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= RESUMEN

1. RESUMEN

El presente trabajo se muestra dividido en tres etapas la primera que consistio en la
preparacion de un sustrato con caracteristicas antimicrobianas. Para lograr esto,
primeramente, se inicio con la preparacion de un hidrogel utilizando como monoémeros acido
acrilico y acido itaconico, un iniciador y un entrecruzante del tipo acrilamida. Se
establecieron condiciones adecuadas de tiempo y temperatura para obtener un hidrogel con
una consistencia apropiada para impregnar un sustrato textil (venda comercial) que cumpliera
con la caracteristica de que al estar seco fuera suave al tacto para poder utilizarse como

aposito en heridas o quemaduras.

Como parte de la segunda etapa, se sintetizaron nanoparticulas de plata por medio de
reduccién quimica utilizando como sal precursora el nitrato de plata y como agente reductor
el borohidruro de sodio. Estas nanoparticulas fueron sintetizadas “in situ” sobre el sustrato

textil impregnado con hidrogel.

Finalmente, y como ultima etapa, se afiadio grafeno u éxido de grafeno al sustrato textil ya
impregnado con hidrogel y nanoparticulas de plata. Con el objetivo de favorecer la dispersion
de las nano-estructuras de carbono en el sistema se utilizo el liquido idnico hexafluorofosfato
de 1-hexil-3-metil-imidazolio (HMIMPF6).

La caracterizacion de las muestras se llevé a cabo mediante espectroscopia infrarroja por
reflectancia total atenuada (IR-ATR), difraccién de rayos X (XRD), espectroscopia de

emisién de plasma (EICP) y microscopia electrénica de barrido (SEM).

Ademas, se realizaron pruebas antimicrobianas evaluando cepas de interés clinico, tales

como: Staphylococcus aureus (Gram positiva) y Escherichia coli (Gram negativa).

Por medio de la espectroscopia infrarroja y microscopia electronica de barrido se logré
verificar la presencia del hidrogel sobre la venda, se identificaron las principales bandas
caracteristicas de los grupos funcionales del hidrogel, asi como la presencia de este sobre las

fibras de la venda en las micrografias.
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Mediante microscopia electronica de barrido se logré identificar la presencia de las
nanoparticulas depositadas sobre la venda. Ademas, se determiné el tamafio promedio de
éstas, aproximadamente 60 nm y cerca del 95% de las nanoparticulas de plata se encontraron
por debajo de los 100 nm. También se logré apreciar que las nanoparticulas se encontraban
bien dispersas y distribuidas. Con la espectroscopia de emision de plasma se cuantificaron
las nanoparticulas de plata depositadas sobre el sustrato, y mediante la difraccion de rayos X

se verifico la presencia de la estructura cristalina caracteristica de la plata.

Por otra parte, durante la tercera parte del proyecto, se pudo observar mediante microscopia
electronica de barrido, las fibras de la venda en donde se encontraron bien dispersas y
distribuidas las nanoparticulas de plata. Asi mismo, se lograron observar las laminas de
grafeno; las cuales, en las muestras sin liquido iénico, se aprecian aglomeradas sobre la
superficie de la venda, mientras que en las muestras con liquido iénico se encuentran
embebidas en el hidrogel que recubre la fibra de la venda y, aparentemente, menos

aglomeradas.

Finalmente, las pruebas antimicrobianas mostraron resultados favorables ya que los sustratos
lograron inhibir el crecimiento bacteriano en las cepas utilizadas, esto verificado mediante la
observacién de halos de inhibicién en los cultivos realizados. Los mejores resultados, en los
sustratos que contienen hidrogel y nanoparticulas de plata, para ambas cepas, se observaron
en las muestras dos y tres, (3.114 ppm y 3.851 ppm de nanoparticulas de plata

respectivamente, realizadas bajo la metodologia 2)

En cuanto a la actividad antimicrobiana de las muestras que contienen hidrogel,
nanoparticulas de plata y grafeno u 0xido de grafeno, se observaron, mejores resultados en
los sustratos donde se utilizo el liquido idnico, y mostré mayor eficiencia el grafeno que el
oxido de grafeno. En los sustratos impregnados con grafeno, la mayor actividad
antimicrobiana se registré en la concentracion tres (3.851 ppm de AgNPs) para S. aureus y
E. coli, siendo superior para S. aureus; de igual manera, en los sustratos impregnados con
oxido de grafeno la mejor actividad antimicrobiana se observo en la concentraciéon tres (3.851

ppm de AgNPs), siendo superior para S. aureus.
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2. INTRODUCCION

La nanotecnologia es un area de investigacion que, en las Gltimas décadas, ha tenido grandes,
asombrosos e imparables logros [1]. Gracias a los avances en microscopia y ciencias como
la quimica o la biologia, actualmente, hay oportunidades para disefiar y producir articulos, a
escala nanométrica capaces de satisfacer las necesidades de este mundo cada vez mas
globalizado. Algunas de las areas donde el uso de la nanotecnologia tiene gran relevancia es

en la industria energética, electronica y médica.

El estudio y desarrollo de la nanotecnologia es tan importante porque en ella esta la clave
para resolver muchos de los problemas que enfrenta el mundo, como el hambre, las
enfermedades, la falta de agua potable, la necesidad de aprovechar mejor los recursos

energéticos, entre otros.

Un area que genera mucho interés y gran cantidad de investigaciones es la medicina, en
donde los esfuerzos estan dirigidos a mejorar la calidad y la expectativa de vida; hace tiempo,
por ejemplo, era imposible pensar en que existirian particulas que podrian atacar
directamente a un tumor, en la actualidad esto es una realidad y existen avances en el

tratamiento del cancer, enfermedades autoinmunes o cardiovasculares.

Una alternativa en el area médica es utilizar nanoparticulas como agentes terapéuticos; asi
como los recubrimientos con caracteristicas antimicrobianas para evitar la transmision de
enfermedades, propagacion de infecciones y malos olores ocasionada por microorganismos.
Es por ello que las fibras textiles como, por ejemplo, en ropa deportiva, ropa interior o fibras
textiles médicas como gasas, vendas 0 ropa quirdrgica son, el dia de hoy, un area para

explotar la nanotecnologia enfocada al combate de microorganismos.

Una desventaja de combatir a los microorganismos mediante antibioticos o bactericidas es
que éstos crean resistencia a ellos, mutando; es por ello que algunos materiales que se usan
para evitarlo son las nanoparticulas metélicas, entre ellas la plata, la cual ha demostrado tener
actividad antimicrobiana [2] [3] o nanoparticulas derivadas del carbono como los nanotubos
de carbono, el grafeno o el éxido de grafeno [4] [5]. Lo atractivo de utilizar nanoparticulas
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de plata o de grafeno/oxido de grafeno es que, ademas de ofrecer actividad antimicrobiana,
pueden soportar las temperaturas a las cuéles se procesan los plésticos [6].

El objetivo del presente trabajo es aprovechar la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata y del grafeno/6xido de grafeno para desarrollar recubrimientos
asépticos en sustratos textiles, por ejemplo, en una venda comercial con el fin de controlar e
inhibir el crecimiento de microorganismos; asi como, mejorar la dispersion de las
nanoestructuras de carbono utilizando un liquido iénico vy, asi, potencializar la actividad

antimicrobiana.
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3. ANTECEDENTES

En los ultimos 50 afios, los hidrogeles han recibido mucha atencion por parte de cientificos

debido a su amplio intervalo de aplicaciones.

3.1 Hidrogeles
Los hidrogeles son redes poliméricas de estructura tridimensional con capacidad de absorber
y retener agua o soluciones acuosas desde cientos a miles de veces su masa en seco sin
disolverse [7] [8].

Las investigaciones acerca de los hidrogeles datan aproximadamente de 1960 donde
Wichterle y Lim crearon el primer hidrogel sintético entrecruzado de hidroxietil metacrilato
[9], fueron de los primeros biomateriales disefiados para su uso en el cuerpo humano [10],
debido a sus caracteristicas y su gran potencial para ser biocompatible. Ademas, han sido de
gran interés para la industria médica, en particular en la administracion de farmacos,
aplicaciones clinicas, en la ingenieria de tejidos o en medicina regenerativa [7]. Actualmente
hay mucha atencidn por parte de los investigadores en los hidrogeles puesto que representan
un area a explotar para nuevas aplicaciones tales como biosensores, nano-reactores,

biomateriales, etc. [10].

3.1.1 Clasificacion general
Los hidrogeles pueden clasificarse de diferentes maneras en base a su: fuente de obtencion,
composicion polimérica, su configuracion, tipo de entrecruzamiento, apariencia fisica, carga

eléctrica [11], a continuacion, se muestra de una manera mas amplia la clasificacion.

a) Fuente de obtencion: Naturales y sintéticos

b) Composicion polimérica: Homopolimeros, copolimeros y multipolimeros
c) Estructura fisica: Amorfo, Semicristalino y cristalino

d) Tipo de entrecruzamiento: Quimico y fisico

e) Apariencia fisica: Matriz, pelicula y microesferas

f) Carga eléctrica: No-ionico, anionico y cationico
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3.1.2 Metodologia de obtencidn

Los hidrogeles se dividen en dos grandes grupos: quimicos y fisicos. Los quimicos son
aquellos en los que la red se entrecruza por medio de enlaces covalentes durante un proceso
quimico [8]. En la Figura 1 se muestra el método para preparar hidrogeles quimicos. Los
hidrogeles fisicos son aquellos que consisten en una red tridimensional enlazada mediante
uniones no covalentes, por lo tanto, no permanentes; formando redes donde el
“entrecruzamiento” es fisico; estos se obtienen de distintas maneras tal como se muestra en
la Tabla 1.

Entrecruzamiento Post-Entrecruzamiento
Simultineo

Monomero

Agente
entrecruzante
‘ /\,\/' Polimero
M
Hidrogel &l Bifuncional
Quimicamente ) .
Entrecruzado ¢£§ Trifuncional

4» Multifuncional

|

Entrecruzamient

Figura 1. Métodos para preparar un hidrogel quimico [12].
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Tabla 1. Ejemplos de hidrogeles fisicos “entrecruzados” [12]
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Actualmente hay una amplia variedad de materiales sintéticos y naturales o una mezcla de

ellos para sintetizar hidrogeles, algunos de ellos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Polimeros hidrofilicos disponibles para sintetizar hidrogeles [8].

Combinaciones de polimeros

Naturales Sintéticos
sintéticos y naturales
Acido hialurénico | PEG-PLA-PEG P(PEG-co-péptidos)
Acido alginico PEG-PLGA-PEG P(PLGA-co-serina
Pectina PEG-PCL Coléageno-acrilato
Quitosano PLA-PEG-PLA Alginato-acrilato
Colageno PHB
Quitina PAAM
Fibrina

La capacidad de hinchamiento y las propiedades mecanicas de los hidrogeles han hecho

posible que se utilicen en una amplia variedad de aplicaciones en el area farmacéutica y

médica. Las propiedades necesarias para una aplicacion especifica se pueden lograr por

medio de la cuidadosa seleccion de materiales iniciadores, el método de entrecruzamiento o

modificando las técnicas de procesado.
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3.2 Liquidos iénicos
Los liquidos i6nicos son una clase de sales que se encuentran en estado liquido alrededor o
por debajo de 100°C, estos se conforman completamente de iones, es decir, por un cation
orgénico y un anion inorganico, por ejemplo, el cloruro de sodio fundido es un liquido i6nico.

Este puede estar liquido a temperaturas tan bajas como a -96°C [13].

La primer “sal fundida” / “liquido i6nico” que, a temperatura ambiente, se encontraba liquida
fue reportada por Walden en 1914, esta sal es nitrato de etil amonio; mas tarde, en los afios
90’s, Wilkes y Zaworotko reportaron los primeros liquidos idnicos los cuales eran totalmente
estables en presencia de agua y de aire, estos eran derivados del 1-alquil-3-metilimidazolio

con tetraflouroborato o hexafluorofosfato [14] [15].

En los ultimos afios, los liquidos idnicos representan un area de interés debido a las
propiedades Unicas con las que cuentan, tales como su: nula inflamabilidad, alta estabilidad
térmica, presion de vapor inexistente, volatilidad despreciable y su capacidad de ser
lubricante de materiales metalicos y ceramicos, entre otras [16] y sus posibles aplicaciones:
como solvente en reacciones, en electroquimica, como medio de extraccién, como

electrolitos en baterias, como lubricantes, en celdas de combustible, entre otras [14].

Hablando especificamente de la aplicacion de los liquidos idnicos como solventes, se
encuentra reportado [13] que debido a que son biodegradables y con baja toxicidad son
considerados como un solvente “verde” para procesos sustentables. Por ejemplo, en 2002 R.
Rogers et al. [17] descubrieron que en algunos casos la celulosa podia incluso disolverse en
liquidos ionicos, esto a traves de interacciones de los grupos hidroxilos presentes en la
celulosa y el anion y catién que conforman el liquido iénico; a raiz de este descubrimiento,

se utiliz6 como una nueva alternativa para desarrollar sistemas solventes de celulosa.

Otra de las aplicaciones de gran interés de los liquidos idnicos y la cual ha sido estudiada en
los Gltimos afios, es que se ha demostrado que los liquidos idnicos mejoran la dispersion de
las nanoestructuras de carbono, como los nanotubos de carbono en solucién acuosa [18] [19],
especificamente el 1-hexil-3-metilimidazolium hexa-fluoro-fosfato (HMIMPF6) el cual se

muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Liquido I6nico HMIMPF6

Se propone en la literatura, que la dispersion sucede de la siguiente manera:

Cuando los nanotubos de carbono son mezclados con liquidos i6nicos, el esfuerzo de corte
separa los nanotubos entre si, una vez que los nanotubos se desprenden, se rodean
inmediatamente por el liquido i6nico. Es asi como, la fuerte interaccién entre los nanotubos
de carbono esté restringida por los liquidos ionicos, los cuales impiden que se vuelvan a unir
después de haber realizado un mezclado. La alta energia superficial de los nanotubos de
carbono se anula ya que estos estan envueltos por las moléculas del liquido idnico, esto a
través de fuerzas de Van der Waals y al modelo de “blindaje” propuesto por Polo-Luque,
donde por medio de interacciones del tipo n-n actua el grupo imidazolio presente en el liquido

ionico con los nanotubos de carbono [20].

3.3 Nanotecnologia
En 1959 Richard Feynman fue el primero en proponer que, en algin momento, los materiales
podrian ser manufacturados con tamafos atbmicos “Los principios de la fisica, por lo que yo
puedo ver, no estan en contra de la posibilidad de maniobrar las cosas atomo por atomo” —

Richard Feynman [1].

La nanotecnologia es el resultado de la manipulacion individual de moléculas o de atomos
con el objetivo de crear nuevos materiales con mejores propiedades. Es relativamente un
campo nuevo de investigacion donde se estudian estructuras con dimensiones de 1 a 100

nanémetros, donde un nanémetro es una billonésima parte de un metro (1 nm = 1x10° m).

10



ANTECEDENTES

En la Figura 3. se muestra un esquema comparativo entre 1 picometro (1x1022m) y 1 metro
[20].

1 pm 10pm 100pm 1nm 10nm 100nm 1um 10pym 100uym 1 mm 1cm 01m im
1l

Unaided eye

Light | microscope

rElectron microscope
s Q
® o @ A (@ ’?f
) {
Electron Hydrogen Carbon Protein T2 Bacteria Eukaryotic Small Large
atom atom phage cell insect dog

Figura 3. Comparacion de 1 picometro y 1 metro

El estudio de la nanotecnologia ha sido posible gracias a los avances en la microscopia,
bioquimica, fisicoquimica, entre otras ciencias, donde con la ayuda de éstas hoy es posible

entender, disefiar, manipular, caracterizar y producir estructuras nanométricas.

Uno de los mayores avances de la nanotecnologia es la produccién y aplicacion de
nanoparticulas en las ciencias bioldgicas, un ejemplo es su uso en la lucha contra células
tumorales [23], agentes patdgenos, entre otros. Algunos nanomateriales tienen la
caracteristica de ser antibacteriales, por ejemplo, la plata, el selenio, el cobre o el carbono

han mostrado actividad antimicrobiana [24].

3.3.1 Nanomateriales
Existen diferentes tipos de nanomateriales y se clasifican de acuerdo al tipo de material que
lo conforman en: metalicos, semiconductores y polimeros [22]. Algunas nanoparticulas estan
en forma de puntos, tubos, nano ldminas, nanotubos, nano discos, esferas, barras, entre otras
[25].

Las nanoparticulas son, actualmente, de gran interés cientifico debido a sus amplias
aplicaciones; son un nuevo tipo de materiales, ya sea a base de ceramicos, metales, polimeros

0 materiales compuestos (por ejemplo: polimero-metal, polimero-ceramico), donde al menos

11
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una de las dimensiones de las nanoparticulas est4 en el intervalo de 1 a 100 nm [26]. Las
nanoparticulas conservan una razon superficie/volumen grande, esto les permite su uso en

aplicaciones para materiales cataliticos, farmacos o para almacenar energia [27].

Entre las nanoparticulas metalicas mas comunes se encuentran las de oro, platino, paladio y
plata, estas pueden ser sintetizadas mediante algunos métodos donde se busca, en cada uno
de ellos, controlar la morfologia de las nanoparticulas obtenidas. Existen técnicas fisicas y
quimicas y, entre ellas, destaca la reduccion quimica de sales metélicas en presencia de algln
agente estabilizante [28].

3.4 Nanoparticulas de Plata
Entre las nanoparticulas metalicas destaca la plata; que se ha usado ampliamente desde la
antiguedad, en tratamientos para quemaduras, heridas, para potabilizar el agua, para combatir
infecciones y controlar el deterioro a nivel celular; por ello, los efectos antivirales y
antibacteriales de la plata, los iones de plata y los compuestos de plata han sido estudiados
ampliamente por la ciencia [2] [3] [29], esto ha hecho posible que la plata tenga aplicaciones

potenciales como agente antimicrobiano [30].

Entre los campos de aplicacion de la plata como agente antimicrobiano esta el area dental

[31] y el &rea médica, por ejemplo, para recubrimientos de dispositivos médicos [32].

La plata metalica es relativamente inerte, pero al momento de interactuar con la humedad de
la piel o con los fluidos de una herida se ioniza, llevandola a tener efectos antimicrobianos;
la plata ionizada es altamente reactiva, ésta se une a las proteinas del tejido causando cambios
estructurales en la pared celular y en la membrana nuclear de la bacteria, también interactua
con los grupos azufrados de la bacteria, el resultado de este ataque es la distorsion y eventual
muerte celular. La plata también es capaz de inhibir la reproduccion bacteriana ya que se une
a las proteinas y a los acidos nucleicos de la bacteria produciendo su desnaturalizacion vy,
eventualmente, dando lugar a la pérdida de su estructura, su funcionamiento y de sus

propiedades [29].

12
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3.4.1 Meétodos de obtencién de Nanoparticulas de Plata
Existe en la actualidad una gran variedad de métodos para obtener nanoparticulas de plata,

éstos se clasifican en quimicos y fisicos.

e Métodos quimicos
Los métodos quimicos son de las técnicas mas utilizadas para sintetizar nanoparticulas de
plata, esto debido a su facilidad para ser escalados. Entre ellos, destacan la reduccion
radiolitica, fotoquimica y quimica de sales metalicas en solucion, donde esta ultima destaca

como la méas empleada [28].

La reduccion quimica de una sal metalica en solucion es el meétodo més utilizado; entre sus
ventajas se encuentra que se puede controlar la distribucion del tamafio, el tamafio promedio
y la forma de las nanoparticulas, estas caracteristicas afectan las propiedades quimicas y
fisicas finales de las nanoparticulas. La manera de tener control sobre ello es modificando
los parametros de operacidon tales como: temperatura de reaccion, protocolo de adicion de

componentes y la relacion entre el agente reductor y el metal [33].

Esta técnica se lleva a cabo mediante el empleo de un precursor metélico, un agente reductor

y algunas veces un agente estabilizante y consta de dos etapas, nucleacion y crecimiento [34].

Entre los agentes reductores mas utilizados en la reduccion quimica estan el borohidruro de
sodio (NaBHs), la hidrazina (N2Hs), el citrato de sodio, la dimetilformamida: DMF

(CsH7NO) y la glucosa, por mencionar algunos [35].

El método de Lee-Meisel propuesto en 1982 se lleva a cabo utilizando como precursor
metalico el nitrato de plata (AgNOz) y como agente reductor el citrato de sodio.

El método de reduccién quimica mas utilizando es el Creighton propuesto en 1979, utilizando

nitrato de plata y borohidruro de sodio como agente reductor.

En la Figura 4 se puede apreciar el mecanismo de la sintesis de las nanoparticulas de plata

(AgNPs) por medio de reduccion quimica [36].

13
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NUCLEACION CRECIMIENTO
agente reductor
AgNO - —_—
9% disolvente
atomos de plata libres nanoparticulas de plata

Figura 4. Mecanismo de formacion de AgNPs a partir de AgNO3

e Meétodos fisicos
Entre los métodos fisicos destacan los electroquimicos, irradiacién con microondas, mecano-

sintesis y ablacion laser.

Estos métodos han perdido relevancia a lo largo de los afios por la gran inversion que
representa la compra de los materiales necesarios, los costos de operacion y los tiempos de
ciclo necesarios para lograr los tamafios deseados. Esto esta confirmado por diversos autores

que describen sus metodologias, algunas se describen a continuacion.

El método de mecano-sintesis consiste en pulverizar el precursor metalico con un molino de
bolas hasta llegar al tamafio deseado, para lograrlo es necesaria mucha energia, los autores

reportan tiempos de ciclo promedio 12 horas [37].

Otro método es la ablacion laser, esta basado en dirigir un laser de gran potencia a una
muestra metalica con forma de disco, el cual est& ubicado dentro de un liquido donde también
estan los precursores, el laser logra que la muestra metalica se caliente y reaccione con el
precursor generando las nanoparticulas, el tamafio de éstas depende principalmente de la

potencia del laser [38]. El costo de esta técnica se eleva por la inversién del laser.

La técnica de irradiacion con microondas es una alternativa que ofrece ciertas ventajas ya
gue es un método rapido y eficiente, el cual produce particulas con una distribucion uniforme
y estables, esto es posible porque el calentamiento homogéneo que se logra en esta técnica

favorece la nucleacion y el crecimiento de las nanoparticulas, por lo tanto, se ve reducido el
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tiempo de reaccion total. Algunas nanoparticulas por ejemplo de platino, plata y paladio se
han preparado con esta técnica en soluciones de etilenglicol [39].

En la Tabla 3 se presentan algunos precursores, reductores y estabilizantes para sintetizar
nanoparticulas de plata mediante métodos quimicos y fisicos.

Tabla 3. Métodos quimicos y fisicos de sintesis de AgNPs [36].

Precursor Reductor Estabilizante
AgNO3 Citrato
AgNO3 NaBHa
AgNO;3 Acido ascorbico
AgNO3 Polioles PVP
AgNOs3 B-D-glucosa Almidon
[Ag(NH3)2]* Azlcares
AgNO3 DMF APS
AgNO3 DMF PVP
Ag(COOR) Termolisis
Ag(COOCH3s) | Acetaldehido HDA
Ag(COOCH3) OLA OLA
[Ag(Mes)]a Termolisis HDA
AgNO3 Acido ascorbico CTAB
AgNO3 N2Hz+H20 AOT
AgNO3 Radiacion UV PVP
AgNO3 Radiacion UV PEG
[Ag(CeFs)] HDA
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3.5 Nanoestructuras de carbono
Hoy en dia existen muchos y grandes avances en la ciencia, especificamente hablando de la
nanotecnologia, en donde el principal reto es escalar la produccion desde el laboratorio hasta
la industria. Las nanoestructuras de carbono, que al estar constituidas por un elemento
esencial para la vida tienen grandes posibilidades de ser compatibles con infinidad de

sistemas.

Desde épocas remotas el carbono es un elemento muy interesante, se puede encontrar en la
naturaleza en diferentes formas alotrdpicas esto es posible gracias a las condiciones de

formacion, algunas formas son carbono amorfo o cristalino, grafito y diamante, entre otras.

Una de la forma descubierta hace relativamente poco tiempo por Curl, Kroto y Smalley en
1985 son los fullerenos estos a diferencia del diamante y del grafito, pueden sintetizarse en

solucion [40].

En 1991 Sumio lijima, un destacado fisico japonés observo que al utilizar el método de
vaporizaciéon de grafito por medio de descarga de arco eléctrico con el fin de producir
fullerenos, se formaba una especie de agujas en los electrodos, por medio de TEM se observo
que estaban formadas por estructuras en forma de tubos concéntricos y tenian hasta 50
ldminas de grafito, este fue el descubrimiento de otra forma del carbono: los nanotubos de
carbono, los cuales existen de pared multiple (MWNTS) [41] [42] y con la adicidn de metales
como fierro o cobalto a uno de los electrodos se obtenian nanotubos de pared sencilla
(SWNTSs) [43]. Entre sus principales propiedades han demostrado que tienen excelentes

respuestas mecanicas y eléctricas.

3.5.1 Grafeno
Uno de los materiales derivados del carbono mas recientes es el grafeno, el cual fue
descubierto en 2004 por Kostya Novoselov y Andrei Geim, ambos cientificos de la
Universidad de Manchester. Esto fue posible exfoliando el grafito por medio de métodos
mecanicos: con cinta adhesiva [44] y asi obtener una lamina bidimensional de carbono en
donde los atomos de carbono estan compactados de una manera similar a un panal de abejas.
Actualmente existen métodos quimicos [45] y mecanicos [46] para obtener laminas de

grafeno las cuales tienen el grosor de un atomo de carbono. Entre las atractivas propiedades
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que exhibe el grafeno se encuentran las mecénicas, térmicas y eléctricas. En la Figura 5. se

puede apreciar como luce una ldmina de grafeno.

DA
O

Figura 5. L&mina de grafeno [47].

3.5.2 Oxido de grafeno
Quimicamente el 6xido de grafeno (GO) es muy similar al Oxido de grafito, pero
estructuralmente son muy diferentes. El xido de grafeno es una ldmina de grafeno que esta
funcionalizada con distintos grupos oxigenados, tales como: hidroxilos y epdxidos que se
encuentran en sus planos, y grupos carbonilo y carboxilo que estan en los bordes de las
ldminas. Entre sus principales caracteristicas se encuentra que es hidrofilico, aislante e

higroscopico [48]. En la Figura 6 se muestra la estructura de una lamina de GO.

Figura 6. Estructura del 6xido de grafeno [49].
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La sintesis se lleva a cabo a partir de grafito, éste sera sometido a una oxidacion en medio
acido para llegar al 6xido de grafito, el cual posteriormente se exfoliara con un tratamiento
de ultrasonido en agua o agitacion mecanica, para dar lugar a laminas de 6xido de grafeno de
aproximadamente 1 nm de espesor. En la Figura 7 se encuentra un esquema de la sintesis del
GO.

) Oxidacién .. . Exfoliacion |
Grafito — | Oxidode grafito [—— | Oxido de grafeno

Figura 7. Sintesis del 6xido de grafeno

3.5.3 Propiedades y aplicaciones generales
El grafeno es un material que ha despertado la atencién de muchos cientificos a partir de su
descubrimiento en 2004, debido a sus excelentes propiedades electrénicas, Opticas,
mecanicas y térmicas, es por ello que el grafeno es un material sumamente atractivo para
aplicaciones como: transistores, sensores, peliculas conductoras, electrodos, celdas solares y

como antimicrobiano [50].

El 6xido de grafeno tiene muchas propiedades y aplicaciones interesantes, por ejemplo, los
grupos oxigenados que contiene hacen que sea un material hidrofilico, por ello, las moléculas
de agua que pudiera absorber darén lugar a la formacion de puentes de hidrogeno, esto
repercutird de manera directa en sus propiedades mecéanicas y eléctricas; también tiene

caracteristicas de un material semiconductor o inclusive un semimetal como el grafeno [51].

Entre sus aplicaciones destaca la electronica flexible y los sensores quimicos; por su actividad
antibacteriana [52], puede utilizarse en la industria médica o alimenticia y, ademas, se ha
demostrado que puede ser utilizado como membrana, debido a que es impermeable a gases

y liquidos, excepto agua [53].
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3.5.4 Actividad antimicrobiana del grafeno y del 6xido de grafeno
El grafeno por si mismo tiene aplicaciones muy interesantes, como en transistores, celdas
solares o sensores. Con el fin de encontrar mas aplicaciones potenciales para este material,
algunas investigaciones se han enfocado en realizar estudios biolégicos encaminados a
conocer las interacciones entre los derivados del grafeno, como el 6xido de grafeno, con

microorganismos [54].

Actualmente un conjunto amplio de materiales promete impedir la adhesion y la proliferacion
de microorganismos en las superficies de los materiales, tales como: antibi6ticos, iones
metalicos [55]; los problemas que estos materiales enfrentan, entre otros, son que los
microorganismos crean resistencia a ellos, la contaminacion ambiental que implican, asi

como su dificil procesamiento y costos altos [56].

Recientemente se han estudiado las propiedades antibacteriales de algunos nanomateriales
para encontrar respuestas a esta dificultad, entre estos materiales se incluyen las

nanoparticulas de plata, de 6xido de titanio y los nanotubos de carbono [57].

En el afio 2010 Shen et al. reportaron la sintesis de un nanocompuesto de grafeno con plata,
los cuales mostraban una actividad antibacteriana contra el Colibacillus, Staphylococcus

aureus y Candida albicans, se observo que pudieron destruir por completo los cultivos [4].

El 6xido de grafeno por su parte puede usarse en aplicaciones tales como purificador de agua,
almacén de energia 0 como un agente antimicrobiano. También existen reportes de que el
Oxido de grafeno tiene una fuerte actividad antimicrobiana contra una amplia variedad de
microorganismos incluyendo hongos y bacterias Gram positivas y Gram negativas, ya que
son capaces de penetrar la membrana celular de un microorganismo produciendo estrés

oxidativo e inhibiendo su reproduccion [58].

En 2010, Omid Akhavan y Elham Ghaderi estudiaron la toxicidad del grafeno y éxido de
grafeno frente a E. coli y S. aureus, donde demostraron con base en pruebas antimicrobianas

que las ldminas de grafeno inhibieron mejor el crecimiento bacteriano que el 6xido de grafeno

[5].
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Por otra parte, en 2012 Karthikeyan Krishnamoorthy et al. evaluaron bacterias Gram
positivas como S. aureus y Gram negativas como E. coli, utilizando laminas de grafeno como
agente antimicrobiano, entre sus resultados muestran que las laminas de grafeno son mas

toxicas para las bacterias Gram negativas que para las Gram positivas [59].

Es por ello que resulta atractivo e innovador el uso de las laminas de grafeno u éxido de

grafeno hacia aplicaciones biomédicas como agente antibacteriano.

En el apéndice #1 se presenta mas a detalle las diferencias entre las bacterias Gram positivas

y Gram negativas.

3.6 Curacion Humeda
Las heridas cronicas como las Ulceras y las heridas agudas tales como las postquirdrgicas
siempre han estado presentes en la préctica clinica; el cuidado de éstas se encuentra enfocado

en que tengan un cierre rapido, libre de bacterias y con una adecuada cicatrizacion.

Este es uno de los grandes retos de este siglo, en donde se han comenzado a desarrollar
distintas técnicas para generar apésitos o vendajes que logren la curacion de heridas de una
manera rapida y lo menos invasiva posible para el paciente. Una alternativa que ha tenido
grandes avances es la curacion en ambiente himedo; se ha reportado incluso que ésta es

menos costosa y mas rapida que la curacion tradicional [60].

El primer reporte que se ha encontrado en la literatura, acerca de la curacion humeda, data
del afio 1962 en donde George Winter demostr6 que las heridas de cerdos que se mantenian
en un ambiente humedo, epitelizaban (regeneracion del tejido de la epidermis) mejor y dos
veces mas rapido que las que estaban expuestas al medio ambiente [61]. Este trabajo dio pie
para que comenzara la evolucién de los apdsitos tradicionales para la cura de heridas v, asi

promover la curacion de heridas en ambiente hiumedo.

En los ultimos 20 afios, algunos autores [62] [63] [64] han sefialado que manteniendo una
herida humeda se promueve el proceso de curacion en un 50% bajo los siguientes

fundamentos:
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- Bajo el ambiente himedo se previene la deshidratacion del tejido y, por ende, la
muerte celular.
- Aumenta la epitelizacion; las heridas que forman costra disminuyen el suministro de
sangre y de nutrientes lo cual actiia como barrera para que exista la migracion celular
y, por lo tanto, ocurre una lenta epitelizacion.
- El dolor disminuye cuando las heridas son cubiertas por un vendaje oclusivo ya que
el medio humedo protege las terminaciones nerviosas.
Es por ello que la generacion de nuevos materiales que promuevan la curacion humeda es
uno de los grandes avances cientificos que existen hoy en dia con el Gnico fin de mejorar la

calidad de vida de un paciente.

3.7 Actividad microbiana en sustratos textiles para uso médico
Actualmente, en la lucha para prolongar la vida de una manera digna, la ciencia ha destinado
gran parte de sus esfuerzos a facilitar, por ejemplo, el combate de una enfermedad o la
curacion de una herida; en este contexto la industria textil ha encontrado que es posible el
desarrollo o la modificacion de telas para que ofrezcan diferentes usos, tales como, proteger
el cuerpo contra enfermedades, virus, bacterias, contra las radiaciones a las que diariamente
se esta expuesto o, incluso, telas que disipen o conserven el calor corporal para utilizarse en

condiciones ambientales extremas.

Los tejidos textiles representan una manera directa de actuar sobre algunas afecciones, la tela
o fibras actuarian como sustrato para que, con algun tipo de nanoparticula, sean parte de la
solucion de algunos problemas; tales como, la correcta cicatrizacion de heridas, evitar
infecciones cutaneas después de alguna cirugia o para impedir la propagacion de bacterias a
través de ropa clinica o quirargica; todo esto es posible usandose ademas en materiales de

curacion, como lo son las gasas y vendas o, para campos estériles.

El Instituto Tecnologico de Massachusetts es uno de los centros mas importantes de
investigacion en el area textil, recientemente han trabajado en el desarrollo de telas propias

para diabéticos, las cuales tienen la capacidad de medir niveles de glucosa; asi como,
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investigaciones acerca del uso de fibras con algin tipo de farmaco incorporado como
antibiodticos o vitaminas [65].

Por otra parte, en la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM) la Dra. Keiko Shirai
Matsumoto [66] ha logrado desarrollar un proceso para la fabricacion de piezas textiles con
nueva tecnologia, esto se logré incluyendo micro capsulas en ellas, las cuales tienen aceites,
perfumes, bactericidas o repelentes. La pieza textil tendria caracteristicas atractivas, por
ejemplo, que la liberacién controlada de las micro capsulas emita algin olor agradable que
se prolongue por mucho tiempo, o que al usar quitosano se incluya a la pieza textil actividad
antimicrobiana. La investigadora asegura gue la creciente demanda de textiles que tengan
otra funcion, ademas de la principal que es de proteccion, hace posible que surjan proyectos
de este tipo, menciona incluso que aplicaciones potenciales se encuentran en el area médica,

como apasitos o ropa clinica.

En el afio 2008 Maneerung y Tokura estudiaron la celulosa bacteriana que es un polimero
que se obtiene por medio de la fermentacion de ciertos organismos, presenta la misma
estructura quimica que la celulosa natural y es biocompatible, tiene aplicaciones posibles en
la industria alimenticia o en la medicina. En el mercado ya se encuentran productos
comerciales de celulosa bacteriana como el Biofill® que se utiliza para cubrir heridas, o
algunos otros como sustituto temporal de piel para tratar quemaduras o Ulceras [67]. Dichos
autores encontraron que, a pesar de que la celulosa bacteriana es un material muy interesante
para utilizarse como apdsito para heridas, no ofrecia actividad antimicrobiana para prevenir
infecciones en las heridas; para lo cual le afiadieron nanoparticulas de plata. En sus resultados
reportan que la celulosa bacteriana impregnada con las nanoparticulas exhibié una fuerte
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas como S. aureus y Gram negativas

como E. coli, las cuales son bacterias tipicas de una herida contaminada [68].

3.8 Nanoparticulas de plata y grafeno u éxido de grafeno como alternativa
para combatir microorganismos
En la literatura existen algunos reportes donde sugieren el uso combinado de nanoparticulas
de plata y grafeno u 6xido de grafeno en una matriz de hidrogel con el objetivo de combatir

microorganismos. En 2015, Xiangkang Zeng et. al. desarrollaron un material a base de
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hidrogel, éxido de grafeno reducido (r-GO) y nanoparticulas de plata como alternativa para
desinfectar agua, evaluando su comportamiento frente a la bacteria E. coli. Las

concentraciones que los autores evaluaron [69], se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Relaciones utilizadas de AgNPs vs r-GO por Xiangkang Zeng et al.

Muestra | Partes de AgNPs | Partes de r-GO

1 0.5 1
2 0.17 1
Control 0 1

Por otro lado, en 2014 Zengjie Fan et. al. realizaron un trabajo similar en donde, ademas de
evaluar la bacteria E. coli incluyeron S. aureus. Ellos prepararon un hidrogel en el que
incorporaban diferentes relaciones de nanoparticulas de plata y grafeno, en la Tabla 5 se

presentan las distintas relaciones que se utilizaron [70].

Tabla 5. Relaciones utilizadas de AgNPs vs grafeno por Fan et al.

Muestra | Partes de AgNPs | Partes de Grafeno
1 0 1
2 1 1
3 5 1

Control 0 0

Es importante mencionar que la aplicacion final reportada por Fan et. al. es de un aposito
para heridas; realizaron pruebas in vitro e in vivo teniendo como resultados excelente
actividad antimicrobiana contra ambas bacterias evaluadas: E. coli y S. aureus, ademas de

acelerar el proceso de curacion de la herida.
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3.9 Metodologias de dispersion de grafeno u 6xido de grafeno con liquido idnico

En la literatura se encuentran publicadas, basicamente, dos tipos de metodologias para hacer

la dispersion de G u GO, en presencia de un liquido idnico, éstas consisten en:

- Realizar un mezclado en un mortero directamente entre el liquido idnico y el grafeno
[71] [72] [73].

- Utilizar una solucién estable del liquido ionico como dispersante [74] [75] [76].

Polo-Luque et. al., en 2013 [73] [77] sugieren dos metodologias para la incorporacion de
nanotubos de carbono (CNT), una de ellas es hacer un mezclado manual de CNT con liquido
ionico hasta lograr una mezcla homogénea y, por otra parte, ademas de realizar la mezcla de
CNT y el liquido idnico, posteriormente, se llevan a ultrasonido, siendo reportada ésta ultima
como la menos favorable. Ellos proponen un mecanismo de cdmo es que los CNT se
dispersan en presencia de un liquido idnico después del mezclado; en la Figura 8 se encuentra

el esquema sugerido.
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Figura 8. a) Dispersion de CTN en liquido ionico. b) Metodologias para la mezcla de CNT
y liquido i6nico [77].
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Ademaés de proponer las metodologias de dispersion Polo-Luque también sugieren extraer el
liquido idnico mediante un lavado con metanol y finalmente se dejan secar los CNT, ya

dispersos, a temperatura ambiente.

Por otra parte, Zhang et al. en 2010 [76] dispersaron nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTS) en solucion, ellos mezclaron los MWCNTSs con el liquido idnico en presencia
de dimetilformamida (DMF) con ayuda de agitacion y ultrasonido, posteriormente,
evaporaron el solvente a temperatura ambiente; entre sus resultados reportan que bajo esta

metodologia obtuvieron una buena dispersion de MWCNTS.
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4. HIPOTESIS

El uso de un liquido i6nico permitir4 obtener un mejor desempefio antimicrobiano de
sustratos textiles impregnados con hidrogel-nanoparticulas de plata y grafeno o sus
derivados, al favorecer la incorporacion y, por lo tanto, promover una mejor interaccion entre

el sistema hidrogel-nanoparticulas de plata y la nanoestructura de carbono utilizada.

26



OBJETIVOS

5. OBJETIVOS

5.1 General

Estudiar el efecto de un liquido iénico (HMIMPF6) sobre la incorporacion de grafeno u 6xido

de grafeno en un hidrogel con nanoparticulas de plata, impregnados en un sustrato textil, para

la obtencion de apositos y analizar las propiedades antimicrobianas del material obtenido.

5.2 Especificos

Obtencidn y caracterizacion de recubrimientos asepticos de uso médico a base de
sustratos textiles, como venda comercial, impregnada con hidrogel y nanoparticulas
de plata.

Potencializar la actividad antimicrobiana en los sustratos con nanoparticulas de plata
incorporando el grafeno u 6xido de grafeno al sistema.

Estudiar el efecto del liquido iénico sobre la incorporacién del grafeno/oxido de
grafeno y la actividad antimicrobiana de los apositos obtenidos.

Tratar de elucidar las posibles interacciones entre el liquido i6nico y las

nanoestructuras de carbono utilizadas.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materias Primas

A continuacién, se presentan los reactivos y los materiales que se han utilizado en la parte

experimental del proyecto.

6.1.1 Reactivos

En la Tabla 6 se muestran los reactivos utilizados para la sintesis del hidrogel y de las

nanoparticulas de plata.

Tabla 6. Reactivos

; 5 Peso molecular Solubilidad en
Reactivos Formula Aspecto Proveedor
g/mol Agua
Preparacion del Hidrogel
Acido acrilico Liquido o ] ]
i C3H402 72.06 . Totalmente miscible | Sigma- Aldrich
Mondémero incoloro
Acido itaconico Cristales color . .
i CsHeO4 130.1 - Sigma- Aldrich
Co-mon6mero crema
2-2"-Azobis(2-metilpropionamida)
o Granulado ] . .
dicloridrato CsH1sNg - 2HCI 271.19 . Ligeramente soluble | Sigma- Aldrich
o Amarillo claro
Iniciador
N, N’-Metilenebis(acrilamida) . ) )
C7H10N202 154.17 Solido 20g/L a 20°C Sigma- Aldrich
Agente entrecruzante
Preparacién de las nanoparticulas
Nitrato de plata AgNOs 169.87 Sélido blanco - CTR
Borohidruro de sodio NaBH4 37.83 Polvo blanco 55g/L a 25°C Sigma- Aldrich
Incorporacién de G u GO con IL
Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metil- o
o ) Liquido ) )
imidazolio CioH19FsN2P 312.24 . - Sigma-Aldrich
S amarillo
Liquido iénico
Grafeno C 12.01 Polvo gris - Sigma-Aldrich
Oxido de grafeno CxOyHz - Lamina negra - LNMG (CIQA)

Nota: Todos los reactivos se utilizaron tal como se recibieron del proveedor.
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6.1.2 Materiales
La composicién del sustrato textil utilizado para la preparacion del recubrimiento aséptico,
mediante su impregnacion con hidrogel, nanoparticulas de plata y grafeno/oxido de grafeno

se muestra a continuacion:

- Venda comercial: 60% algodon / 40% poliéster

6.2 Preparacion del sustrato antimicrobiano

Algunos autores han reportado que, para favorecer la curacion de una herida, es necesario
mantener el medio humedo [78] [79], esto es posible utilizando p. ej. hidrogeles como medio

para conservar las AgNPs y el grafeno (G) u 6xido de grafeno (GO) adheridos a la piel.

Para lograr un sustrato textil con actividad antimicrobiana se prepar6 un hidrogel mediante
la copolimerizacion radicélica de &cido acrilico con acido itaconico con el cual se impregn6
el sustrato textil para posteriormente sintetizar “in situ” AgNPs y, por ultimo, incorporar el

G u GO con la finalidad de lograr la mayor actividad antimicrobiana posible en el sustrato.

6.2.1 Parte I: Preparacion del sustrato con hidrogel

Para la preparacion del hidrogel, se realizaron una serie de pruebas para determinar la
temperatura y el tiempo de reaccién méas adecuado para obtener un hidrogel con la viscosidad
adecuada y lograr que el sustrato, conserve una textura suave al tacto estando seco. Por
ultimo, obtener un recubrimiento antimicrobiano con las caracteristicas fisicas adecuadas
para ser utilizado sobre heridas, laceraciones, quemaduras, etc. Delgado-Rodriguez [80] en

2013 sugirio una ruta para la preparacion del hidrogel, la cual se presenta a continuacion:

“Se preparo el hidrogel de dacido acrilico/acido itaconico en una concentracion 80/20 % en
peso respectivamente, la reaccion fue llevada a cabo en un medio acuoso en un volumen de
50 mL en presencia de agua desionizada. Se afiadio, como iniciador, 0.4% en peso de 2-2"-
Azobis(2-metilpropionamida)  dicloridrato 'y 0.75% en peso de N, N’-

Metilenebis(acrilamida) como entrecruzante. La reaccion fue llevada a cabo en un vaso de
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precipitado sobre una parrilla de calentamiento con agitacion magnética a
aproximadamente 60°C hasta la formacion del hidrogel.”

Se tomd como base de la sintesis, los calculos y la temperatura reportada por Delgado-
Rodriguez [80]; sin embargo, a lo largo de las pruebas preliminares se establecieron nuevas

temperaturas y se determinaron los tiempos aproximados de reaccion.

Finalmente, y después de determinar los pardmetros mas adecuados se realizo la sintesis del
hidrogel; una vez transcurridos, aproximadamente, 10 minutos de reaccion se introdujo el
sustrato en el medio con la finalidad de lograr la impregnacion maxima de hidrogel en la

venda comercial.

6.2.2 Parte Il: Preparacion del sustrato con hidrogel/AgNPs
Una vez establecidas las condiciones de preparacion del hidrogel se procedio a realizar la
sintesis de AgNPs mediante reduccién quimica, utilizando como sal precursora el AgNO3 y
como agente reductor el NaBH4. Delgado-Rodriguez reporta diferentes procedimientos para
la preparacion y/o incorporacion de AgNPs y, finalmente concluye que la manera mas
adecuada para la obtencion de AgNPs es realizar la sintesis “in situ” en el sustrato textil; por
otra parte, también indica la relacion de NaBH4:AgNOs (0.75:1) que se utilizo para la sintesis
“in situ” de las AgNPs, la cual se tomd como base para obtener las distintas concentraciones

de AgNPs en las muestras.

Se siguid la ruta de preparacion del hidrogel, una vez introducido el sustrato (venda
comercial) al medio de reaccién, se agregaron los mililitros necesarios extraidos de una
solucion madre de AgNOs con una concentracion 2.188 M, para obtener las distintas
concentraciones propuestas (0.06 M, 0.1 M, 0.14 M, 0.2 M). Se continu6 con la agitacion
durante 2 minutos mas para, posteriormente, dejar secar el sustrato a temperatura ambiente,

durante 24 horas.

Una vez transcurridas las 24 horas de secado, el sustrato se introdujo en una solucion de
NaBH; frio (x 3°C) a la concentracion necesaria (0.045 M, 0.075 M, 0.105 M, 0.15 M)
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durante 3 horas, para reducir los iones de Ag* a Ag’. Posteriormente, se enjuagé 3 veces en
agua desionizada y se procedi6 a secarlo en una estufa a 50°C durante 24 horas.

Se utilizaron dos metodologias para la reduccion con NaBHa; incorporar el borohidruro de
sodio en solucion, para lo cual se prepardé una solucion madre del reactivo con una
concentracion 1.5 M, con el objetivo de disminuir el error experimental. Se toman, de esta

solucion, los mililitros necesarios para obtener la concentracion requerida en cada muestra.

Como segunda metodologia para la reduccién con NaBHa en lugar de utilizar la solucién
madre, se prepararon las soluciones a las concentraciones necesarias en el momento, es decir,
se disolvieron los gramos necesarios en agua desionizada momentos antes de introducir el

sustrato impregnado con hidrogel y AgNOa.

En la Tabla 7 se presentan las concentraciones finales utilizadas para la preparacién de cada

una de las muestras; manteniendo la relacion NaBH4:AgNOs (0.75:1).

Tabla 7. Concentraciones para preparar AgNPs “in situ” en el sustrato textil

Concentracién | Concentracion
Muestra Experimental | Experimental
AgNOs [M] NaBHs [M]

1 0.06 0.045
2 0.1 0.075
3 0.14 0.105
4 0.2 0.15

6.2.3 Parte Il1: Preparacién del sustrato con hidrogel/AgNPs/G u GO; con y sin
liquido ionico.
Después de obtener un sustrato textil impregnado con hidrogel y nanoparticulas de plata a
distintas concentraciones se procedié a realizar la incorporacion del G u GO utilizando un

liquido i6nico para promover su incorporacién y adecuada dispersion.
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En la literatura se encuentran reportadas algunas metodologias para llevar a cabo la
incorporacion y dispersion de grafeno/oxido de grafeno utilizando liquido idnico, por
ejemplo, Polo-Luque sugiere hacer un mezclado manual entre el liquido i6nico y la
nanoestructura de carbono, mientras que Zhang propone hacer la dispersion en solucion, sin
embargo, éste Gltimo utiliza como solvente dimetilformamida (DMF). Por otra parte,
considerando que este solvente es toxico y que los liquidos ionicos del tipo [PF6]" tienden a
hidrolizarse en condiciones de calor y acidez formando iones activos de fltor [81] [82], se
propuso incorporar el metanol como solvente del sistema, ya que este ha sido utilizado por
Polo-Luque para retirar el liquido idnico después de dispersar la nanoestructura de carbono,
en este caso, el grafeno u 6xido de grafeno.

Con base en lo reportado por diversos autores [76] [77] respecto al uso del liquido iénico
para la dispersion de nanoestructuras de carbono se implementd una metodologia, que
consiste en realizar primero un mezclado manual del grafeno u 6xido de grafeno con el
liquido idnico y, posteriormente, incorporar metanol al sistema para lograr una solucién de

G u GO/liguido i6nico en metanol.

Esta metodologia mostr6 muy buenos resultados para la incorporacion del grafeno u 6xido
de grafeno a la venda con hidrogel y nanoparticulas de plata. Se realizaron una serie de
pruebas preliminares con la Unica finalidad de conocer el tiempo necesario para que la
impregnacion del grafeno u 6xido de grafeno sea maxima. Se impregnaron dos tipos de

sustrato: venda “virgen” (blanco) y venda con hidrogel, ambos con y sin liquido idnico.

A continuacion, se describe de manera més detallada la metodologia para llevar a cabo la
incorporacion y dispersion del grafeno u dxido de grafeno:

Se coloca en un vaso de precipitado la cantidad a utilizar de grafeno u éxido de grafeno,
posteriormente, se afladen 0.5 mL de liquido ionico, se realizé un mezclado manual por
espacio de 10 minutos hasta lograr una consistencia homogeénea grafeno-liquido ionico.
Finalmente se aforo el vaso de precipitado hasta 25 mL con metanol. Es importante sefialar
que, para la prueba sin liquido i6nico simplemente se colocé el grafeno y se aford con

metanol al volumen indicado.
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Sobre una parrilla con agitacion magnética se coloca el vaso de precipitado con una barra
magnética del tipo oval-lisa y uno de los dos sustratos: venda “virgen” (V) 0 venda con
hidrogel (VH). Se inicia la agitacion y se continda hasta por 8 horas como tiempo maximo,
se hicieron evaluaciones visuales a los siguientes tiempos: 5, 15, 30, 45 minutos; 1, 2,4y 8
horas. Posteriormente, se retira la venda del vaso y se deja secar ahora impregnada también
con grafeno u 6xido de grafeno, a temperatura ambiente, durante 24 horas.

De acuerdo a la metodologia descrita previamente y, una vez establecido el tiempo de
impregnacion requerido, se inici6 con la incorporacion del grafeno u 6xido de grafeno a las
vendas con hidrogel y nanoparticulas de plata. Este procedimiento se realizo, con y sin

liquido i6nico, para dos concentraciones de AgNPs (3.114 ppmy 3.851 ppm).

En la Tabla 8 se presentan las concentraciones utilizadas de grafeno u 6xido de grafeno, éstas
se establecieron en funcion de la concentracion de nanoparticulas de plata, previamente

determinadas mediante espectroscopia (ICP), presentes en cada muestra.

Tabla 8. Contenidos utilizados de AgNPs y de grafeno u éxido de grafeno

S Concentracion AgNPs Concentracion G u GO Masa G Masa GO
uestra
(Ppm) (Ppm) (@) (@)
2 3.114 31.14 0.0007785 | 0.0007785
3 3.851 38.51 0.0009628 | 0.0009628

6.3 Serie de Experimentos

En la Figura 9 se presenta la serie de experimentos final del proyecto, éste se encuentra
dividido en cinco etapas con su respectiva identificacion en la parte superior. Es importante
sefialar que, conforme se avanzaba a la siguiente etapa, se fueron descartando algunos
sistemas con base en la caracterizacion de éstos hasta llegar al sistema final y mas adecuado

de acuerdo a los objetivos del proyecto.
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Venda Venda : Venda . Venda . Venda
© con Hidrogel con Hidrogel : con Hidrogel . con Hidrogel
y AgNPs AgNPs y Grafeno AgNPs v Oxido de grafeno
* {conv sin liquido idnico) (con liquido 10nico)

VHAg2-G-5LI

VHAg2-G-CLI 4[ VHAg2-GO-CLI

VHAg3-G-5LI

VHAg3-G-CLI —{ VHAg3-GO-CLI

Figura 9. Serie de Experimentos del proyecto

6.4 Caracterizacion de los sustratos impregnados con hidrogel/AgNPs o
hidrogel/AgNPs/G u GO; con y sin liquido ionico

Se utilizaron distintas técnicas para evaluar las muestras, las cuales se presentan a
continuacion.
- Difraccion de rayos X de angulo amplio (WAXD)

Se realizaron estudios mediante WAXD en un difractometro de rayos X marca Siemens D-
5000, en un intervalo 26 de 4-80°, con un paso angular de 0.06° y un tiempo de paso de 2
segundos, con una intensidad de 25 mA y un voltaje de 35kV con el fin de comprobar, por

medio de la identificacion de las bandas, la presencia de los planos caracteristicos de la plata.
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- Espectroscopia de emision de plasma

Se realizo el andlisis cuantitativo por ICP con el objetivo de determinar el contenido de plata
presente en cada una de las muestras. La preparacion de las muestras consistié en sumergir
el sustrato en 5 mililitros de agua regia (HCI:HNO3) en la relacion 3:1, durante 1 horaa 90°C,

para posteriormente aforarlas a un volumen de 50 mililitros y proceder a la caracterizacion.
- Espectroscopia infrarroja

Con el objetivo de recabar informacion sobre los grupos funcionales que estan presentes en
las diferentes muestras se utilizé un espectrofotdmetro infrarrojo por reflectancia total
atenuada (IR-ATR), modelo Magna-IR 550, de la marca Nicolet, el intervalo espectral fue
de 400 a 4000 cm™ con aproximadamente 100 barridos por muestra.

- Pruebas antimicrobianas

Se realizaron las pruebas en colaboracion con la Facultad de Medicina de la UAdeC. Las
bacterias a evaluar fueron S. aureus y E. coli. Las pruebas se realizaron en agar-sangre
humana al 5%, la metodologia consistio en la siembra de la bacteria en cada caja Petri por el
método de difusion de placa, seguido de esto, se coloco la venda sobre el agar, para
finalmente hidratarla con solucion fisioldgica; los agares se cultivaron a una temperatura

controlada de 37°C durante 24 horas.
- Microscopia electronica de barrido

Para poder realizar un analisis de la morfologia, tamafo y dispersion de las nanoparticulas
de plata, de la presencia del hidrogel y de la influencia del liquido i6nico sobre la dispersién
del grafeno, se recurrié a la técnica de microscopia electronica de barrido de emision de
campo, en un equipo marca JEOL modelo JSM-7401F con una potencia de 10 y 15 kV. La
preparacion de la muestra consistio en su recubrimiento con oro-paladio y depositarla en un

portamuestras de bronce, el cual se introduce al equipo para, posteriormente, generar vacio.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Sintesis del hidrogel e impregnacién de sustrato

En la primera etapa del proyecto, se realizé la sintesis del hidrogel tomando como base la

metodologia propuesta por Delgado-Rodriguez en 2013.

En la Tabla 9 se muestran algunos de los tiempos y las temperaturas de reaccion, méas

representativas, evaluadas para llegar a obtener el hidrogel con el grado de entrecruzamiento

adecuado y, por tanto, el sustrato textil con la consistencia requerida (agradable al tacto) para

su aplicacion, p.ej. sobre heridas o laceraciones en forma de apdsito.

Tabla 9. Temperaturas y tiempos de reaccion

Temperatura (°C) | Tiempo (min) Observaciones Consistencia final del sustrato

63 40 No se formo el hidrogel -

65 40 No se formo el hidrogel -

67 30 No se formo el hidrogel -

68 15-17 No se formo el hidrogel -

70 15-17 Sustrato con hidrogel Suave
71 15-17 Sustrato con hidrogel Suave
73 15-17 Sustrato con hidrogel Suave
75 15-17 Sustrato con hidrogel Rigido
76 15-17 Sustrato con hidrogel Muy rigido
78 15-17 Sustrato con hidrogel Muy rigido
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Los parametros establecidos, después de realizar las pruebas preliminares, para las pruebas
subsecuentes fueron los siguientes:

- Proporcién 80/20 % en peso de acido acrilico/acido itacénico

- 0.4% en peso 2-2"-Azobis(2-metilpropionamida) di-clorhidrato como iniciador y
0.75% en peso de N, N"-Metilenebis (acrilamida) como entrecruzante

- Temperatura de reaccion: entre 70 y 73°C

- Tiempo de reaccién: 15-17 min

7.2 Sintesis de nanoparticulas de plata

Después de haber establecido las condiciones més adecuadas para preparar el hidrogel, se
procedid a hacer la sintesis de AgNPs “in situ” directamente en el sustrato textil, después de
haber sido impregnado con hidrogel. Se realizo la sintesis a través de la reduccién quimica

de nitrato de plata con borohidruro de sodio, para reducir los iones Ag* a Ag’.

Una vez sintetizado el hidrogel e impregnado el sustrato textil (venda) con éste y con nitrato
de plata se dejo secar a temperatura ambiente. Transcurridas 24 horas, el sustrato se

encontraba de un color muy similar al color natural de la venda.

Posteriormente, se introdujo la venda ya seca en una solucion de borohidruro de sodio, al
contacto con ésta, la venda adquirié un color café oscuro, lo cual se menciona en la literatura

como indicio de la formacion de las nanoparticulas de plata [83] [84] [85].

Se puede apreciar en la Figura 10, las fotografias de cada una de las muestras obtenidas, se
observa en cada muestra una coloracion café oscuro que conforme aumentaba la
concentracion utilizada, de nitrato de plata y de borohidruro de sodio, esta coloracion adquiria

un tono mas oscuro.
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Venda con hidrogel y nanoparticulas de plata.

Muestra #1,
VHAgl

Venda con hidrogel y nanoparticulas de plata.
Muestra #2,
VHAQ?2

Venda con hidrogel y nanoparticulas de plata.

Muestra #3;
VHAg3

Venda con hidrogel y nanoparticulas de plata.
Muestra #4,
VHAg4

Figura 10. Venda con hidrogel y nanoparticulas de plata

7.3 Incorporacion del grafeno u 6xido de grafeno con y sin liquido ionico al

sustrato textil

Para finalizar, en la Ultima etapa del proyecto, se incorpord al sustrato textil ya con

nanoparticulas de plata, el grafeno u 6xido de grafeno con la finalidad de tratar de
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potencializar la actividad antimicrobiana; esto se llevo a cabo con y sin liquido iénico para

favorecer la dispersion de la nanoestructura de carbono utilizada.

Se realizaron una serie de pruebas preliminares con el objetivo de conocer el tiempo
necesario para lograr la méxima impregnacion posible. En la Tabla 10 se muestran algunas
imagenes de como fue ocurriendo el proceso de impregnacion. Se realizd un seguimiento

visual a diferentes tiempos: 5, 7, 9, 11, 14 y 30 minutos.

En las muestras sin liquido ionico (SLI) se observé a distintos tiempos, hasta un méximo de
8 horas, que el G u GO no logré adherirse por completo a la venda “virgen” (V) y a la venda

con hidrogel (VH), aun después de haber transcurrido tiempos largos.

Por otra parte, se pudo apreciar, en las muestras con liquido ionico (CLI) que el grafeno u
oxido de grafeno fueron adhiriéndose poco a poco tanto a la venda virgen (V) como a la
venda con hidrogel (V+); observandose que a los 30 minutos se habian adherido por completo

a la venda.

Ha sido reportado, por diversos autores [71] [72] [74] [75], que la presencia de liquido idnico
promueve la dispersion adecuada de nanoparticulas derivadas del carbono en diferentes
medios; lo observado en estas pruebas corroboran que la presencia del liquido i6nico en estos

sistemas permitié una dispersion adecuada en el sustrato textil.

Este fendbmeno, probablemente, puede ser atribuido a que sucedio alguna interaccién del tipo
n-nt entre el grafeno y el liquido idnico; ya que se encuentra reportado que, al realizar un
mezclado manual entre nanotubos de carbono y un liquido i6nico del tipo imidazolio, el
esfuerzo de corte realizado separa a los nanotubos entre si, una vez separados, el liquido

i6nico rodea sus bordes impidiendo que estos vuelvan a unirse [86].

Por lo tanto, se sugiere que después de llevar a cabo el mezclado manual entre el grafeno y
el liquido i6nico, las laminas de grafeno se separaron lo suficiente, lo cual permitié una

adhesion maés facil tanto a las fibras de la venda “virgen” y a la venda con hidrogel.
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Tabla 10. Impregnacion de las nanoestructuras de carbono a diferentes tiempos, en venda
“virgen” (V) y venda con hidrogel (V4), con y sin liquido ionico (LI).

Tiempos

Venda sin LI

Inicio

3 min

5 min

7 min

9 min

11 min

14 min

30 min

Venda con LI

VH sin LI

W
N

VH con LI

40



P — RESULTADOS Y DISCUSIONES

Después de las pruebas preliminares para determinar el tiempo méas adecuado para la
impregnacion, se estandarizo para las siguientes pruebas un tiempo fijo de 30 minutos; ya
que como ha sido mencionado, a este tiempo, ya habia sido totalmente incorporado el G o
GO a la venda; posteriormente, se extrae el sustrato y se deja secar a temperatura ambiente
durante 24 horas para obtener un sustrato con nanoparticulas de plata, grafeno u 6xido de

grafeno, con y sin liquido ionico.

7.4 Caracterizacion
Para evaluar los sustratos obtenidos en cada una de las etapas del proyecto, previamente

descritas se utilizaron distintas técnicas de caracterizacion.

A continuacion, se presentan la serie de resultados obtenidos para cada uno de los sustratos:
venda con hidrogel, venda con hidrogel/AgNPs y venda con hidrogel/AgNPs/G u GO; con y

sin liquido i6nico.

7.4.1 Caracterizacion del sustrato textil con hidrogel

7.4.1.1 Espectroscopia infrarroja - ATR

En la Figura 11 se muestra el espectro infrarrojo obtenido de la venda “virgen” (V) y de la
venda impregnada con hidrogel (VH), se puede apreciar que la banda localizada en la
longitud de onda de 1700 cm™ corresponde al grupo C=0 del éster [87] que esta presente
tanto en la venda como en los mondmeros, dicha banda es mas intensa en la muestra que
contiene hidrogel; por otra parte, analizando la banda ubicada en la longitud de onda entre
2850-3000 cm™ se puede ver como se ensancha un poco en la muestra con hidrogel, esto
sucede por el aumento de enlaces de carbono e hidrégeno tales como -CH; y -CHs, por lo
tanto, los cambios de dichas bandas en las muestras analizadas es un indicio de la presencia

del hidrogel en la venda.
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% Transmitancia
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Longitud de onda (cm™)

Figura 11. Espectro infrarrojo de la venda con y sin hidrogel

7.4.2 Caracterizacion del sustrato textil con hidrogel y AgNPs

7.4.2.1 Difraccién de rayos X

La Figura 12 muestra el patron de difraccion de rayos X del sustrato impregnado con hidrogel
y AgNPs, ademas de un difractograma como referencia de plata [88], el difractograma del
sustrato muestra algunos hombros bien definidos tanto del algoddn presente en la venda como
de la estructura cristalina de la plata; el algoddn esta presente en los 17° y 23° con los planos
(101) y (002) respectivamente [89] [90], por otra parte en los 38.5°, 45°, 64.5° y ligeramente
en los 78° se puede apreciar la plata presente en la muestra con los planos (111), (200), (220),
(311) respectivamente [91] [92]. Las sefiales presentes confirman la presencia de

nanoparticulas de plata en la muestra.
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(311)

Intensidad

Figura 12. Patron de difraccion de rayos X del sustrato con hidrogel y AgNPs.

7.4.2.2 Espectroscopia de emision de plasma (ICP)

En la Tabla 11 se presenta el contenido de AgNPs presentes en cada muestra preparada
mediante la Metodologia 1 (reduccién con solucién madre de NaBHa4), los valores obtenidos
indican que la concentracion en cada una de las muestras es muy pequefia; sin embargo, de
acuerdo a lo reportado en la literatura [93] se encuentra que el valor minimo para inhibir el
crecimiento de una bacteria Gram positiva y preferiblemente Gram negativa es de 0.006 ppm,
por lo tanto, la concentracion de las muestras sobrepasa el minimo necesario para inhibir el

crecimiento.
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Tabla 11. Contenido de AgNPs por medio de espectroscopia de ICP. Metodologia 1

Concentracion en
Muestra )
solucion (ppm)
11 0.01
21 0.013
31 0.013
41 0.013

Estos resultados obtenidos nos muestran que, bajo las condiciones utilizadas en la
Metodologia 1, no se aprecian diferencias en la cantidad de AgNPs depositadas. Con base en
la literatura [94], se asume que no se formaron la cantidad de AgNPs esperadas utilizando la
Metodologia 1 con la solucién madre preparada previamente; ya que se reporta [95] que el
NaBHjs tiende a hidrolizarse formando NaBO: e H2 (metaborato de sodio e hidrogeno) y, por
lo tanto, pierde su eficiencia como agente reductor, lo que dio como resultado la formacion

de muy pocas AgNPs.

En la Tabla 12 se presenta el contenido de AgNPs presentes en cada muestra preparada
mediante la Metodologia 2 (reduccion con una solucion recién preparada de NaBHs.), los
resultados obtenidos muestran que existe mayor cantidad de AgNPs depositadas en el
sustrato y ésta cambia en funcion de las concentraciones de AgNOs y de NaBHa utilizadas;
por lo tanto, se puede decir que la Metodologia 2 es la mas adecuada para obtener un sustrato
impregnado con mayor concentracion de AgNPs, necesarias para inhibir el crecimiento
bacteriano, mientras que la Metodologia 1 no permite obtener una cantidad suficiente de

AgNPs, por las razones expuestas anteriormente.

Tabla 12. Contenido de AgNPs por medio de espectroscopia de ICP. Metodologia 2

Concentracién en
Muestra .
solucién (ppm)
1> 2.302
22 3.114
3 3.851
4 4.842
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7.4.3 Caracterizacion del sustrato textil con hidrogel, AgNPsy G u GO con y sin

liquido i6nico

7.4.3.1 Difraccion de Rayos X: Grafeno y Oxido de grafeno

El patrén de difraccion de rayos X tipico de grafito y 6xido de grafeno se presenta en la
Figura 13. El pico caracteristico del grafito segun la literatura [96] [97] [98] se encuentra
alrededor de los 26.56°, sin embargo, después de la oxidacién el pico localizado a los 26.56°
desaparece y un nuevo pico aparece a los 10.63°, aproximadamente, esto debido a la

oxidacion que sufrio el grafito.

g Graphene Oxide
:E; Graphite
g
= A\
N . y,
10 20 30 40 50 60
20 (deg)

Figura 13. Patron de rayos X tipico de grafito y 6xido de grafeno [96].

Por otra parte, en la Figura 14 se observa que en la muestra de 6xido de grafeno a utilizar no
aparece el pico a los 26.56°, en cambio si se logra apreciar el pico a los 10.75°
aproximadamente y correspondiente al plano (001) [99]; de esta manera se comprueba la

correcta oxidacion y exfoliacion del grafito, para dar lugar al 6xido de grafeno.
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Figura 14. Patrén de difraccion de rayos X del 6xido de grafeno utilizado.

7.4.3.2 Microscopia Electronica de Barrido

Con la finalidad de observar los cambios fisicos que se presentaron en las fibras de la venda
en cada una de las tres etapas desarrolladas en el proyecto, se realizaron estudios de
microscopia; en la Figura 15 se encuentran las micrografias de SEM correspondientes a cada
etapa. La primera micrografia (15a) corresponde a la venda “virgen” la cual funge como
blanco para comparar con las siguientes, el espesor de las fibras mide en promedio 14
micrometros. En la micrografia correspondiente a la venda con hidrogel (15b), se logra
apreciar y verificar facilmente la presencia del hidrogel sobre las fibras de la venda, ya que
se observa mayor espesor en las fibras (24. 1567 micrémetros) y donde el hidrogel pareciera
unir fibra con fibra. Posteriormente en la muestra con hidrogel y nanoparticulas de plata
(15c), se logran apreciar las nanoparticulas depositadas sobre el hidrogel y la fibra, las cuales
se encuentran bien distribuidas.
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a) Venda “virgen”

COMPO 8.0kV X150

b) Venda con hidrogel

COMPQO  8.0kV X150 100um WD 10.6mm
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c) Venda con hidrogel
y nanoparticulas de
plata

COMPO 8.0kV  X2,000 10um WD 8.0mm

Figura 15. Micrografias de las fibras de la venda en cada etapa: a) Venda sin hidrogel (V),
b) Venda con hidrogel (V+), ¢) Venda con Hidrogel y AgNPs (VHAQ)

Por otra parte, se presentan las micrografias que corresponden a la venda impregnada con
hidrogel, nanoparticulas de plata y grafeno correspondientes a la muestra dos (3.114 ppm de
AgNPs); es posible apreciar en la Figura 16 y en la Figura 17 la presencia del grafeno sobre
las fibras, en el caso donde no se utilizé liquido iénico, Figura 16, las laminas se encuentran
apiladas y parecieran estar depositadas, solo superficialmente, sobre las fibras; sin embargo,
en el caso en el que se utilizo liquido idnico, Figura 17, las ldminas de grafeno no logran
apreciarse totalmente definidas, incluso pareciera que se encuentran embebidas sobre la fibra

y recubiertas por hidrogel.
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LEI 80KV X500  10um WD 99mm

LEI 80KV X500  10um WD 9.7mm

Figura 17. Micrografia venda con hidrogel, AgNPs y grafeno, con liquido i6nico
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Analizando més detalladamente el fendmeno apreciado anteriormente en la muestra donde
se utilizo liquido idnico, en la Figura 18 se presenta una micrografia a mayor resolucion de
una de las fibras, en la imagen se logran observar las nanoparticulas de plata presentes,
ademas de las ldminas de grafeno las cuales parecieran estar embebidas/adsorbidas sobre la
fibra de la venda y cubiertas de hidrogel, incluso se puede apreciar alrededor de la lamina de
grafeno una especie de plegamientos sobre ellas mostrando que aparentemente, por efecto

del liquido idnico, las laminas de grafeno lograron adsorberse en el hidrogel sobre la fibra.

Lo anterior, probablemente debido a que la estructura del liquido i6nico se ha reportado [17]
[100] que puede interactuar facilmente con los grupos hidroxilos presentes en el hidrogel y
en la venda. Por otra parte, se encuentra reportado, que los hidrogeles tienden a hincharse en
presencia de humedad [101] [102], asi que al estar en contacto la venda impregnada con
hidrogel y nanoparticulas de plata con el metanol, que fue el medio para impregnar el sustrato
con grafeno u 6xido de grafeno, el hidrogel se hinchd, lo cual hizo posible que al interactuar
el liquido i6nico con los grupos hidroxilos tanto del hidrogel como de la venda, diera lugar
al alojamiento de las laminas de grafeno en el hidrogel y las fibras de la venda; de esta manera
lograron “encapsularse” éstas entre la fibra de la venda y el hidrogel, tal como se aprecia en
la Figura 18.
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;. Kgu

COMPO 80KV X5000 1um  WD9.7mm

Figura 18. Fibra de la muestra VHAg2-G-CLI a mayor magnificacion

Por otra parte, se realiz6 un conteo de nanoparticulas de plata con la finalidad de analizar el

tamafo de particula.

Se midieron los tamafos con el Software “Image J” tomando como referencia el tamafo de
la escala de la micrografia utilizada y midiendo asi, el diametro de cada una de las

nanoparticulas.

Se presenta en la Figura 19 el histograma correspondiente al conteo de 483 nanoparticulas
de plata para dos muestras que contienen hidrogel, nanoparticulas de plata en la
concentracion dos (3.114 ppm) y grafeno utilizando liquido i6nico (VHAgQ2-G-CL), éstas se
encuentran en un tamafio promedio de 62 nm; el 93.78% de las nanoparticulas se encuentran
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por debajo de los 100 nm, mientras que el 6.21% restante se encuentran por encima de los
100 nm.

VHAg2-G-CLI
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Figura 19. Histograma de distribucion de tamafios de particula (VHAg2-G-CLI)

Por otra parte, en la Figura 20 se muestra el histograma que corresponde al conteo de 444
nanoparticulas de plata para dos muestras que contienen hidrogel, nanoparticulas de plata en
la concentracién tres (3.851 ppm) y grafeno utilizando liquido iénico (VHAQ3-G-CLI), éstas
se encuentran en un tamafio promedio de 65 nm; el 93.46% de las nanoparticulas se
encuentran por debajo de los 10 nm, mientras que el 6.53% restante se encuentran por encima
de los 100 nm.
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Figura 20. Histograma de distribucién de tamafios de particulas (VHAQg3-G-CLlI)

7.5 Pruebas antimicrobianas
Se realizaron pruebas antimicrobianas con el fin de evaluar, por medio de los halos de

inhibicidn, si existe actividad antimicrobiana ante las bacterias utilizadas.

7.5.1 Sustrato textil con hidrogel y AgQNPs

Las pruebas antimicrobianas se realizaron en los sustratos preparados con las dos diferentes
metodologias de reduccidn, es decir, en los sustratos reducidos con la solucién madre de
NaBHs y en los sustratos reducidos con la solucion de NaBH4 preparada en el momento.
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En la Figura 21 se muestra el cultivo de la bacteria S. aureus con las diferentes muestras a
evaluar, recién sembrada la bacteria en agar-sangre humana al 5%. Estas fueron reducidas

con la solucion madre de NaBH4 (Metodologia 1).

Figura 21. Cultivos de S. aureus. Metodologia 1

Después de 24 horas de incubacién no se registrd ningun tipo de inhibicion, en la Figura 22
se puede observar que no se aprecia la presencia de halos de inhibicién; es decir, ninguna de
las muestras preparadas mediante la Metodologia 1, en ninguno de los cultivos logré inhibir
el crecimiento de la bacteria; aun cuando las concentraciones obtenidas se encuentran por

arriba de lo que se reporta como concentracion minima requerida, 0.006 ppm.
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Figura 22. Cultivo de S. aureus después de 4 dias de incubacion

En la Figura 23 se muestran los cultivos recién sembrados de las bacterias S. aureus y E. coli
en los sustratos reducidos con solucién preparada en el momento (Metodologia 2), en agar-

sangre humana al 5%.

Figura 23. Cultivos de S. aureus y E. coli. Metodologia 2

Se incubd el cultivo durante 24 horas y se registraron halos de inhibicién en las dos bacterias,
para S. aureus y E. coli la mayor actividad antimicrobiana se observé en las concentraciones
dos y tres (3.114 ppm y 3.851 ppm de AgNPs respectivamente). Estos resultados confirman
que bajo la Metodologia 2, la cantidad de AgNPs depositadas en el sustrato y cuantificadas
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mediante espectroscopia de ICP fueron suficientes para formar el halo de inhibicion

bacteriana; es decir, presentaron actividad antimicrobiana.

En la Figura 24 se pueden observar algunos de los cultivos realizados mediante la

Metodologia 2 en los cuéles se aprecian los halos de inhibicién.

Figura 24. Cultivos de A) S. aureus B) E. coli después de 24 horas de incubacion

7.5.2 Sustrato con hidrogel, AgNPs y G u GO con y sin liquido i6nico.

Para poder realizar un analisis comparativo entre las muestras, se estandarizaron los tamafios
de los halos de inhibicion con respecto al tamafio de venda depositada sobre el agar. Se
midieron los halos de inhibicion con el Software “Image J” y se realizaron calculos
comparando el area del trozo de venda y el rea del halo de inhibicion, de esta manera obtener

porcentajes respecto a ambas areas, los cuales ya son comparativos para todas las muestras.

En el apéndice #2 se encuentra descrita mas detalladamente la metodologia de

estandarizacion de resultados.

7.5.2.1 Grafeno y 6xido de grafeno puro

Se realizaron las pruebas utilizando como elemento antimicrobiano el éxido de grafeno y el
grafeno puro, es decir, sin hidrogel y sin nanoparticulas de plata, con el objetivo de ver su

comportamiento en solitario.
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Al encontrarse el grafeno en polvo, éste se depositd sobre un trozo de venda, mientras que el

Oxido de grafeno al encontrarse en laminas simplemente se colocé sobre el cultivo.

Los resultados después de analizar los halos de inhibicién en ambos cultivos, se presentan en
la Tabla 13, entre mas grande sea el valor, mayores fueron los halos de inhibicion y, por lo
tanto, esto nos indica mayor actividad antimicrobiana, los siguientes resultados muestran una

sobresaliente actividad antimicrobiana del grafeno frente al 6xido de grafeno.

Tabla 13. Resultados estandarizados de las pruebas antimicrobianas utilizando grafeno y
dxido de grafeno

E. coli S. aureus

% de inhibicion | % de inhibicion

Oxido de grafeno 335 77

Grafeno 607.5 596.5

La mejor eficiencia del grafeno sobre el 6xido de grafeno, se encuentra reportado en la
literatura [5] y se debe al contacto directo que tiene una ldmina de grafeno con la bacteria,
esto sucede ya que la bacteria tiene una ligera carga negativa en la parte externa y, por otra
parte, el grafeno es un excelente aceptor de electrones, es por ello que, al ocurrir una
transferencia de cargas durante la interaccion bacteria-grafeno, se ocasiona un mayor dafio

propiciando la muerte de la bacteria.

En la Figura 25 se muestra el cultivo con trozos de oxido de grafeno, en la parte derecha se
encuentra la bacteria E. coli, mientras que en la derecha S. aureus, es posible apreciar

pequefios halos de inhibicién alrededor del 6xido de grafeno.
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Figura 25. Cultivo de laminas de éxido de grafeno en E. coli y S. aureus

Por otra parte, en la Figura 26 se muestra el cultivo de vendas impregnadas con grafeno. Se
pueden observar los halos de inhibicion, en la parte superior se encuentra la bacteria E. coli,

mientras que en la parte inferior la S. aureus.

Figura 26. Cultivo de grafeno en E. coli y S. aureus.
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7.5.2.2 Sustratos utilizando grafeno con y sin liquido i6nico

Se realizaron las pruebas antimicrobianas de los distintos sustratos, las pruebas realizadas
previamente a las vendas con hidrogel y nanoparticulas de plata reportaron que las mejores
inhibiciones se presentaron en las concentraciones dos y tres (3.114 ppm y 3.851 ppm de
AgNPs respectivamente), es por ello que, los siguientes sustratos se prepararon en las

concentraciones dos y tres de nanoparticulas de plata.

Los resultados después de haber medido los halos de inhibicidn de los cultivos, se presentan
en la Tabla 14, donde se exponen las muestras que contienen hidrogel, nanoparticulas de

plata y grafeno con y sin liquido iénico.

Tabla 14. Resultados estandarizados de las pruebas antimicrobianas utilizando grafeno con
y sin liquido idnico.

E. coli

% de inhibicion

S. aureus

% de inhibicion

VHAQ3-G-SLI 80.25 178.333
VHAQ2-G-SLI 70.5 152
VHAQ3-G-CLI 185.25 270.333
VHAQ2-G-CLI 126.5 270

En la Tabla 14 se puede observar que los sustratos mostraron mejor actividad antimicrobiana
para la bacteria S. aureus que para la E. coli, mismo resultado que obtuvieron Omid Akhavan
y Elham Ghaderi en 2010 [5]. Lo anterior se atribuye a que ambos tipos de bacteria, Gram
positiva (S. aureus) y Gram negativa (E. coli) cuentan con una pared de peptidoglicano y
sobre esta pared, la E. coli cuenta con una capa extra conocida como membrana externa, sin

embargo, la S. aureus no cuenta con membrana externa, por lo tanto, en este caso y con este
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sistema, resultd més sencillo inhibir el crecimiento de una bacteria Gram positiva como lo es

la S. aureus.

También se puede observar en la Tabla 14 que se obtuvieron mejores resultados en las
muestras que se prepararon utilizando liquido i6nico, esto probablemente por el fenémeno
que se presento y pudo ser observado mediante el SEM, donde se aprecian las laminas de
grafeno embebidas/adsorbidas e incluso recubiertas por el hidrogel, lo cual propicié una

mejor dispersion y, por ende, a que se tuviera una mejor actividad antimicrobiana.

Se presentan en la Figura 27 algunos de los cultivos realizados con los sustratos impregnados
con hidrogel, nanoparticulas de plata y grafeno, con y sin liquido iénico. Como
identificadores se encuentran los ndmeros dos y tres, los cuales corresponden a la
concentracion utilizada de nanoparticulas de plata (3.114 ppm y 3.851 ppm de AgNPs
respectivamente), acompafiados de una S o C la cual corresponde a “Sin liquido idénico” y

“Con liquido i6nico” respectivamente.

&

Figura 27. Cultivo de los sustratos VHAg-2,3-G-SLI, CLI. a) E. coli b) S. aureus

7.5.2.3 Sustratos utilizando 6xido de grafeno con liquido idnico

Después de analizar los resultados de los sustratos con hidrogel, nanoparticulas de plata y

grafeno con y sin liquido ionico, y ante la gran diferencia que se obtuvo al utilizar liquido
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iénico, se elimino del disefio de los experimentos el sistema sin liquido idnico al elaborar las

muestras con o0xido de grafeno.

A continuacién, en la Tabla 15 se presentan los resultados de los cultivos después de analizar
el tamafio de los halos de inhibicion.

Tabla 15. Resultados estandarizados de las pruebas antimicrobianas utilizando 6xido de
grafeno con liquido ionico.

E. coli S. aureus

% de inhibicion | % de inhibicién

VHAQ3-GO-CLI 138.75 177.666

VHAQ2-GO-CLI 100 133.65

Como se puede observar en la Tabla 15 nuevamente se presenta una mejor actividad
antimicrobiana para la bacteria S. aureus, verificando una vez mas los resultados presentados
por Omid Akhavan y Elham Ghaderi en 2010 [5].

Por otra parte, después de analizar en conjunto la Tabla 14 y la Tabla 15, las cuales presentan
los resultados de los cultivos utilizando los sustratos con hidrogel, nanoparticulas de plata y
grafeno u 6xido de grafeno, se puede observar que en los cultivos donde se utilizé grafeno
fueron mejores que en los que se utiliz6 6xido de grafeno, este resultado también se observé
al realizar cultivos en solitario de grafeno y 6xido de grafeno los cuales previamente se

exhibieron en la Tabla 13.

En la Figura 28 se muestran los cultivos realizados con sustratos impregnados con hidrogel,
nanoparticulas de plata y 6xido de grafeno con liquido i6nico, de igual manera cuentan con

identificadores para sefialar la concentracion de nanoparticulas de plata.
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Figura 28. Cultivo de los sustratos VHAg-2,3-GO-CLLI. a) E. coli b) S. aureus
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8. CONCLUSIONES

- Seobtuvo un hidrogel de acido acrilico — acido itaconico con las caracteristicas fisicas
adecuadas para impregnar el sustrato.

- El método de impregnacion del sustrato con el hidrogel fue el adecuado, esto se
confirmé con la prueba de IR-ATR.

- La reduccion del AgNO3z con la solucién madre previamente preparada de NaBH4
(Metodologia 1) no formo la cantidad necesaria de AgNPs para inhibir el crecimiento
bacteriano, esto con base en las pruebas de espectroscopia de ICP y antimicrobianas.

- Se lograron formar las AgNPs suficientes para inhibir el crecimiento de las bacterias,
S. aureus y E. coli, con la reduccion del AgNOs utilizando la solucién recién
preparada de NaBH4, (Metodologia 2) lo anterior comprobado con las pruebas de
espectroscopia de ICP y antimicrobianas.

- Las pruebas antimicrobianas realizadas al grafeno y al 6xido de grafeno en solitario
demostraron que el grafeno fue superior que el 6xido de grafeno para inhibir el
crecimiento bacteriano.

- El sistema hidrogel/AgNPs/grafeno con y sin liquido i6nico presenté mejor actividad
antimicrobiana ante la bacteria S. aureus la cual es Gram positiva.

- El uso del liquido iénico favorecié la incorporacion del grafeno en el sistema y por
lo tanto increment6 la actividad antimicrobiana en los sustratos que contenian
hidrogel, nanoparticulas de plata y grafeno.

- EIl sistema hidrogel/AgNPs/6xido de grafeno con liquido i6nico presentdé mejor
actividad antimicrobiana ante la bacteria S. aureus la cual es Gram positiva.

- En general el sistema que logro funcionar mejor para S. aureus y E. coli fue la venda
impregnada con hidrogel, nanoparticulas de plata en la concentracion tres (3.851
ppm) y grafeno utilizando liquido iénico, identificado como VHAQ3-G-CLI
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Finalmente, se concluye que bajo las metodologias reportadas en el presente trabajo es
posible elaborar un sustrato antimicrobiano con hidrogel, nanoparticulas de plata y
grafeno utilizando liquido idnico, el cual presente buenas propiedades antimicrobianas.
Este sistema en un futuro podria tener un alto impacto en la industria médica, la cual,
entre otros objetivos, busca combatir infecciones y evitar su propagacion, incluyendo este

sistema en ropa quirdrgica, batas, campos estériles, apositos... etc.
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TRABAJO FUTURO

- Realizar estudios de citotoxicidad de los sustratos antimicrobianos.

- Realizar evaluaciones en otros tipos de bacterias, virus y hongos.

- Realizar pruebas antimicrobianas in vivo para obtener resultados mas precisos.

- Evaluar otro tipo de nanoestructura de carbono y de liquido iénico.

- Utilizar otro tipo de medio para albergar el hidrogel, las nanoparticulas de plata y el
grafeno u 6xido de grafeno.

- Realizar estudios de tiempo de vida media de los sustratos antimicrobianos.

- Estudiar el mecanismo de reaccion y el grado de entrecruzamiento del hidrogel.
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APENDICE #1

Bacterias Gram positivas y Gram negativas

En microbiologia, las bacterias pueden clasificarse en dos grandes grupos: Gram positivas y
Gram negativas, dependiendo de la estructura de su pared celular, esto propicia distintas

reacciones a la “Tincion de Gram”.

Las diferencias residen en su pared celular, las bacterias Gram negativas tienen una capa de
peptidoglicano delgada la cual esta rodeada por una membrana de lipidos y finalmente por
una membrana externa, mientras que las bacterias Gram positivas tienen una capa gruesa de
peptidoglicano, sin embargo, no cuentan con membrana externa. En la Figura 29 se muestra

la estructura de una bacteria Gram positiva y una Gram negativa.

membrana i
. - mesosoma tabiquede
plasmatica divisién capsula
capsula \; V4

membrana
externa

cuerpos de
inclusién
capa de

peptidoglicanos| pared

pared celular: —celular
) de : lipoproteinas

peptidoglicano :

| espacio

peripldsmico

ribosomas  Cromosomas

proteinas de flagelo
superficie

flagelo

Gram-positivo Gram-negativo

Figura 29. Estructura de bacterias Gram positivas y Gram negativas
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Estandarizacion de halos de inhibicion en pruebas antimicrobianas.

APENDICE #2

Con el objetivo de realizar un andlisis comparativo de las pruebas antimicrobianas entre las

muestras realizadas para la parte III del proyecto: “Preparacion del sustrato con

hidrogel/AgNPs/G u GO; con y sin liquido 16nico” se realiz6 la siguiente metodologia:

Con el Software “Image J” se midio el area de los halos de inhibicion registrados, ademas

del area de cada trozo de venda, posteriormente se hicieron los célculos respectivos para

obtener el porcentaje de cada halo de inhibicion comparado con el area de la venda. En la

Tabla 16 se presenta un ejemplo los célculos realizados.

Tabla 16. Estandarizacion para los datos de las pruebas antimicrobianas

Experimento #1
Nombre del cultivo:

Ag2CIL, Ag2SIL, Ag3CIL, Ag3SIL- E. coli

P ; 100 x Area inhibida | % de inhibicion Mejores
Areainhibida | Areade C s ~
Muestra por zona + Area de la | respecto al tamafio| resultados
por zona la venda *
venda de la venda ™
2S 2.547 1.427 178.486335 78
3S 2.528 1.533 164.9054142 65
2C 2.285 1.202 190.0998336 90 *
3C 3.427 1.393 246.0157933 146 *

El procedimiento anterior se realizO para cada una de las pruebas antimicrobianas,

posteriormente se obtuvo un promedio de todos los resultados, para finalmente con este

resultado comparar todas las pruebas realizadas. En la Tabla 17 se muestra una de las tablas

donde se recopilaron los resultados de la estandarizacion de los datos de las pruebas

antimicrobianas y se obtuvieron los promedios.
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Tabla 17. Promedios de los resultados de la estandarizacion de los datos de las pruebas
antimicrobianas

VHAg-2,3-G-SLI, CLI
E. coli
f# de Experimento | o, 4o ir?ﬁibicién % de ir%ﬁibicic’)n % de iﬁﬁibicién % de irzﬁibicién
1 65 78 146 90
2 122 107 228 213
3 70 51 173 77
4 64 46 194 126
Promedio 80.25 705 185.25 126.5

Finalmente, después de obtener todos los promedios de todas las muestras, se logr6 analizar
y comparar entre todos los sustratos y asi, concluir cuales muestras presentaron mejores

resultados.
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