcuague. A) Extracto impregnado en gel de silice, B)
Columna cromatografica eluyendo los componentes del extracto, C) Afinina purificada.

BEDOLLA-CAZARES



Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

En el espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) se observé el patréon de
sefales descritas para la afinina (Nakatani-Nagashima, 1992; Calle et al. 1988,
Ogura et al., 1982). Se apreciaron protones vinilicos entre 6.83 y 5.26 ppm; de
igual manera se observo una sefal para el proton base de amida en 5.53 ppm; se
encontraron sefiales multiples para los protones de metilenos en 3.15 y 2.29 ppm
y de un metino en 1.80 ppm, asi como de los protones de grupos metilos en 1.78 y
0.93 ppm. (Figura 9A).

En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) de la afinina se
observaron 13 sefiales; se apreci6é una sefal en 165.88 ppm correspondiente al
carbonilo de amida; entre 143.55 y 124.0 ppm se encontraron 6 sefales
pertenecientes a carbonos vinilicos; y entre 46.78 y 18.32 ppm aparecieron 6
sefales de carbonos alifaticos, cabe destacar que en 20.10 ppm se empalman las

sefales, correspondientes a 3’ y 4’ (Figura 10).
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7.2. Obtencion y caracterizacion del complejo
[Agz-(afinina)](NO3)2

La reaccion de complejacion de afinina con AgNOs se llevd a cabo de la

siguiente manera.

Primeramente, se procedidé a la activacion de 2 equivalentes de AgNOs en
10 mL de ACN, para después de 1 h adicionar 1 equivalente de afinina al matraz
de reaccion, esta mezcla se hirvié a reflujo en agitacion constante durante 24 h

(Esquema 1).

: / ( J03 )2

2 eq. mol (AgNO3)

ACN, reflujo,24h | =--- /_/—

ESQUEMA 1. Reaccion de complejaciérTAg-afinina.

Transcurrido este tiempo se evapord el crudo de reaccion a presion
reducida en linea de vacio, para después realizarle lavados con hexano y CH2Cl2
de manera consecutiva (Figura 11A y 11B), obteniendo un solido amorfo color café
en un rendimiento del 51 (wt.-%). (Figura 11C).

Este sélido presentd un punto de fusion de 209-211 °C, y fue soluble en
ACN, MeOH y DMSO. Por medio de Espectroscopia de IR se compararon los
espectros de los productos de reaccién con respecto a las materias de partida. El
anion (NOs) del AgNOs (Figura 12A) posee seis grados de libertad vibratorios, que
forman cuatro modos fundamentales: un estiramiento (vas) doble en 1262.38 cm™,
un estiramiento (vs) en 1043.69 cm; una flexién fuera del plano (8oop) €N 798.58

cm y una flexiéon doble en el plano (8ip) en 730 cm™ (Shen y Sherman; 1992).
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FIGURA 11. Producto de reaccion Ag-afinina. A) Crudo de reaccion después de 24 h, B) Lavado con CH2Cl2 y
precipitacion del producto de reaccion, C) Aspecto fisico del producto de reaccién.

El espectro de IR de la afinina (Figura 12B) muestra bandas caracteristicas
de estiramientos (v -N-H) en 3295.72 cm™, (v =C-H) en 2956.44 cm, (v -CH3) en
2924.62 cm?, (v -CH2) en 2854.27 cm™, (v -C=C no conjugada) €n 1668.14 cm™, (v -
C=0) en 1628.76 cm™, (5 -N-H) en 1548.23 cm™ y (v -C-N) en 1246.86 cm™. Estas
sefales corresponden a las reportadas por Nakatani-Nagashima (1992) y Ogura et
al (1982).

En el espectro del producto de reaccion (Figura 12C), se puede observar el
desplazamiento a frecuencias mayores de las bandas en 3446.37 cm™ (v -N-H), en
2997.41 cm? (v =C-H), en 2935.67 cm™ (v -CHzs) y en 2850.70 cm™* (v -CH>); el
aumento del porcentaje de transmitancia de las bandas (v -C=0) en 1632.65 cm™,
asi como la aparicion de las bandas caracteristicas del contraién va (NO3) en
1262.53 cm, una flexién fuera del plano (8oop) €n 798.67 cm y una flexién doble

en el plano (8ip) en 732.89 cm™.
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FIGURA 12. Espectros de IR del AgNOs (A), afinina (B) y producto de reaccion Ag-afinina (C).
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En la Tabla 1 se muestra la relacion de (Ar) que guardan las sefiales (v -
CHs3)-(v -C=C no conjugada) Y (v -CH3)-(v =C-H), tomando como base la banda (v -
CHs), cuya relacion de (%rt) no se modifica en el espectro del producto de
reaccion. La diferencia en el desplazamiento de las bandas (v =C-H) y (v -C=C no
conjugada) €N el producto de reaccién sugiere que la coordinacién de la plata se

produce sobre los carbonos vinilicos de la afinina.

TABLA 1. Comparacion de sefiales caracteristicas de los espectros IR
de la afinina y del producto de reaccion.

(A7) namero de onda (cm™)

vibraciones | (v -CHs )-(v -C=C)* | (v -CHzs) - (v =C-H) v =C-H v -C=C*

Afinina 9 18 2956.44 1668.14

Producto 9 11 2997.41 1632.65
de reaccion

* (V -C=C no conjugada).

Continuando con el analisis espectroscépico del producto de reaccion, se
obtuvo su espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) el cual mostré un patrén
de sefales anchas, guardando poca relacién con el espectro de la afinina (Figura
13B); es posible distinguir la sefial del proton de amida en 8.20 ppm, ademas de
dos sefales anchas en 6.60 y 5.80 ppm atribuidas a protones vinilicos, una sefal
de metileno en 2.89 ppm, asi como el patrén de sefiales del residuo isobutilo de la
afinina en 0.80 ppm. Cabe destacar que las sefales del resto de los protones de
la afinina no pudieron ser asignadas debido a la complejidad del espectro. (Figura
13A). La comparacion del producto de reaccion con la materia prima fue posible al
obtener el espectro de RMN de 'H a 400 MHz en DMSO-gs de la afinina.
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El espectro de masa del producto de reaccion mediante la técnica de

Electrospray (ESI-MS), arrojo un ion molecular [M*+ACN] 599 m/z (Figura 14) que

corresponde a una molécula compuesta por 2 moléculas de AgNOs y una de

afinina.

Inters,
167

4 -

2775

3618

146.6

1087

N

4531

584 0

2641

+M5, 2.0-3 Diin #(65-105), 100%-376220

.Ag:""o>7Né_<

(NO3),

[MACN] 599 m/z= | ) S
7 f?_[

TE? F

g65 1

200 400

a00

BOC ' 1000 ) 1200 miz

FIGURA 14. Espectro de Masa del complejo [Agz-(afinina)](NO3)z.

Algunos fragmentos observados pudieron ser

relacionados para

la

propuesta de coordinacion; los fragmentos A y B corresponden a iones con m/z de
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277.9 y 361 respectivamente, sugiriendo la coordinacion n?-2,3-k-N hacia una

molécula de

AgNOs; mientras que el fragmento C con m/z de 237.8 sugiri6 la coordinacion n*-
6,7,8,9 hacia otra molécula de AgNOs, por lo que se plantea la formacion de un

complejo con formula [Agz-(afinina)](NOz3)2 (Figura 15).

(NOz), .
0 /\\4 NO3
e AN
Ag' 4>;NH [ Ag*

L m/z = [M*] + ACN = 599 _ C m/z=[CsHgNOzAg] = 237.8

A m/z=[C3HN,0,Ag+Na+H,0] = 277.9 B m/z=[CsH;;N,0,Ag+ACN+Na] = 361. 8

FIGURA 15. Propuesta del patrén de fragmentacion del complejo [Agz-(afinina)](NO3)2.
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7.3. Generacién de nanofibras por el método de “Electrohilado”.

La generacién de nanofibras poliméricas (Figura 16A) se llevo a cabo en la
unidad NEU-01 de Nabond Technologies (Figura 16B). Como primer paso se inicié
la busqueda de condiciones adecuadas para la generacion de nanofibras, llevando
a cabo variaciones en la concentracion del (CTS) y del disolvente; cabe destacar
gue las soluciones poliméricas se prepararon en proporciones porcentuales (peso-
peso). También se realizaron modificaciones de las variables del equipo que son:
voltaje, velocidad de flujo méasico, temperatura, distancia aguja-colector y tipo de

colector.

FIGURA 16. A) Equipo “Nabond Technologies”, empleado para la generacién de nanofibras, B) Colector plano
cubierto por fibra.

Primeramente, se ensay0d la generacibn de nanofibras empleando
diferentes concentraciones de CTS en soluciones de HClI y AcOH como
disolventes. Sin embargo, debido a las caracteristicas fisicoquimicas de estas
soluciones no fue posible la obtencién de fibras, solamente se generaron
pequefias gotas de solucion polimérica sobre la superficie del colector plano,
dando la apariencia de una biopelicula transparente, siendo este el resultado en la
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mayoria de estos ensayos. Las condiciones de operacion iniciales para la

generacion de fibras se resumen en la Tabla 2.

TABLA 2. Condiciones de operacion iniciales para el
Electrohilado de CTS puro

[CTS] (wt.-%) 2-4
Disolvente empleado AcOH y HCI
[disolvente] M 0.4 (ambos)
Voltaje (kV) 8-23
Temperatura (°C) 50 - 75
Flujo mésico (mL/min) 0.01-1
Distancia al colector (cm) 4-20
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7.4. Generacién y caracterizacion de nanofibras de PVA/CTS.

Para explorar la posibilidad de generar nanofibras compuestas con CTS, se
decidi6 mezclarlo con alcohol poli-vinilico (PVA), un polimero facilmente
electrohilable que es soluble en agua y que al igual que el CTS es ampliamente
utilizado en biomedicina debido a su biocompatibilidad (Zheng et al., 2001). Se
trata de un polimero semicristalino con una buena estabilidad quimica y térmica,
es altamente biocompatible y no toxico, lo que conduce a una amplia gama de
aplicaciones en medicina, cosmética, alimentos y en la industria
farmacéutica.(Lee, 2009; Duan, 2007; Zhang, 2007).

El PVA se puede utilizar para mejorar las propiedades fisicas de un sistema
a través de su incorporacion con otros materiales que poseen propiedades fisicas
pobres (Islam et al., 2015). De acuerdo a la teoria de Flory-Huggins, la miscibilidad
y compatibilidad de dos polimeros depende de la habilidad para formar puentes de
hidrogeno, los cuales pueden ocurrir entre grupos OH-OH, NH-OH, C=0-HO y
C=0-HN (Boyd-Philips, 1993). Estudios previos reportan que la interaccion entre el
CTS y PVA se debe principalmente a los puentes de hidrégeno antes

mencionados (Sionkowska et al., 2005).

Las soluciones de PVA que se emplearon fueron a concentraciones del 7.8
y 9% y se trabajé con diferentes proporciones PVA/CTS. La concentracion de
acido en la solucién polimérica es uno de los parametros mas importantes para
llevar a cabo el electrohilado, ya que reduce la tension superficial de la solucion
polimérica y al mismo tiempo aumenta la densidad de carga de chorro sin efecto
significativo sobre la viscosidad (Geng et al., 2005); por tal motivo en los ensayos
subsecuentes se incremento la concentracion de AcOH en la solucion de CTS, del
80 al 90%.
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Con el proposito de determinar la concentracion maxima de CTS, se
prepararon soluciones con distintas proporciones porcentuales de PVA/CTS
(50:50, 60:40, 70:30, 80:20 y 90:10), a fin de generar fibras adecuadas con una

menor

presencia de gotas de solucion sobre la fibra y de un espesor adecuado para

poder ser removidas del colector (Figura 17).

FIGURA 17. Generacion de nanofibras. A) Solucion PVA / CTS previa homogenizacion, B) Formacion de
fibras en papel aluminio del colector plano, C) Evidencia de la formacién de fibra polimérica en el colector.

A través de las micrografias obtenidas en el Microscopio Electrénico de
Barrido de Emisién de Campo (MEB-EC) se pudo demostrar que la muestra PVA
7.8% / CTS8 % (70:30) no permitid la formacién de nanofibras, sino una pelicula
delgada (Figura 18).
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FIGURA 18. Micrografia de la muestra PVA 7.8% / CTS 8% (70:30) en AcOH, 90% (v.v),
sin presencia de fibras.

Después de diferentes ensayos para la generacion de nanofibras
empleando la mezcla PVA/CTS se encontré6 que solamente con las soluciones
80:20 y 90:10 es posible producir nanofibras sobre el area del colector, las cuales
presentaron una buena resistencia mecdanica, aun cuando resultaron ser muy
delgadas; sin embargo, la cantidad de CTS en ellas es minima.

La micrografia de la muestra PVA 7.8% / CTS 8% (90:10) (Figura 19) revel6
la presencia de fibras con didmetros en el orden de ~131 nm coexistiendo con
perlas.

De la misma forma al incrementar la concentraciéon de PVA y disminuir la
relacion PVA-CTS es posible notar una ligera disminuciéon en la presencia de
perlas sobre la muestra PVA 9% / CTS 8% (70:30), lo cual mejora la resistencia
mecanica de las nanofibras (Figura 20). En la Figura 21, se muestra el compuesto
PVA 9% / CTS 9% (80:20) en el cual se obtuvieron nanofibras de mejor calidad
con diametros alrededor de ~188 nm y una distribucion homogénea de las
nanofibras, asi como la nula presencia de defectos.
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FIGURA 19. Micrografia de la muestra PVA 7.8% / CTS 8% (90:10) en AcOH, 90 % (v.v),
fibras que coexisten con “perlas” poliméricas.

FIGURA 20. Micrografia de la muestra PVA 9% / CTS 8% (70:30) en AcOH, 90% (v.v) mostrando una mayor
cantidad de fibras con respecto a perlas polimérica, nanofibras de diametro de ~141 nm.
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FIGURA 21. Micrografia de la muestra PVA 9% / CTS 9% (80:20) en AcOH, 90% (v.v) sin presencia de perlas
y con un diametro promedio de nanofibras de ~188 nm.

De los ensayos anteriores fue posible concluir que la incorporacion de PVA
al CTS no confiere una mejora en la generacion de nanofibras de CTS, ya que las
nanofibras de mejor calidad se obtuvieron a concentraciones muy bajas de CTS,
representando solamente un 10% del material, por lo tanto se decidié probar con
otras alternativas descritas a continuacion.

En la siguiente Tabla se resumen las condiciones de operacién para la
generacion de fibras de PVA/CTS.

TABLA 3. Condiciones de operacién para el electrohilado de PVA/CTS.

Condiciones de operacion Ensayadas Optimas
[CTS] (wt.-%) 1-9 8-9
[PVA] (wt.-%) 7.8-9 9

50:50 60:40 80:20
Proporciones (PVA/CTS) 70:30 80:20 :

. 90:10
90:10

[AcOH](%v.v) 80 -90 90
[HCI] M 0.4 -
Voltaje (kV) 6 — 26 11.5-125
Temperatura (°C) amb - 70 40
Flujo masico (mL/min) 0.0025 - 3 0.01 -0.015
Distancia al colector (cm) 4-20 15
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7.5. Generacidén y caracterizacion de nanofibras de
guitosano puro.

Dado que las concentraciones de CTS en la nanofibras obtenidas en la
combinacion PVA/CTS eran bajas se decidié explorar otra metodologia para el
electrohilado de CTS, la cual emplea una mezcla de ATF y CH2Cl2 como
disolventes, ya que se describen algunos factores que pudiesen favorecer un

electrohilado de calidad (Hasegawa et al., 1992):

» ElI ATF forma sales con los grupos amino del CTS lo que destruye la
interaccién rigida entre las moléculas de CTS, facilitando asi el

electrohilado.
» La alta volatilidad de ATF es propicia para la rapida solidificacién del chorro
electrificado de la disolucién de CTS-ATF.

Por lo tanto, se procedié a la elaboracion de una bateria de soluciones de
CTS a diferentes concentraciones a fin de alcanzar la 6ptima para el electrohilado,

disolviendo el biopolimero en una mezcla de ATF-CH2Clz (7:3).

Las soluciones se mantuvieron en agitacion constante hasta por 24 h para

disolver completamente el CTS (Figura 22).
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FIGURA 22. Apariencia del CTS antes y después de su disolucion. A) CTS en polvo, B) CTS al momento de
agregar la mezcla de disolventes (ATF/CH2Cl2) y C) solucion de CTS después de 24 h.

Al intentar electrohilar las soluciones de CTS, la acidez de las soluciones
produjo el endurecimiento y deterioro de las mangueras de PVC que se emplean
para el transporte de la soluciones poliméricas desde la bomba de infusién a la
aguja eyectora del equipo de electrohilado; por lo que se probaron algunos
materiales mas resistentes, encontrando que las mangueras de nylon eran

capaces de resistir el transporte de dichas soluciones.

Nuevamente se inicié con la blusqueda de las condiciones adecuadas para
la formacién de nanofibras, tomando como base las condiciones de operacion
ensayadas anteriormente (Tabla 4). Continuamente, fueron modificadas las
variables tanto de la solucibn como las del equipo a fin de encontrar las

condiciones 6ptimas para el electrohilado, las cuales se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4. Condiciones ensayadas para el electrohilado de CTS en ATF/CH.Cl..

Solucién Variaciones en el Equipo
» CTS:4,5,6, 7, .
Concentracion Voltaje 15 - 24 kV.
8 (wt.- %)

Disolvente ATF: CH2Cl2 (7:3) Temperatura 38 -49°C.
Flujo masico 0.01 — 0.1 mL/min.

pH 0-2 Tipo de colector Plano y tambor rotatorio
Distancia al colector 10-22cm.
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Inicialmente se utilizé un colector plano debido a la facilidad que presenta
su manejo. Por medio de una simple inspeccion Optica fue posible observar la
generacion adecuada del jet para la formaciéon de nanofibras al modificar las

variables del equipo.

La formacion del cono de Taylor junto con el aspersor de la solucion
polimérica produjo casi de manera instantdnea la formacion de nanofibras en el
colector. Sin embargo, no fue posible obtener fibras poliméricas homogéneamente

depositadas sobre la totalidad del area del colector (Figura 23).

Estos ensayos dieron como resultado la obtencion de nanofibras no
adecuadas que se encontraron depositadas tanto en las superficies metalicas del
equipo como en el centro del colector plano, lo cual producia una acumulacién
(Figura 23C); aun cuando se retiraron facilmente de la cubierta de aluminio del

colector debido a su espesor.

FIGURA 23. Electrohilado de la solucion CTS-ATF/CH2Cl2 empleando el colector plano.
A) Formacion del como de Taylor, B) y C) Recuadro naranja donde se observa la zona con presencia de fibras
en el colector.

En el siguiente ensayo se empled un colector de tambor rotatorio, (Figura
24A), con velocidad de giro entre 1800-3600 rpm. Los resultados fueron

satisfactorios ya que se favorecio la dispersion de la solucion polimérica sobre la
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totalidad del area del colector (Figura 24C) obteniendo una fibra con un espesor

adecuado, resistente y facilmente extraible del soporte.

Después de mudltiples ensayos se determinaron y optimizaron las
condiciones adecuadas para la obtencion de nanofibras de CTS, las cuales se
presentan en la Tabla 5.

FIGURA 24. Electrohilado de la solucion CTS-ATF/CHzCl. empleando el colector rotatorio.
A) Colector sin fibras en la superficie metalica, B) Aspersion de la solucion polimérica y C) Formacion de
nanofibras sobre el colector.

TABLA 5. Condiciones adecuadas para el electrohilado de CTS en ATF/CHCl..

Solucién Equipo
Concentracion CTS: 8 (wt.- %) Voltaje 21 - 23 kV.
Disolvente ATF: CH2Cl2 (7:3) Temperatura 45° C.
pH Flujo masico 0.08 mL/min.
Tipo de colector Tambor rotatorio
-2 Distancia al colector 20 cm.
Velocidad del colector ~ 1800 — 2000 rpm
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Las nanofibras generadas empleando ambos colectores se sometieron a un
tratamiento térmico en estufa (72 °C) por 16h para retirar el remanente de
disolvente. Finalmente, las fibras fueron analizadas por Microscopia Electronica de
Barrido por Emision de Campo (MEB-EC) (Figura 25).

FIGURA 25. Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo (MEB-EC).

Las nanofibras obtenidas al utilizar el colector plano tiene una apariencia
algodonosa y sus propiedades mecénicas no son adecuadas para su
manipulacion (Figura 26A), las micrografias obtenidas por MEB-EC muestran
nanofibras que nos son rectas y mas bien presentan ondulaciones, ademas se
observa la existencia de mudltiples espacios libres, lo cual reduce
considerablemente su resistencia y la capacidad de funcionar como soporte
(Figuras 26B y 26C).

El diametro de las fibras se ubicé en un rango de 5-25 um (Figura 26C), lo

cual es considerablemente grande tomando en cuenta que las fibras que
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funcionan adecuadamente como soporte tienen un diametro no superior a los 0.5
um (Sill et al., 2008); sin embargo, es importante resaltar que estas fibras no

presentan “perlas”.

Por su parte, la caracterizacion microscépica de las nanofibras obtenidas
con el tambor rotatorio (Figuras 27A y 27B), demostr6é que la mayoria de estas se
disponen en una direccion, lo cual se debe a la rotacion en un solo sentido del

colector.

La disposicion homogénea de las nanofibras, la baja porosidad y la poca o
nula presencia de defectos las convierte en candidatas potenciales para actuar

como soporte del complejo [Agz-(afinina)](NOs)2. El diametro promedio de las

nanofibras es de 0.5 -1 um, sin embargo fue posible observar fibras de hasta 3.17

pum de diametro (Figura 27E).

De esta forma se determinaron los parametros adecuados tanto del equipo
como de la solucion de CTS puro para la produccién de nanofibras de buena

calidad.

p e
SV

b
i

FIGURA 26. Nanofibras de CTS-ATF/CH2Clz obtenidas empleando el colector plano.
A) Consistencia algodonosa y facilidad de extraccion de la fibra, B) y C) Micrografias de las nanofibras y
espacios vacios, nanofibras mas gruesas con diametros aprox. 25 pm.
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FIGURA 27. Nanofibras de CTS-ATF/CH2Cl2 obtenidas empleando el colector de tambor rotatorio.
A) Facilidad de extraccion de la fibra, B) uniformidad de la fibra electrohilada C), D) y E) micrografias de
nanofibras, donde las mas gruesas presentan un diametro aprox. de 3.17 um.
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Una vez definidas las condiciones Optimas para la obtencion de nanofibras
de CTS, se exploro el electrohilado de CTS con afinina 'y de CTS con AgNOs, con
el propdsito de determinar el comportamiento de la solucion acida de CTS vy del

proceso de electrohilado con la adicion de cada uno de los componentes.

Para la generacion de nanofibras de CTS-afinina se tom6é como base la
DLso de la afinina que corresponde a 75 pug/mL para definir su concentracion; cabe
recordar que dicha concentracion inhibe completamente el desarrollo del micelio
de varias especies de hongos fitopatogénos (Molina et al., 2004). Al adicionar la
afinina en la solucién CTS-ATF/CH2Clz (Figura 28 A y 28B), esta se disolvi6 tras
agitarse durante algunos minutos. La solucién no presenté cambio aparente por lo
que resultd ser electrohilable empleando las condiciones de operacion descritas

anteriormente para el electrohilado de CTS puro.

Por medio de MEB-EC se observaron diferencias significativas en la
morfologia de las nanofibras CTS-afinina, respecto de las nanofibras de CTS puro,
se resalta la funcion de estas como soporte para las moléculas de afinina que
recubren casi la totalidad de la nanofibra, ya que es posible apreciar aglomerados
de moléculas de afinina, los cuales poseen un aspecto oval compactado debido
presumiblemente al vacio ejercido durante el analisis por MEB-EC;
adicionalmente, se observan la presencia de algunas perlas de CTS en las

nanofibras (Figura 28D).

En la Figura 29 se muestra el microandlisis por Dispersion de Energias de
Rayos X (EDX) de la nanofibra de CTS-afinina, llevado a cabo en el MEB-EC. En
este andlisis se demuestra cualitativamente la presencia de atomos de C, Ny O;
los cuales constituyen a la afinina y al CTS; adicionalmente, se evidencia la
presencia de flior procedente de la mezcla de disolventes de ATF/CH2Cl2

empleado para solubilizar el CTS.
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FIGURA 28. Nanofibras de CTS-afinina.

A) y B) Adicion y mezcla de afinina con la solucién de CTS-ATF/CH:Cl2 C) Nanofibra de CTS-afinina, D)
micrografias de cumulos de afinina (CA) sobre nanofibras y presencia de algunas perlas (PQ) y E) Diametro

maximo de las nanofibras aprox. de 580 nm.
BEDOLLA-CAZARES n



Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

7

& 10 12 14
ke

FIGURA 29. Microanalisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX)
de las nanofibras de CTS-afinina.

7.6. Ensayos para la sintesis de AgNPs en soluciones de
guitosano

La obtencion de AgNPs en solucion de CTS fue explorada mediante dos
técnicas. Después de obtener una solucibn adecuada se llevé a cabo el

electrohilado de una solucion de CTS-AgNPs.

La primer técnica examinada fue propuesta por Moharram et al. (2014), en
la cual se preparan dos soluciones, una de CTS (6.92 mg/mL) en AcOH y otra de
AgNOs (8.84 mg/mL) en agua desionizada. Al mezclar ambas soluciones en una
proporcion 2:1, respectivamente, se obtiene una solucibn homogénea la cual se
mantiene en agitacion constante y calentamiento por 16 h para obtener las AgNPs
en solucién. De acuerdo a sus resultados, el analisis por medio de espectroscopia
UV-Vis y Microscopia Electronica de Transmitancia (TEM) mostré que la

temperatura y tiempo de calentamiento influyen en el tamafio y distribucion final de
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las AgNPs. A mayor temperatura, mayor tamafio y menor distribucion de las

nanoparticulas.

Esta técnica fue ajustada a los requerimientos del electrohilado de las
soluciones de CTS en ATF. Con el fin de mantener la relacion de las
concentraciones de CTS-AgNOs y dado que la de CTS en la solucion de
ATF/CH2Cl2 es del 8%, la concentracion final de la sal de AgNOs empleada fue de
2.947 mg/mL. Se modificaron el tiempo de agitaciéon a 8 h y la temperatura de
calentamiento a alrededor de 50 °C ya que el empleo de ATF requiere de
condiciones mas suaves de operacién debido a que es mas volatil que el AcOH.
Modificando las proporciones de CTS-AgNOs (2:1 y 3:1) se obtuvieron soluciones
homogéneas, de baja viscosidad y acidez, las cuales al reducirse la plata se

tiferon de un morado opaco a beige (Figura 30).

FIGURA 30. Produccion de solucion de CTS-AgNO:s.
A) Solucién de AgNOs, B) Adicién del AgNOs a la solucion de CTS-ATF/CH2Cl2 C) Solucidn final tras 8 h de
calentamiento y agitacion constante.

En el electrohilado de las soluciones preparadas se emplearon tanto el
colector plano como el colector de tambor rotatorio. Fue posible apreciar la escasa

formacion de nanofibras en una seccion cuando se empleo el colector plano, asi
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como una capa formada por la eyeccion de gotas de solucién polimérica hacia el
colector. Al intentar encontrar las condiciones adecuadas de electrohilado, con el
incremento en la diferencia de potencial aplicada sobre la solucién polimérica se
propiciaba la formacion de aglomerados de plata dentro de la solucion, lo que
continuamente bloqueaba el paso de la solucién de la punta metélica al colector
evitando la generacién de nanofibras, aunado a una mayor carga electrostatica en
la superficie de la manguera lo cual provocaba descargas eléctricas que pudieran
dafar tanto al equipo de electrohilado como a la bomba inyectora. Las condiciones

de operacion exploradas para el electrohilado se muestran en la Tabla 6.

La segunda técnica empleada para la produccion de nanoparticulas de
plata consistié en la exposicién directa de la solucibn de CTS-AgNOs en una
proporcion (2:1) a radiacion solar por 30 minutos. Transcurrido este tiempo la
solucién marrén se torné morada indicando la reduccion de la plata. Sin embargo,
esta solucion presentd las mismas complicaciones que la anterior al ensayar el

electrohilado (Figura 31).

FIGURA 31. Ensayo de electrohilado de la solucion CTS-AgNOs reducida por radiacién solar.
A) Aspecto de la solucién reducida B) Aspersion de la solucion polimérica hacia el colector, C) Evidencia
iniciales de la formacion de nanofibras sobre la base del colector.

Solucién Equipo
Concentracion CTS: 8 (wt.- %) Voltaje 20 - 25 kV.
Sal de AgNOs: 2.947  Temperatura
42 - 45 ° C.
mg/mL
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Disolvente ATF: CH2Cl2 (7:3) Flujo masico 0.05 - 0.1 mL/min.
Tipo de colector Plano y tambor
rotatorio
pH 0-2 Distancia al colector 20 - 25 cm.

Velocidad del colector 1200 — 2000 rpm

TABLA 6. Condiciones ensayadas para el electrohilado de la solucién CTS-AgNOs.

7.7 Sintesis y caracterizacion de AgNPs en solucion de quitosano
por el método de foto-reduccién

Por medio del método de foto-reduccion fue posible generar AQNPs a partir
de soluciones de CTS 2% en AcOH 1%, con diferentes concentraciones de AgNOs
(1, 5y 10 mM), las cuales exhiben una importante actividad antimicrobiana (Hong
et al., 2007), de igual manera, se realizd la reduccién del AgNOs presente en el

complejo [Agz-(afinina)](NOs)2 (75 pg/mL) sintetizado.

El método de foto-reduccion consistio en exponer las soluciones de CTS
antes mencionadas a la radiacion solar durante 2 h, para asegurar una Optima
absorcion de luz ultravioleta (UV) (Esquema 2). Pasado este tiempo las soluciones
turbias se colorearon de anaranjado a morado, y hasta un café intenso

dependiendo de la concentracion de AgNOs empleada (Figura 32). Las
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interacciones de coordinacion entre los iones de plata y los grupos amino del CTS

se llevan a cabo por quelacion (Lopez et al., 2013).

h
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ESQUEMA 2. Generacion de las AgNPs por Foto-reduccion en solucién de CTS.

Posteriormente, por medio del espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scientific,
Genesys 10S) se obtuvieron los espectros de absorbancia de las soluciones
(Figura 33), encontrando para todas ellas una banda de absorcion caracteristica
gue revela la presencia de las AgNPs entre 390-420 nm (El-Rafie et al., 2011; Lee
et al., 2014).

FIGURA 32. Soluciones de CTS 2% en AcOH 1%, antes y después de la irradiacién solar.
A) Consistencia lechosa que presentan las soluciones con AgNOs, B) con complejo
[Agz-(afinina)](NOs)2, C) con AgNOs a concentraciones 1y 10 mM.

De esta forma se verifica la eficacia de la técnica en la sintesis de

nanoparticulas metélicas donde el polimero actia como agente reductor,
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dispersante y estabilizante de las mismas. Cabe recordar que la reduccién de la

sal metélica se lleva a cabo empleando AcOH.

Una vez verificada la formacion de AgNPs en todas las soluciones
poliméricas preparadas en AcOH, se prosiguié con la elaboracién biopeliculas a
partir de estas soluciones; las cuales se preparan vertiendo las soluciones
poliméricas en cajas Petri y tratadas térmicamente en una estufa a 68 °C durante
6 h para evaporar el disolvente (Figura 34A). Una vez obtenidas las biopeliculas
se fragmentaron en trozos mas pequefios para facilitar su redisolucion en
ATF/CH2Cl2 en agitacion constante, lo cual tom6 de 3 a 4 dias hasta la obtencion

de una solucion homogénea y sin residuos (Figuras 34B y 34C).

Es importante mencionar que este paso es necesario realizarlo debido a
que las soluciones poliméricas de AcOH no son viables para la produccion de
nanofibras por el método de electrohilado de acuerdo los resultados
experimentales, ademas de que las soluciones de ATF/CH2Cl2 no permiten la

reduccion de la sal metalica.
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FIGURA 33. Espectros Uv-Vis de las soluciones de CTS 2% en AcOH 1%, empleando el complejo [Agz-
(afinina)](NOs)2, diferentes concentraciones de AgNOs, y CTS puro, donde se revela la presencia de AgNPs
gracias a la banda de absorcion entre 390 — 420 nm.

FIGURA 34. Preparacion de soluciones para Electrohilado.
A) Soluciones de CTS con diferentes concentraciones de AgNOs, B) Reduccion de tamafio de las biopeliculas,
C) Redisolucion de las biopeliculas en ATF/CH2Cl>.
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7.8 Generacion de nanofibras con AgNPs provenientes de AgNOs y
del complejo [Agz-(afinina)](NO3)2

Posteriormente se inicié con la busqueda de las condiciones Optimas para
el electrohilado de las soluciones preparadas, tomando como base las
encontradas previamente para CTS puro en ATF/CH2Clz. Las soluciones en ATF
de CTS con sal de AgNOs y de CTS/afinina-AgNPs (complejo [Ag2-
(afinina)](NOs)2) presentaron una menor viscosidad comparadas con las
soluciones de CTS puro, obteniendo inicialmente delgadas capas de material
polimérico sobre el area superficial del colector, que diferian a las nanofibras de
CTS (Figura 35). Debido a la baja concentracion de CTS en la solucion, la
viscosidad disminuye, y debido a esto se produce un efecto denominado
“electrospraying” en la cual se forman particulas en vez de fibras sobre el colector
(Li-Wang, 2013); por lo cual se opt6é por incrementar la concentracion de CTS en

cada una de las soluciones (Figura 36).

Asimismo se encontrdé una relacion entre la concentracion de Ag* en las
soluciones y la viscosidad; a mayor concentracion de Ag* en las soluciones, menor
viscosidad y por consiguiente mayor concentracion de CTS necesaria para
obtener una nanofibras de calidad.

FIGURA 35. Ensayo de Electrohilado de soluciones de CTS con AgNOs.
A) Capa polvosa uniforme sobre el colector metdlico, B) Detalle del escaso grosor de la capa polvosa 'y

coloracion morada de la solucion empleada.
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FIGURA 36. Detalle morfologico de fibras electrohiladas, con creciente concentracion de CTS y

constante concentracion de AgNPs. El grosor en A no es suficiente puesto que se logra apreciar la base
metalica. El grosor en D es 6ptimo debido a que la fibra recubre el area superficial de la base.

Para cada pelicula de nanofibras generada (CTS, CTS-afinina, CTS- AgNO3
CTS-AgNPs, CTS/afinina-AgNPs y CTS/afinina+AgNPs se emplearon alrededor
de 14 mL de solucién polimérica, produciendo asi nanofibras de buena calidad con
resistencia mecanica, de facil manejo y facilmente extraibles del colector metalico
(Figura 37).

En la Tabla 7 se presentan las condiciones de operacion Optimas para el
electrohilado de las soluciones poliméricas, las concentraciones de CTS, afinina y

AgNOs3 empleadas, asi como los parametros de operacion del equipo.
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FIGURA 37. Fibra de CTS 9% en ATF/CH:Clz con [Agz-(afinina)](NO3)-.
A) Se detalla el grosor de la fibra que cubre el aluminio del colector metalico B) Fibra que cubre la totalidad del
colector siendo retirada de este.

A continuacibn se muestran las condiciones de operacion de seis
nanofibras, en las cuales se puede observar que al modificar la presencia y/o
concentracion de alguno de los componentes empleados los parametros del

equipo deben ser modificados a fin de obtener nanofibras adecuadas.

TABLA 7. Condiciones de operacion para el Electrohilado de las soluciones poliméricas.

Condiciones de

. Soluciones
operacion

[Complejo [AgQe- ) ) 75 i ) )
(afinina)](NOs)2)] pg/mL
[CTS] (wt.-%) 8 8 9 9 12 12
[Afinina] pg/mL - 5 - 75 - -
[AgNO3] mM - - - 0.667 1 5
Voltaje (kV) 21-23 21-23 33.3 35 30 36.13
Temperatura (°C) Ambiente
Flujo masico mL/min) 0.08 0.08 0.025 0.01 0.045  0.038
Distancia al colector (cm) 20 20 20-22 20- 22 20-22 20-22
Xg'rg;:'dad del colector 1800-2000 1800-2000 ~1700  1800-2000 ~2600  ~2300

Por otro lado, debido a la toxicidad que representa el ATF remanente en las
nanofibras, resulta necesario explorar una técnica que permita retirarlo, asimismo
analizar los efectos macro y microscopicos de este tratamiento sobre las

nanofibras.
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7.9 Tratamiento alcalino para la neutralizacion del ATF presente en
las nanofibras de quitosano

Inicialmente se realizaron ensayos empleando distintos disolventes a fin de
encontrar aquel que no solubilizara la fibra y la deformara lo menos posible ya que
al contacto con estos la fibra pierde su resistencia mecénica y flexibilidad (Tabla
8).

El CTS en su estado puro es soluble solo en soluciones acidas por lo que
en agua y demas solventes polares y no polares es insoluble; sin embargo, la
solubilidad del CTS se modifica al estar en forma de fibra, lo cual la hace soluble
en agua debido a la interaccion del ion trifluroacetato con el grupo amino
protonado del CTS; al emplear una base fuerte se extrae al ATF en forma de sal y
se desprotona el grupo amino dejandolo neutro, de esta forma vuelve a ser

insoluble en agua (Supaphol et al, 2006) (Figura 38).

Dentro de las bases examinadas destacan las soluciones acuosas de
NaOH 1M y Na2COs 5M asi como la solucion NaOH 1M en metanol; encontrando
hasta el momento a esta Ultima como la opcién més viable para llevar a cabo la

neutralizacion puesto que no deterioraba en gran medida las fibras.

Disolvente Disolvente
AcOH v ATF/CHCl, v
Acetona X CH2Cl: X
Agua v CHsCN X
AcoEt X THF v
Hexano X CH30H X
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CHCls X

TABLA 8. Solubilidad de las fibras de CTS.

Soluble (v ), no soluble (X)

OH HsC o OH HsC o]
o NH . o NH .
1o J ISR 4o 4 CFyC00" N
Ho §o J ° *Na"__ g [HO go J : @
CF4CO0™NH" NH*
OH OH
— = n — 4 n
OH HyCo O OH HsC O
. o NH . o NH
“To e : o A
HO go J° *HO 3 o §o J e RO
OH OH
— —4n — —n

FIGURA 38. Esquema de reaccion de la neutralizacion de las fibras de CTS al utilizar
NaOH (Supaphol et al, 2006).

La neutralizacion se llevo a cabo en un recipiente cerrado en donde la fibra
fue inmovilizada para evitar su deformaciéon (Figura 39A), posteriormente se
sumergio en la solucién alcalina por 30 minutos para después lavar repetidamente

la fibra con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro (Figura 39B). Durante este
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proceso se perdid la estructura elastica y resistente de la fibra dejando como

resultado una pelicula semitransparente (Figura 39C).

Una vez optimizada la técnica de neutralizacion se tomaron muestras de
cada una de las fibras electrohiladas para realizarles este tratamiento, teniendo
como propédsito la comparacion microscopica de la morfologia de las fibras asi

como la presencia de las AgNPs entre las fibras tratadas y no tratadas.

El analisis por MEB-EC permite examinar de forma detallada la morfologia
de una muestra por medio de la técnica de Electrones Secundarios (ESI), la
técnica de Electrones Retrodispersados (BSE) permite detectar en una imagen
diferentes elementos quimicos diferenciandolos por contraste de brillo,
ilumindndose de esta manera las zonas con presencia de atomos mas pesados

que el resto.

Asimismo es posible realizar un andlisis semi-cuantitativo de la composicion
quimica de una muestra por medio del detector de Energia Dispersiva de Rayos X
(EDX).

FIGURA 39. Proceso de neutralizacion de las fibras.

A) Inmovilizacién de la fibra para evitar su deformacion, B) Introduccion de la fibra en la solucion alcalina, C)
Comparacion entre fibra antes y después del tratamiento alcalino.
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Si bien estas herramientas permiten revelar la presencia y disposicion de
las AgNPs en las fibras, resulta imposible observarlas con detalle debido entre
otras cosas: a su tamafio nanométrico, la resolucion del equipo, el limite de
deteccidn para el analisis EDX, asi como por el tratamiento de metalizado aplicado
a las muestras no conductoras (organicas) para poder ser observadas, ya que el
metalizado sobre las nanofibras puede llegar a confundirse visualmente con las
AgNPs.

7.10 Caracterizacion microscoépica de biopeliculas y nanofibras que
contienen sal de AgNOs3 y complejo [Agz-(afinina)](NOz3)2

Entre de las numerosas fibras y biopeliculas generadas, se eligié un grupo
representativo para ser examinado en MEB-EC (Tablas 9 y 10), debido a que
algunas de ellas no difieren tanto en su composicién por lo cual se puede llegar a

inferir las caracteristicas morfologicas a partir de muestras similares

Biopeliculas
No. de muestra 1 2 3
[Complejo [Age- 75 75
(afinina)](NOs)2) ] pg/mL
[CTS] (wt.-%) B 2 2
[Afinina] pg/mL
[AgNO3] mM 5
Irradiacion solar * v v v
Tratamiento alcalino 2* X X

TABLA 9. Composicion de las biopeliculas analizadas por MEB-EC.
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Nanofibras
No. de muestra 6 7 8 9 10 11
[Complejo [AgQe-
(afinina)](NO3)z2) ] 75
Hg/mL
[CTS] (wt.-%) 8 8 8.5 8.5 9 9
[Afinina] pg/mL 75 75 75
[AgNO3s] mM 5 10 10 0.667 0.667  0.667
Irradiacion solar ** v v v X X v v
Tratamiento alcalino 2* X v X v X X

TABLA 10. Composicion de las nanofibras analizadas por MEB-EC.

1* para la generacion de AgNPs en soluciones de CTS-AcOH aq
2* [levado a cabo una vez preparadas las biopeliculas vy electrohiladas las nanofibras

(v) se llevé a cabo
(X) no se llevo a cabo

El andlisis SEI de la muestra 1 (Figura 40) muestra la uniformidad y

morfologia planar de la biopelicula, mientras que el andlisis BSE (Figura 40B y

42C) por su parte muestra la presencia de AgNPs distribuidas homogéneamente

sobre el area de la biopelicula. El microanalisis EDX (Figura 41) confirma la

presencia de plata en la muestra.
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FIGURA 40. Micrografias de muestra 1 (biopelicula, CTS-AgNPS, 5mM). A) Obtenida por analisis SElI,
mostrando la morfologia uniforme y plana de la biopelicula B) y C) Evidencia por andlisis BSE de la presencia

de plata.
£Ell’e"l[c /S L
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FIGURA 41. Microanalisis por Dispersiéon de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 1 (Figura 40C) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

La muestra 2 es una biopelicula que contiene AgNPs provenientes de la
fotoreduccion del complejo [Agz-(afinina)](NO3)2 y su morfologia se aprecia en la
Figura 42A, se observa que la cantidad de AgNPs es significativamente menor al
presentado en la muestra 1, lo cual se distingue por la menor cantidad de puntos

luminosos sobre el area superficial de la biopelicula (Figura 42B).
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Aun cuando la cantidad de AgNPs es menor, la presencia de la plata esta
dispersa de manera uniforme sobre la biopelicula lo cual se denota con el andlisis
EDX mostrado en la Figura 43.

FIGURA 42. Micrografias de muestra 2 (biopelicula, CTS/afinina-AgNPs, 75ug/mL).
A) a 1000x y B) 2500x se observa la morfologia uniforme y plana de la biopelicula, asi como la evidencia de la
presencia de plata por analisis BSE.
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FIGURA 43. Microanalisis por Dispersiéon de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 2 (Figura 42B) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

La muestra 3 es la biopelicula de la muestra 2 a la cual se le realizo el
tratamiento alcalino con NaOH 1M en MeOH para retirar el AcCOH remanente,
proveniente de la solucién de CTS. Este procedimiento se realizé con el propdésito
de observar los efectos macro y microscopicos del tratamiento sobre las

biopeliculas.

Macroscopicamente se observd que al realizar el tratamiento alcalino las

biopeliculas se deforman, pierden elasticidad y se vuelven rigidas tras el secado.

Como se observa en la Figura 44 la morfologia de la biopelicula se vio
modificada por este tratamiento, donde es posible observar dos texturas dentro de

la muestra, en la cual la biopelicula parece experimentar degradacion.

Por otra parte también es posible apreciar que se mantiene la presencia de
plata sobre la biopelicula, lo que indica que el tratamiento alcalino no remueve las

AgNPs, esta evidencia también es soportada por el analisis EDX (Figura 45).

BEDOLLA-CAZARES



Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

FIGURA 44. Micrografias de muestra 3 (biopelicula, CTS/afinina-AgNPs, 75ug/mL- tratamiento alcalino). A) a
1000x y B) 5000x se observa una modificacién en morfologia de la biopelicula, asi como la evidencia de la
presencia de plata tras el tratamiento alcalino.

No fue posible obtener micrografias de las biopeliculas a un mayor
aumento, ya que el haz de electrones del MEB-EC originaba una fisura dentro de
la biopelicula, la cual se expandia anulando la posibilidad de analizar esa seccion

con mayor detalle debido a la degradacién de la muestra por el haz.
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FIGURA 45. Microanalisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 3 (Figura 44) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

Las micrografias de la muestra 4 (Figura 46) la cual contiene AgNPs en una

concentracion 5 mM exhibe una red de nanofibras ligeramente alineadas en una
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direccién y otras de mayor diametro curveadas. En las Figuras 46B y 46C se
muestra la homogeneidad en los tamafos de las nanofibras, pocos espacios

vacios, asi como la presencia de cumulos sobre algunas de las nanofibras.

La Figura 47A muestra nanofibras con diametros un rango de 0.27-0.88 pm;
asimismo haciendo una ampliacién de esta micrografia, en las Figuras 47B y 47C
es posible observar aglomerados de plata (visibles por analisis BSE) tanto
embebidos como sobre la superficie de las fibras. ElI microanalisis EDX de la

muestra 4 (Figura 48) confirma la presencia de plata.

FIGURA 46. Micrografias de muestra 4 (nanofibra, CTS/AgNPs, 5mM). A) Obtenida por analisis SEl, B)
Mostrando nanofibras ligeramente curveadas, C) Mostrando pocos espacios vacios y relativa homogeneidad
en los tamafios de las nanofibras.
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FIGURA 47. Micrografias de muestra 4 (nanofibra, CTS/AgNPs, 5mM). A) Obtenida por analisis SElI,
mostrando diferentes diametros de las nanofibras B) y C) Evidencia por analisis BSE de la presencia de plata
sobre cumulos de la nanofibra.
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FIGURA 48. Microanalisis por Dispersiéon de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 4 (Figura 47C) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

La muestra 5 representa la muestra 4 a la cual se le realizé el tratamiento
alcalino para retirar el ATF remanente del proceso de generacion de las
nanofibras. Como se observa en la Figura 49A y 49B las nanofibras neutralizadas
presentan una morfologia similar a las recién electrohiladas, sin embargo estas
sufren un ensanchamiento debido a la fusion entre fibras cercanas. Este
acumulamiento de material, macroscopicamente se traduce en la perdida de las
propiedades mecanicas de la nanofibra asi como un cambio de apariencia la cual

es mas cercana a una biopelicula.

Por otra parte en la Figura 49C (obtenida por andlisis BSE) es posible
apreciar la presencia de algunos puntos luminosos sobre la pelicula de nanofibras
tratada; por lo que mediante el analisis EDX se confirma la presencia de plata

sobre la muestra (Figura 50).

BEDOLLA-CAZARES



Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

FIGURA 49. Micrografias de muestra 5 (nanofibra, CTS/AgNPs, 5mM — tratamiento alcalino).
A) Obtenida por andlisis SEI, nanofibras ensanchadas por B)y C) Evidencia por analisis BSE de la presencia
de plata sobre cimulos de la nanofibra.

Si se comparan las muestras que recibieron el tratamiento alcalino respecto
de las que no, de acuerdo al analisis EDX, se observa que a las que se les aplico
el tratamiento poseen un menor porcentaje de plata. Esta disminucién podria
atribuirse a la disolucién de la plata en el medio durante el tratamiento alcalino, lo
que indica la liberacibn de AgNPs en biopeliculas y nanofibras necesaria para

poder presentar su actividad biolégica (Figura 50).

El analisis EDX de la nanofibra muestra la presencia de Fluor que no fue
retirado en su totalidad de la nanofibra. Si bien la concentracién porcentual de este
elemento disminuyé en comparacion a las nanofibras que no recibieron el
tratamiento, se puede asumir que el tratamiento requiere de mas tiempo para

liberar al ATF de la nanofibra.
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FIGURA 50 Microandlisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 5 (Figura 49C) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

El siguiente andlisis corresponde a la muestra 6, la cual contiene una
concentracion 10 mM de AgNOs, la cual se adiciono a la solucion de CTS 8% en
ATF/CH2Cl2. Esta mezcla fue expuesta a la radiacion solar directa, sin embargo,
debido a la formacion de la sal de trifluoroacetato de CTS la formacion de las
AgNPs no fue favorecida lo que se comprob6 mediante por Espectroscopia UV-
Vis. Sin embargo, se observd una importante disminucion en la viscosidad de la

solucién.

En la Figura 51, se observan fibras curveadas dispuestas aleatoriamente,
de tamafio homogéneo y con pocos espacios vacios. Es posible apreciar en la
Figura 51B cumulos concentrados de plata soportadas sobre algunos sitios de las
nanofibras; caso contrario cuando hay presencia de AgNPs, las cuales dispersan a

todo lo largo y ancho de las nanofibras.
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FIGURA 51. Micrografias de muestra 6 (nanofibra, CTS/AgNOs, 10mM). A) Obtenida por analisis SEI, B)
Obtenida por andlisis BSE donde los puntos luminosos corresponden a cimulos de plata.

En la Figura 52A se aprecia un aglomerado de material sobre una de las
nanofibras antes mencionadas; el andlisis BSE de la Figura 52B confirma la
presencia de AgNOs en forma de aglomerados asi como en otros espacios
igualmente iluminados, asimismo se observa un relativo diametro homogéneo de
las nanofibras (0.27-0.32 pm). En la Figura 52C, un acercamiento a este
aglomerado permite observar con buena resolucién el metalizado sobre el area
superficial de las nanofibras, ademas el analisis EDX de la muestra 6 (Figura 53)

confirma la presencia de plata sobre las nanofibras.
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FIGURA 52. Micrografias de muestra 6 (nanofibra, CTS/AgNOsz, 10mM). A) Obtenida por andlisis SEI, B)
Obtenida por analisis BSE y mostrando tamafio de los diametros de las nanofibras, C) Detalle del metalizado
sobre las nanofibras y el aglomerado de AgNOs.
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FIGURA 53. Microanalisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 6 (Figura 52B) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

La siguiente muestra analizada consiste en la pelicula de nanofibras
compuesta por CTS y sal de AgNOs a una concentracion de 10mM, a la cual se le
realiz6 el tratamiento alcalino. En la Figura 54A es posible apreciar el
ensanchamiento de las nanofibras tal y como ocurri6 en la muestra 5, con la
diferencia de que los aglomerados de plata estan muy distantes entre si. Un
acercamiento a 5000x permite observar con mayor detalle la fusion de algunas
fibras lo que produce fibras de mayor diametro (Figura 54B). Por medio del
analisis BSE es posible apreciar en la misma seccion algunos aglomerados de
plata sobre la superficie y dentro de las fibras, los diametros de las fibras oscilan
entre 0.27-1.16 pum (Figura 54C).
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FIGURA 54. Micrografias de muestra 7 (nanofibra, CTS/AgNOs, 10mM — tratamiento alcalino).
A) Obtenida por andlisis SEI, B) Obtenida por anélisis BSE y mostrando tamafio de los didmetros de las
nanofibras, C) Detalle del metalizado sobre la nanofibra y el cumulo de AgNOs.

El andlisis EDX de la muestra 7 (Figura 55) permitié confirmar la presencia
de plata en las nanofibras, aun después del tratamiento alcalino. La presencia de
Fluor en la nanofibra (como en la muestra 5), indica que el tratamiento alcalino
requiere realizarse por mas de 30 minutos para liberar al ATF remanente. Sin
embargo la concentracion porcentual del Fluor disminuyo del 11.41 al 2.25% de la
muestra6ala?.
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FIGURA 55. Microanalisis por Dispersién de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 7 (Figura 54C) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

La muestra 8 es en una pelicula de nanofibras, la cual contiene afinina y
AgNOs sin coordinar pero en la misma proporcion, emulando la concentracion del

complejo [Agz-(afinina)](NO3)2 .

La sal de AgNOs no se sometié a irradiacién solar con el propésito de
observar un posible efecto sinérgico entre la afinina y el AgNOs. En la Figura 56A
se observan fibras de didmetros aproximados entre 0.11 - 0.18 um, asi como

aglomerados de afinina, y algunas perlas presentes en las nanofibras.

La baja concentracién del AgNOs produce que en las imagenes de BSE
(Figuras 56B y 56C) no se perciba facilmente la presencia de la plata en forma de
nanoparticulas, ya que esta se puede confundir con el tratamiento de “metalizado
con Cu” de las muestras; cabe mencionar que dicho metalizado es requerido para

visualizar a la muestra problema mediante esta técnica.

FIGURA 56. Micrografias de muestra 8 (nanofibra, CTS/afinina/AgNOs, (75ug/mL) y (0.667mM)
respectivamente). A) Obtenida por andlisis SEI, B) Obtenida por andlisis BSE y, C) Diametros de tamafios
aproximados de fibras y su alta presencia de deformidades.

La considerable porosidad y deformaciones no garantizan que la fibra
pueda funcionar como soporte para otros compuestos. Por otro lado, con un
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pequefio porcentaje, en comparacion a las muestras anteriores, se confirma la

presencia de plata en la fibra por medio del andlisis EDX (Figura 57).
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En la Figura 58 se muestran las micrografias correspondientes a la muestra
9 la cual contiene afinina y AgNOs sin coordinar pero en la misma proporcion
emulando la concentracion del complejo [Agz-(afinina)](NOs)2. Se puede apreciar

que no hubo generacién de AgNPs debido a que esta muestra no se expuso a la
radiacion solar.

En las Figuras 58A y 58B se distingue la descomposicion de la estructura
fibrilar y consecuente la formacién de aglomerados que se interconectan por
algunas fibras remanentes (Figura 58C).
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FIGURA 58. Micrografias de muestra 9 (nanofibra, CTS/afinina/AgNOs, (75pug/mL) y (0.667mM)
respectivamente)- tratamiento alcalino). A) Se muestra la presencia de fibras con cimulos de material
polimérico, B) Mayoria de cimulos en comparacion con nanofibras, C) Camulos poliméricos interconectados
por fibras.

FIGURA 59. Micrografias de muestra 9 (nanofibra, CTS/afinina/AgNOs, (75ug/mL) y (0.667mM)
respectivamente)- tratamiento alcalino). A) Obtenida por analisis SEI, mostrando cumulos interconectados por
nanofibras B) Analisis BSE sin evidencia de la presencia de plata en los cimulos y nanofibras presentes.

El analisis por BSE de la muestra 9 (Figura 59B) no permiti6 observar
presencia de plata mediante el analisis EDX (Figura 60). Se sugiere que la
concentracion de plata en la muestra es muy pequefia por lo cual no es posible su
deteccién, otra alternativa es que posiblemente se encuentra dentro de los

aglomerados que se presentan.
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FIGURA 60. Microanalisis por Dispersién de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 9 (Figura 59B) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

Las siguientes micrografias corresponden a la pelicula de nanofibras de la
muestra 10, la cual contiene afinina y AgNOs sin coordinar pero en la misma
proporcion emulando la concentracion del complejo [Agz-(afinina)](NO3s)2. Se
generaron AgNPs por foto-reduccion de la sal de AgNOs presente en solucién de
CTS. En la Figura 61A se observa la disposicion aleatoria y recta de las
nanofibras, con baja porosidad y algunos aglomerados de afinina dispersos. En la
Figura 61B se muestra una micrografia obtenida por SElI donde se observan
nanofibras de diametros similares, asi como su disposicion recta, ademas de baja
porosidad y deformidades. La Figura 61C, obtenida por BSE muestra la presencia
de plata, misma que se confirma en el analisis EDX (Figura 62), y la cual se

encuentra dispersa sobre la superficie de las nanofibras.

Comparando esta muestra con la muestra 8, se observa claramente la
dispersién uniforme de la plata en forma de nanoparticulas sobre las nanofibras en
contraste de cuando no se lleva a cabo la foto reducciéon. Esto indica que al no
exponerse la muestra a la radiacion solar, la plata se acumula y no se dispersa

sobre las nanofibras.
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Por otra parte se observa que la generacion de las AgNPs , o la
combinacion de ambos componentes en forma de complejo favorece la dispersion
de la afinina sobre las nanofibras, de tal manera que no es posible apreciar
aglomerados de esta sobre las nanofibras sino que posiblemente se encuentre

formando parte de estas.

Esto es facilmente distinguible al comparar las muestras en las que la

afinina y el AgQNOs fueron adicionados individualmente.

FIGURA 61. Micrografias de muestra 10 ((nanofibra, CTS/afinina+AgNPs, (75ug/mL) y (0.667mM)
respectivamente). A) Obtenida por andlisis BSE, mostrando cumulos dispersos de afinina, asi como presencia
de plata B) Obtenida por SEI, se muestran nanofibras sin deformidades presentes y de diametros similares y
C) Analisis BSE que confirma la presencia de plata en las nanofibras.
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FIGURA 62. Microanalisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 10 (Figura 61C) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

Finalmente, en las micrografias correspondientes a la muestra 11 (Figura
63), la cual contiene al complejo [Agz-(afinina)](NOs)2, se aprecian nanofibras
rectas y alineadas en todas direcciones (Figura 63A), a diferencia de las muestras
2 y 3, baja porosidad, donde coexisten fibras con diametros variados, lo que
podria afectar las propiedades mecanicas del compuesto (Figura 63B); sin
embargo, se muestran en mayor proporcidbn nanofibras con diametros

homogéneos (Figura 63C).
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FIGURA 63. Micrografias de muestra 11 (nanofibra, CTS/afinina+AgNPs, 75ug/mL). A) Obtenida por analisis
SEl, B) Mostrando nanofibras rectas, alineadas y algunos cimulos sobre algunas de las nanofibras, C)
Mostrando pocos espacios vacios y relativa homogeneidad en los tamafios de las nanofibras.

Es probable que dentro de las nanofibras se encuentre embebida la afinina;
ya que como se habia reportado anteriormente en las muestras donde la afinina
no se encuentra en forma de complejo (Figura 28), los aglomerados de afinina
eran soportados sobre una red de nanofibras, sin embargo ahora no son

observados.

En la Figura 64 se muestran dos micrografias de la misma area, donde por
medio del analisis BSE se confirma la presencia de un a&tomo de un alto peso
molecular, asi también por medio del analisis EDX (Figura 65) se comprueba la
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presencia de plata en la nanofibra, la cual al parecer se encuentra embebida
formando parte de la nanofibra y no de manera superficial. Ademas, es posible

apreciar el detalle del metalizado sobre las nanofibras.

FIGURA 64. Micrografias de muestra 11 (nanofibra, CTS/afinina-AgNPs, 75ug/mL).
A) Obtenida por andlisis SEI, B) Evidencia de la presencia de plata en andlisis BSE y mostrando detalle del

metalizado sobre la nanofibra.
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FIGURA 65. Microanalisis por Dispersion de Energias de Rayos X (EDX) de la muestra 11 (Figura 64B) y el
porcentaje de los componentes elementales presentes en la muestra.

Finalmente, se analizaron los espectros de IR de las nanofibras: CTS,
CTS/afinina-AgNPs y CTS/afinina-AgNPs (después del tratamiento alcalino),
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donde fue posible observar interesantes cambios que llevan a la confirmacion de

la remocion del ATF presente en las nanofibras.

En la Figura 66A se muestra el espectro de IR correspondiente al CTS puro,
donde se observan bandas caracteristicas de estiramientos (v -N-H) en 3359.08
cml, (v -O-H) en 3277.77 cm?, (v -CHz2) en 2873.28 cm1, carbonilo de amida (v -
C=0)

en 1648.48 cm™, vibraciones de flexion de (8 -NH2) en 1587.38 cm?, de metilos (&
-CH3s) y metilenos (6 -CH2-) en 1417.70 y 1374.89 cm respectivamente, un
estiramiento (v -C-N) en 1315.11 cm, la banda (vas -C-O-C) en 1150.38 cm™ esta
relacionada a vibraciones asimétricas (-C-O) en los puentes de oxigeno resultante
de la desacetilacién del quitosano. Las bandas entre 1026 y 1061 cm™ se
atribuyen a vibraciones (vs -C-O-C) del esqueleto del quitosano y la pequefa
banda situada en 895 cm™ corresponde a vibraciones de aleteo (o -C-H); estos
desplazamientos coinciden con los reportados por Staroszczyk et al., 2014;
Zakaria et al., 2012; Paluszkiewicz et al., 2011; Yuan et al., 2010.

La Figura 66B muestra el espectro de IR de la pelicula de nanofibras de
CTS/afinina-AgNPs. Se aprecian algunas diferencias, como el incremento en la
intensidad de la banda (v -C=0), lo cual esta relacionado con la presencia del
carbonilo de amida de la afinina; sin embargo se atribuye en mayor medida al
trifluoroacetato del ATF, se aprecian las tres bandas entre 722 y 838 cm™ que se
atribuyen a estiramientos (v -C-F) (Hasegawa et al., 1992). La banda situada en
1531.73 cm™ corresponde a vibraciones de flexion de los grupos amino en su
forma protonada (6 -NHs*) (Staroszczyk et al., 2014). Asimismo, se aprecia el
incremento en la intensidad de las bandas (vas -C-O-C) y (vs -C-O-C) debido a la

interaccion del esqueleto del CTS con el trifluoroacetato.

Por otro lado, después de llevar a cabo el tratamiento alcalino sobre la
nanofibra CTS/afinina-AgNPs, se obtuvo el espectro de la Figura 66C, el cual es

similar al del CTS puro analizado anteriormente, en este espectro, las bandas que
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se atribuyen a la presencia e interaccion del trifluoroacetato del ATF con el CTS
desaparecen, lo que confirma la remocion del ATF presente en la pelicula

compuesta por nanofibras.
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FIGURA 66. Espectros de IR de las nanofibras de CTS puro (A), CTS/afinina-AgNPs (B) y CTS/afinina-AgNPs

después del tratamiento alcalino (C).

BEDOLLA-

CAZARES



Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

7.11 Anélisis preliminar de la actividad antimicrobiana de biopeliculas
y nanofibras

Recientemente se ha probado el efecto antimicrobiano que presentan los
compuestos de AgNPs embebidas en una matriz de CTS empleando
concentraciones desde 40 pg/mL hasta 10 mg/mL contra cepas de Candida
albicans, E. coli P. aeruginosa y S. aureus, principalmente (Lee et al., 2014; Jena
et al., 2012 An et al., 2009; Son et al., 2009; Devlieghere et al., 2004), cuyos halos
de inhibicién alcanzan didmetros de 10 a 17mm (Lee et al., 2014; Thomas et al.,
2009). Asi también compuestos en donde las AgNPs se encuentran embebidas en
una matriz de PVA/CTS con una concentracion efectiva de AgNPs de 3.14 mg/mL
(Abdelgawad et al., 2013). Fouda et al.,, (2013) reportaron una potenciada
actividad antibacteriana debido a la adicion de AgNPs (0.1 mg/mL) sobre
nanofibras de carboximetil quitosano/oxido de polietiieno contra S. aureus, P.
aeruginosa y E. coli; estos compuestos generaron halos de inhibicién de 20, 18 y
15 mm, respectivamente, mientras que en ausencia de AgNPs, estas nanofibras

generaron halos de inhibicién de 13, 7 y 6 mm respectivamente.

Hasta el momento, no se habia explorado la adicion de un componente
bioactivo como la afinina a esta combinacién CTS-AgNPs, con lo que se pudiera

presentar una actividad antimicrobiana analoga o superior a las ya reportadas.

Con el propésito de evaluar el potencial antimicrobiano de las biopeliculas y
nanofibras sintetizadas, se realiz6 un analisis antimicrobiano, donde se emplearon

las siguientes cepas tipificadas:
e Escherichia coli (BG-) ATCC 25922
e Staphyloccocus aureus (CG+) ATCC 25923

e Pseudomonas aeruginosa (BG-) ATCC 25619
BEDOLLA-CAZARES
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Las biopeliculas y nanofibras evaluadas fueron los siguientes:

e CTS
e CTS-afinina
e CTS-AgNPs

e CTS/afinina+AgNPs
e CTS/afinina-AgNPs

Sobre discos de papel filtro (D= 5mm), se impregnaron 100 pyL de cada
solucion polimérica, mientras que las biopeliculas y nanofibras fueron previamente
neutralizadas (NaOH 1M) vy lavadas con agua destilada para alcanzar un pH

neutro, finalmente estas muestras fueron recortadas en forma circular (D=5 mm).

Sensidiscos (D= 5mm) del antibiético Meropenem® (c= 12.72 pg/cm?)
fueron empleados como control positivo, de manera que cada sensidisco estuviera
presente en cada tipo de muestra y microorganismo. Al término del periodo de
incubacion (24 h) se verificé la generacion de halos de inhibicion producidos por

los compuestos sintetizados.

En la siguiente Tabla se enlistan las muestras analizadas.

unidades  CTS CTS- CTs- CTS/afinina CTS/ Tipo de
afinina  AgNPs +AgNPs afinina-AgNPs muestra
pg/cm2 4.28 *1 15.95 180 a: 15.95 15.95 Biopelicula
b: 24.5
mg/mL 20 *? 0.075 0.849 a: 0.075 0.075 Solucién
b: 0.115
pg/cm? | 3.58* 3 33.75 a:3 3 Nanofibra
b: 4.57

TABLA 11. Concentraciones de los componentes en las diferentes matrices poliméricas.

*1 CTS 2% AcOH (mg/cm?)
*2 CTS 2% AcOH (mg/mL)
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*3 CTS 9% ATF/CHCl> (mg/cm?)

a: afinina, b: AgNOs

area de sensidisco, A= 0.2cm?

La concentracion de los componentes en biopeliculas y nanofibras se determiné estimando que dichos
componentes se encuentran uniformemente dispersados.

Las muestras en forma de biopeliculas presentaron poca o nula inhibicién;
sin embargo el compuesto CTS/afinina+AgNPs mostré halos de inhibiciéon de 1
mm contra E. Coli y P. aeruginosa, mientras que los compuestos CTS-afinina y
CTS/afinina-AgNPs mostraron halos de 1 mm contra E. Coli y P. aeruginosa
respectivamente. Ninguna de las muestras present6 halos de inhibicion contra S.

aureus.

En la Figura 67 se observa que los compuestos en forma de soluciones
poliméricas exhibieron halos de inhibicion (=1mm), siendo mayores los
presentados por los compuestos CTS/afinina+AgNPs y CTS/afinina-AgNPs con 5
y 4 mm, contra E. coli (Figura 67A), de 4 y 3 mm contra P. aeruginosa (Figura
67B), de 3y 2 mm contra S. aureus (Figura 67C), respectivamente. Cabe resaltar
que el compuesto CTS/afinina-AgNPs posee una concentracion 2.5 veces menor
de los componentes adicionados con respecto al compuesto CTS/afinina+AgNPs,
lo que sugiere una mayor inhibicién debido al efecto potenciado que presenta el

complejo [Agz-(afinina)](NO3)2.

FIGURA 67. Halos de inhibicién de soluciones poliméricas contra A) E. Coli, B) P. aeruginosa y C) S. aureus y
halo de inhibicién del Meropenem® en C); CTS-af y CTS comp= CTS/afinina-AgNPs, CTS-AgNPs=

CTS/afinina+AgNPs.
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En la Figura 68 se muestra la actividad antimicrobiana producida por los

compuestos en forma de nanofibras, cabe sefialar que todas las muestras

produjeron halos de inhibicibn (= 1mm), donde los mejores resultados se
obtuvieron con las muestras CTS/afinina+AgNPs y CTS/afinina-AgNPs; siendo de
7 y 6 mm, contra E. coli (Figura 68A), de 6 y 4 mm contra P. aeruginosa (Figura
68B), de 6 y 5 mm contra S. aureus (Figura 68C), respectivamente. De forma
analoga al resultado obtenido con las soluciones poliméricas el compuesto
CTS/afinina-AgNPs exhibe una mayor inhibicién debido al efecto potenciado que

presenta el complejo [Agz-(afinina)](NO3)2.

FIGURA 68. Halos de inhibicién de nanofibras contra A) E. Coli, B) P. aeruginosa y C) S. aureus y halo de
inhibicion del Meropenem® en B); CTS comp= CTS/afinina-AgNPs, CTS-af-ag= CTS/afinina+AgNPs.

Si bien, los compuestos CTS, CTS-afinina y CTS-AgNPs en forma de
soluciones poliméricas y nanofibras exhibieron halos de inhibicién, estos fueron
menores con respecto a CTS/afinina+AgNPs y CTS/afinina-AgNPs, a cuando

actuan en conjunto, o en forma de un complejo.

En esta evaluacion E. coli fue el microorganismo mas susceptible, mientras

que S. aureus el mas resistente.

Por otro lado se ha comprobado que parte de la actividad antimicrobiana
presentada por las nanofibras electrohiladas se debe al ATF remanente cuando
este es empleado (Martinez et al., 2011), de ahi la importancia de realizar un
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tratamiento alcalino que remueva este compuesto para comparar de manera

efectiva la actividad que presentan los compuestos adicionados.

A continuacibn se muestran los halos de inhibicién observados en el

ensayo.

TABLA 12. Halos de inhibicién (expresados en mm) de biopeliculas, soluciones

CTS CTS- CTS- CTS/afinina CTS/ AB

org/lallﬁ:gr_no * afinina  AgNPs +AgNPs* afinina-  * ;Iﬁgs?rz
* * AgNPs*
E. coli 1 1 Biopelicula
S. aureus 11
P. aeruginosa 1 1
E. coli 1 2 3 5 4 13 Solucion
S. aureus 1 1 2 3 2
P. aeruginosa 1 1 2 4 3
E. coli 1 3 3 7 6 Nanofibra
S. aureus 1 2 3 6 5
P. aeruginosa 1 3 5 6 4 11

poliméricas y nanofibras obtenidos en la evaluacion microbioldgica.

CTS, concentracion: 20 mg/uL (solucion), 4.28 ug/cm? (biopelicula), 3.58 pg/cm? (nanofibra).

CTS-afinina, concentracion: 0.075 mg/uL (solucion), 15.95 ug/cm? (biopelicula), 3 pg/cm? (nanofibra).
CTS-AgNPs, concentracion: 0.849 mg/uL (solucion), 180 ug/cm? (biopelicula), 33.75 pg/cm? (nanofibra).
CTS/afinina+AgNPs, concentracion afinina: 0.075 mg/uL (solucién), 15.95 pg/cm? (biopelicula), 3 pg/cm?
(nanofibra), AgNPs: 0.115 mg/uL (solucion), 24.5 pg/cm? (biopelicula), 4.57 pg/cm? (nanofibra).
CTS/afinina-AgNPs (complejo), concentracion: 0.075 mg/uL (solucién), 15.95 pg/cm? (biopelicula), 3 pg/cm?
(nanofibra).

AB: Antibiotico control (Meropenem), concentracion: 10 pg/unidad 6 12.72 pg/cm?.

En el ensayo realizado se puede descartar el efecto antimicrobiano del ATF
al analizar los halos de inhibicion generados con la muestra CTS (Tabla 12),
donde se observan inhibiciones de 1 mm, las cuales son menores a aquellas que
contienen uno o mas componentes empleados en la elaboracién de las nanofibras
CTS/afinina-AgNPs.
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8. Conclusiones

» La afinina fue exitosamente aislada e identificada, proveniente de muestras

de “raiz de oro” (Chilcuague) del Mercado de Sonora.

» El novedoso complejo de coordinacion ([Agz-(afinina)](NO3)2) fue sintetizado
a partir de una reaccion de complejacién de afinina con AgNO3s, se obtuvo
evidencia de su formacion por Resonancia Magnética Nuclear,
Espectroscopia de Infrarrojo y Espectrometria de Masa.

» A partir de la combinacion PVA/CTS en diferentes proporciones se
generaron y caracterizaron nanofibras, donde se observé que el PVA no le
confiere al CTS una mejora en la generacién de nanofibras cuando se
emplea &cido acético como disolvente.

» El electrohilado de CTS puro se llevé a cabo empleando una mezcla de
disolventes ATF/CH2Cl2, modificando las variables: voltaje, flujo masico,
distancia ajuga-colector, temperatura y velocidad del colector rotatorio, a fin
de obtener una nanofibra de buena calidad.

» Por medio del método de foto-reduccion se generaron AgNPs en soluciones
de CTS a partir del complejo [Age-(afinina)][(NO3)2 y de diferentes
concentraciones AgNOs; estas fueron caracterizadas por Espectroscopia
UV-Vis.

» A partir de la modificacion en las variables del electrohilado fue posible
encontrar las condiciones Optimas para electrohilar soluciones CTS-AgNO3
y CTS/afinina-AgNPs (Complejo).
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» La generacion de materiales compuestos en forma de nanofibras con
distintas cualidades, se realiz6 de acuerdo a la composicion y disposicion
de los materiales de partida. Las nanofibras generadas fueron: CTS-afinina,
CTS/afinina+AgNPs y CTS/afinina-AgNPs (Complejo). Se observd que la

afinina y el ANO3 en forma de complejo favorece la dispersion tanto de las

AgNPs generados por fotoreduccion como de la afinina, produciendo un
material compuesto en forma de nanofibras mucho mas homogéneo.

» El tratamiento alcalino aplicado a las muestras poliméricas (biopeliculas y
nanofibras) mostré la degradacion parcial de estas, asi como la perdida de
sus propiedades mecanicas. Ademas, el analisis microscépico permitio
comprobar que el tratamiento alcalino no remueve en gran medida los
componentes adicionados a la matriz polimérica, lo que sugiere que el
quitosano es capaz de liberar los compuestos activos dentro de la matriz

polimérica.

» Las nanofibras y soluciones poliméricas mostraron buenas actividades
antimicrobianas contra cepas de P. aeruginosa, E. coli y S. aureus. La
nanofibra compuesta por CTS/afinina+AgNPs fue la que presentd la mayor
actividad, sin embargo el compuesto CTS/afinina-AgNPs mostré un mejor

efecto potenciado.
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9. Parte experimental

Instrumental

Los espectros de RMN de 1D de la afinina y del complejo de coordinacion
[Ag2-(afinina)](NOs3)2 se obtuvieron en el Espectrémetro “Varian Mercury Plus-4007,
empleando CDCI3 y DMSO-46 como disolvente. Los desplazamientos quimicos se
reportan con respecto al TMS, el cual fue empleado como referencia interna. Los

espectros fueron procesados en el software “MestReNova”.

Los espectros de IR se obtuvieron empleando el espectrofotometro “Thermo

Scientific Nicolet iS10” y fueron procesados en el software “Origin 8.0”.

Los espectros de UV-Vis se obtuvieron en el espectrofotdmetro “Thermo
Scientific Genesys 10S”. Se empled una solucién acuosa de AcOH 1% como linea

base. Los espectros fueron procesados en el software “Origin 8.0”.

El espectro de Masa del complejo [Agz-(afinina)](NOs)2 se obtuvo

empleando el equipo “JEOL JMS-SX 102A”, mediante la técnica de Electrospray.

Los puntos de fusiéon y descomposicion se determinaron empleando el

aparato “Fisher Johns” y no estan corregidos.

Las nanofibras poliméricas fueron producidas en el equipo de electrohilado
“‘NaBond NEU-01".
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Las biopeliculas y nanofibras fueron examinadas en el “MEB-EC JEOL
JSM-7600F FEG-SEM” del Instituto de Investigaciones Metalurgicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Materiales

Las muestras de “Raiz de Oro” o Chilcuague, Se adquirieron en el mercado

de Sonora en la Ciudad de México.
Los reactivos empleados durante la experimentacion fueron los siguientes:
Sal de AgNQs, Sigma-Aldrich®, CAS: 7761-88-8.
ATF, Sigma-Aldrich® ReagentPlus®, CAS: 76-05-1.

PVA, Sigma-Aldrich®, PM: 89,000-98,000, 99 g/mol +% hidrolizado, CAS:
9002-89-5.

CTS, Sigma-Aldrich® de caparazones de camarones en polvo, 275%
(desacetilado), CAS: 901276-4.

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando gel de
silice Merck de 230-400 mallas.

Obtencién de Afinina

A partir de un lote de 81.5 g de raiz de Chilcuague se realizaron 5
maceraciones sucesivas en hexanos (250 mL), mismas que fueron filtradas y
concentradas en rotavapor, obteniendo 1.445 g de una miel verde-amarilla con un
rendimiento del 1.79%. Este extracto fue impregnado en gel de silice y sometido a

purificacion mediante cromatografia en columna empleando gel de silice como
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fase estacionaria y una mezcla de Hex-AcoEt (7:2), obteniendo 1.070 g de afinina;
una miel amarilla que representdé un 74% del extracto hexanico y 1.31% del total
de raiz de Chilcuague empleada.

3 RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) § ppm 6.83
> (dt, J = 15.3, 6.5 Hz, 1H, H-3), 6.29 (m,
1H, H-8), 5.97 (t, J = 10.9 Hz, 1H, H-7),
5.80 (dt, J = 15.3, 1.5 Hz, 1H, H-2), 5.70
(dg, J = 13.5, 6.7 Hz, 1H, H-9), 5.53 (sa,
1H, NH), 5.26 (dt, J = 10.9, 7.0 Hz, 1H, H-
6), 3.15 (dt, J = 11.6, 5.8 Hz, 2H, H-1’), 2.29 (m, 4H, H-4 y H-5), 1.82 (dd, J = 13.5,
6.7 Hz, 1H, H-2"), 1.78 (dd, J = 6.7, 1.3 Hz, 3H, H-10), 0.93 (d, J = 6.7, 6H, H-3'y
H-4").

RMN de H (400 MHz, DMSO.ds) § ppm 7.87 (ta, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 6.57
(dt, J = 15.2, 6.6 Hz, 1H, H-3), 6.31 (m, 1H, H-8), 5.95 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H-7),
5.90 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-2), 5.66 (td, J = 13.6, 6.6 Hz, 1H, H-9), 5.24 (dt, J = 10.6,
7.2 Hz, 1H, H-6), 2.91 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-1), 2.25 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 2H, H-4),
2.17 (dd, J = 13.8, 7.1 Hz, 2H, H-5), 1.72 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-10), 1.65 (td, J =
13.4, 6.7 Hz, 1H, H-2'), 0.83 (s, J = 6.6 Hz, 3H, H-3), 0.81 (s, J = 14.5, 5.8 Hz, 3H,
H-4").

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) § ppm 165.8 (C=0, C-1), 143.5 (CH, C-3),
129.9 (CH, C-9), 129.4 (CH, C-7), 127.6 (CH, C-6), 126.6 (CH, C-8), 124.0 (CH, C-
2), 46.78 (CHz, C-1’), 32.1 (CH2, C-5), 28.5 (CH, C-2’), 26.3 (CH2, C-4), 20.1 (CHa,
C-3'y C-4’), 18.3 (CH3, C-10).

IR vmax (cm™): 3296 (v -N-H), 2956 (v =C-H), 2925 (v -CHs), 2854
(v -CH2-), 1668 (v -C=C no conjugada), 1629 (v -C=0), 1548 (5 -N-H), 1247 (v -C-N).
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Reaccion de Complejacion de afinina con sal de AQNOs

Partiendo de 89.7 mg de afinina se realiza el calculo para determinar la
cantidad de sal de AgNOs necesaria para obtener el complejo [AQ2-
(afinina)](NOs)2. En la reaccion de coordinacion 2 moles de AgNOs entran en
contacto con 1 mol de afinina, por lo que la cantidad de AgNOs necesaria para

llevar a cabo la reaccién es de 137.7 mg.

Dentro de un matraz protegido de la luz, se adicioné6 AgNO3z y ACN como
disolvente, esta solucion se mantuvo a reflujo y en agitacion constante por 1 h
para después adicionar la afinina, llevando la reaccidén por 24 h a reflujo y en
agitacion constante. Transcurrido este tiempo se evapord el crudo de reaccion,
obteniendo una miel anaranjada. Se realizaron tres lavados al crudo de reaccién

empleando Hex y CH2Clz, obteniendo finalmente un precipitado café claro.

| mno;, RMN de 'H (400 MHz, DMSO.46) & ppm
8.20 (sa, 1H, NH), 2.89 (t, 2H, H-1’), 0.81
(s, 3H, H-3), 0.80 (s, 3H, H-4’).

IR vmax (cml): 3346 (v -N-H), 2997
> - (v. =C-H), 2936 (v -CHs), 2851
(v -CH2-), 1633 (v -C=0), 1263 (va NOz"), 799 (S00p NO3"), 733 (8ip NO3).

ESI-MS 70 eV m/z (%): 599 ([M*+ACN], 100), 564.1 (28), 493.1 (66), 405
(27), 361.8 ([C7H1:N204Ag+ACN+Na], 58), 277.8 ([C3H3N20sAg+Na+H20], 74),
237.8 ([CsHeNOsA(g], 21), 186.6 (23), 108.7 (5).

Generacion de AgNPs a partir de solucion de CTS 2%, AcOH 1%

Partiendo de 100 mL de una solucién acuosa de CTS 2% en AcOH 1%, se

calculo la cantidad necesaria de AQNOs para obtener una concentracion de: 1mM
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(16.98 mg de AgNOs3), 5mM (84.93 mg de AgNOsz) o 10 mM (169.86 mg de
AgNO23); en el caso del complejo [Agz-(afinina)](NO3)2, (7.5 mg) para obtener una
concentracion de 75 pg/mL (DLso de la afinina).

Una vez adicionada la sal de AgNOs o el complejo [Agz-(afinina)](NO3)2, la
solucion se protegié de la luz, manteniéndola en agitaciéon por 30 minutos para
después llevar esta solucién (blanquecina) al contacto con la radiacion solar por

un lapso de 2 h, fue indispensable que esto se realizara en un dia soleado.

Transcurrido este tiempo la soluciébn se colorea de morado hasta gris
oscuro, dependiendo de la concentracién de la sal de AQNOs o de complejo [Agz-
(afinina)](NOs)2 empleada. Posteriormente, se verifico la presencia de AgNPs en
las soluciones irradiadas empleando el Espectrofotometro UV-Vis, utilizando una

solucién acuosa de AcOH 1% como linea base.

UV-Vis vmax AQNPs: (AcOH 1%): 390 — 420 nm.

Obtencion de Biopeliculas poliméricas

Partiendo de 100 mL de una solucion acuosa de CTS 2% en AcOH 1%,
dicha solucién se mantuvo en agitacién por 24 h hasta que el CTS se disolvio por
completo. La solucién fue vertida en cajas Petri y llevada a la estufa para que por
medio de la evaporacion se obtuvieran las biopeliculas, las cuales son delgadas,
flexibles, transparentes y de color amarillo. Parte de estas biopeliculas fueron
posteriormente empleadas para la generaciébn de nanofibras de CTS. Los
espectros de IR de CTS, CTS-AgNPs y CTS/afinina-AgNPs muestran sefales

similares en sus desplazamientos y porcentaje de transmitancia.

IR CTS puro vmax (cm™): 3359 (v -N-H),

h 3278 (v -O-H), 2873 (v -CHy), 1648 (v -
b ﬂHO : O}%\O HO A <
: o 0-f.. BEDOLLA-CAZARES
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C=0), 1587 (5 -NH2), 1418 (5 -CHa), 1375 (5 -CH2-), 1315 (v -C-N), 1150 (vas -C-O-
C), 1059 y 1026 (vs -C-O-C), 895 (o -C-H).

Generacidon de nanofibras poliméricas

La generacion de nanofibras de PVA se realiz6 partiendo de 100 mL de una
solucién de PVA al 7.8% en agua destilada, esta solucion se mantuvo en agitacion

constante y a 90 °C durante 1 h.

Posteriormente, se llend una jeringa de plastico de 10 mL con la solucion
preparada y se monto en la bomba de infusion.

En la punta de la jeringa se conectdé una manguera cuyo extremo opuesto
se acopl6 a una aguja metdlica dentro del equipo. La aguja metalica es entonces
conectada al polo positivo, mientras que el colector metélico al polo negativo.

A continuaciébn se presentan los valores Optimos de los parametros
empleados para la generacion de nanofibras poliméricas, los cuales se aplican a

las concentraciones de los compuestos empleados en las soluciones poliméricas
El rango éptimo de voltaje en el equipo esta entre 11 - 45 kV.

El rango de operacion optimo de la bomba inyectora de m se encuentra
entre 0.001 — 0.08 mL/min.

La distancia maxima de separacion entre la aguja y el colector depende del

tamafio del equipo, 30 cm en este caso.

Puesto que se desea que la totalidad del area superficial del colector sea

cubierta de nanofibras, una velocidad de rotacién del colector <3000 rpm resulta
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recomendable, velocidades mas altas produciran nanofibras uniformes en una

direccion.

La temperatura estara en funcioén de la volatilidad y punto de ebullicién de

cada disolvente.

Para la generacion de nanofibras de CTS puro se partio de 20 mL de una

solucion de CTS al 8% en peso en una solucion de acido trifluoroacético/dicloro

metano ATF/CH2Clz (70:30), esta solucién se mantuvo en agitacion por 24 h hasta
que el CTS se disolvio por completo. Posteriormente se siguié la metodologia

antes mencionada.

Para la generacion de nanofibras de CTS con afinina fue necesario que la
solucion de CTS al 8% en peso en solucion de ATF/CH2Cl2 (70:30) estuviera
preparada al momento de adicionar la afinina, cuya cantidad a emplear fue dada
por la DLso de la afinina (75 pg/mL) (Molina et al., 2004). Para 50 mL de solucion
polimérica fue necesario adicionar 3.75 mg de afinina. Posteriormente se siguid la

metodologia antes mencionada.

Para la generacion de nanofibras de CTS con AgNPs, se parti6 de las
soluciones (100 mL) que contenian AgNPs provenientes de la fotoreduccion de sal
de AgNOs o del complejo de [Agz-(afinina)](NOs)2, posteriormente se obtuvieron
biopeliculas de estas soluciones empleando la metodologia antes mencionada, las
cuales se recortaron en trozos pequefios para ser redisueltos en una solucién de
ATF/CH2Cl2 (70:30).

Esta solucion se mantuvo en agitacion constante por 72 h hasta que las
biopeliculas se disolvieron completamente. Posteriormente, la solucion se cargo
en una jeringa de 10 mL y se sometio al electrohilado bajo las condiciones
descritas en la Tabla 7. El volumen a emplear de solucién ATF/CH2Cl2 (70:30) fue
fiiado por el peso de las biopeliculas, sabiendo que este peso representara el

porcentaje en peso final de CTS en la solucion final, que va del 8-12%.
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IR CTS/afinina-AgNPs vmax (cmt): 3425
(v -N-H), 3264 (v -O-H), 2885 (v -CH2),

e % | 1671 (v -C=0), 1532 (5 -NHs"), 1431 (5 -
e CHs), 1379 (5 -CH2-), 1320 (v -C-N), 1132

(vas -C-O-C), 1066 (vs -C-O-C), 839, 799 y

OH OH

722 (v -C-F).

Tratamiento alcalino para biopeliculas y nanofibras poliméricas

Partiendo de una solucion de 100 mL de NaOH 1M en MeOH, esta fue
vertida sobre un recipiente suficientemente profundo para sumergir las muestras.
La biopelicula o nanofibra se sujetdé a una base de plastico, con la cual después
fue sumergida en la solucién alcalina durante 30 minutos, para después ser lavada
con agua destilada (cuidando no destrozar la muestra) hasta que alcanzara un pH

neutro. Finalmente se dejoé secar por aireacion.

IR CTS/afinina-AgNPs (tratamiento

H:C 0
OH o

Y alcalino)vmax (cm): 3360 (v -N-H), 3296 (v

i 0\%7\ ” %, -O-H), 2874 (v -CHz), 1648 (v -C=0), 1597
(5 -NH2), 1420 (5 -CHs), 1375 (5 -CH2-),

1317 (v -C-N), 1150 (vas -C-O-C), 1061 y

OH

—n

1024 (vs -C-O-C), 895 ( -C-H).

Andlisis antimicrobiano

La evaluacion preliminar del potencial antibacteriano de los compuestos
sintetizados se llevo a cabo en el laboratorio EDULAB empleando las siguientes

cepas tipificadas:
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e Escherichia coli (BG-) ATCC 25922
e Staphyloccocus aureus (CG+) ATCC 25923
e Pseudomonas aeruginosa (BG-) ATCC 25619

Estas cepas fueron proporcionadas por el laboratorio EDULAB y el
Laboratorio Estatal de Salud Publica. Los tres microorganismos fueron inoculados
en condiciones estériles en caldo Mueller-Hinton, de manera que la turbidez de los

in6culos correspondiera al 0.5 de la escala turbidimétrica de McFarland, la cual es
equivalente a 108 UFC/mL. Se emple6 agar Mueller-Hinton (MH) y caldo estandar
MH preparado previamente para hacer la comparacion turbidimétrica y llevar a
cabo la difusiobn del microorganismo. Previo a las pruebas antimicrobianas, las

muestras fueron preparadas de la siguiente manera:

e Para las soluciones: Se recortaron y esterilizaron circulos de papel filtro
con el fin de formar sensidiscos, para después impregnarlos con 100 pL de

cada solucion.

e Para biopeliculas y nanofibras: Estas muestras fueron neutralizadas
previamente para eliminar el exceso de acido. las muestras fueron tratadas
con una solucién de NaOH 1 M y finalmente se les realizaron lavados con
agua destilada hasta alcanzar un pH neutro. Biopeliculas y nanofibras
fueron recortadas en forma circular (5 mm) se emple6é una concentracién

analoga a la utilizada en forma de solucion.

Un hisopo estéril fue introducido en cada caldo estandarizado con el
microorganismo correspondiente y se realiza un estriado cargado por cuadrantes
sobre el agar Mueller-Hinton (medio estandar para antibiogramas), para cada
in6culo en condiciones estériles. Una vez inoculadas las bacterias, se procede a
colocar las biopeliculas, nanofibras, sensidiscos y el antibiético control

(Meropenem) sobre el estriado y se incuban las placas durante 24 h a 37 °C. Al
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finalizar el periodo de incubacion, se realizan las mediciones de los halos de

inhibicion de cada muestra y se comparan con el halo del antibi6tico control.
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