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Resumen

L
R ESUMEN

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata con actividad antimicrobiana a través de una
estrategia de sintesis de bajo costo y amigable con el medio ambiente, en donde el extracto de los
cladodios jovenes y frescos de la planta de nopal (Opuntia sp) participé como agente reductor en
presencia de polimeros hidrosolubles y biocompatibles [poli (vinil alcohol) y el quitosan], los

cuales actuaron como agente estabilizante y antimicrobiano respectivamente.

Se analizaron diferentes fracciones del extracto de los cladodios de nopal, obtenidos mediante
micro y ultrafiltracion con el fin de identificar los principales componentes del extracto que
pudieran participar como agentes reductores en los iones de plata. En el proceso de micro y
ultrafiltracion se utilizaron membranas de fibra hueca con diferente tamafio de poro o limite de
peso molecular. Los principales componentes quimicos que se encontraron en el extracto completo
de los cladodios de nopal se distribuyeron de la siguiente forma: 4 % de sélidos insolubles,
11.16% de proteina total, 0.53 % de proteina soluble, 16.54% de pectina, 11.62% de azUcares
totales y 23.55% de fenoles.

Cada una de las fracciones del extracto de los cladodios de nopal obtenidas durante el proceso de
micro y ultrafiltracion se evaluo de la misma manera en que se realizo la sintesis de nanoparticulas
de plata con el extracto de nopal entero, con la finalidad de determinar en cual de estas fracciones

se encontraban las particulas 0 moléculas responsables de la reduccion de los iones de plata.

La formacion de las nanoparticulas de plata empleando el extracto de nopal como agente reductor
fue monitoreada mediante espectroscopia UV-visible, presentando un pico maximo de absorcién a
una longitud de onda de 420 nm, caracteristico de la excitacion del plasmon superficial de las

nanoparticulas de plata.

De las fracciones del extracto de nopal obtenidas por ultrafiltracion, la fraccion de tamafio que
presentd una mayor intensidad de absorcion a la longitud de onda caracteristica de las

nanoparticulas de plata fue la obtenida del permeado de la membrana con un limite de peso

m



! Resumen

molecular (NMWC) de 3,000 Kg/mol, por lo que se decidi6 emplear esta fraccion para la

obtencidon de las nanoparticulas de plata.

Mediante andlisis por microscopia electronica de transmision (TEM) se determiné la morfologia y
la distribucion de tamafios de las nanoparticulas de plata obtenidas con el permeado con 3,000
NMWC. La mayoria de las particulas observadas mostraron una morfologia predominantemente
esférica con tamafios de diametro en el intervalo de 4 a 30 nm, y con un tamafio promedio de 17

nm.

Las nanoparticulas de plata se incorporaron en una matriz polimeérica de PVA, para posteriormente
fabricar nanofibras mediante la técnica de electrohilado y asi obtener membranas de nanofibras
con nanoparticulas cargadas. Durante la preparacion de las nanofibras se propusieron tres métodos
de preparacion de la solucion polimérica, empleando en cada uno de estos métodos una solucion
acuosa de PVA al 10% w/v, que se preparo a partir de una mezcla de PVA con pesos moleculares
de M,, 13,000-23,000 y M,, 126,000 en una relacién 50:50.

En el primer método de preparacion se mezcld la solucién de PVA con diferentes concentraciones
de nanoparticulas. En el segundo método se Ilevd a cabo la sintesis “in situ” de las nanoparticulas
de plata empleando el extracto de nopal y el PVA como agente reductor y estabilizante
respectivamente y posteriormente se llevd a cabo el electrohilado de la suspension. Las
nanoparticulas de plata obtenidas de ésta reaccion “in situ” se caracterizaron mediante TEM,
observando una mayor presencia de nanoparticulas de morfologia esférica con tamafios de
didmetro inferiores a los 5 nm. En el Gltimo método se empleo la solucién de nanoparticulas de
plata obtenidas de la reaccion “in situ” con PVA y se adicion6 quitosan de bajo peso molecular al

1% wi/v, con la finalidad de contribuir al efecto antimicrobiano de las membranas.

Las membranas de nanofibras fueron caracterizadas por microscopia electrénica de barrido
(SEM), donde fue posible observar fibras con morfologia uniforme y escasos defectos. El
intervalo de tamafio de didmetro de las nanofibras fue de 40 a 400 nm, con un tamafio promedio de
250 nm. Mediante un analisis por TEM fue posible observar las nanoparticulas de plata embebidas
en la nanofibra, observando una mejor dispersién de las nanoparticulas en aquellas nanofibras
electrohiladas a partir de la solucién de reaccién de nanoparticulas de plata empleando la solucion

de PVA como agente estabilizante.
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Se comprobd la actividad antibacteriana de las membranas de nanofibras con nanoparticulas de
plata incorporadas, empleando las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomona aureoginosa, usando el método de dilucion en caldo de soya tripticasa, asi como la
actividad antifangica empleando el método de dilucion en caldo dextrosa y papa, y caldo YPD
(extracto de levadura, dextrosa y papa) para las cepas de Aspergillus niger y Candida albicans

respectivamente.

Las membranas obtenidas mediante el mezclado de la solucién de PVA con las nanoparticulas de
plata mostraron un efecto antimicrobiano con una inhibicion del 99.9% de la bacteria Escherichia
Coli al utilizar una concentracién de 300 ppm de nanoparticulas de plata, en tanto que para el
Staphylococcus aureus con ésta misma concentracién de nanoparticulas se logré obtener una
inhibicién del 94.1%, esto se ha atribuido a la diferencia entre las paredes celulares entre las

bacterias Gram positiva y Gram negativa.

Las membranas obtenidas a partir de la solucion de la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de
plata con PVA presentaron una mejor propiedad antimicrobiana en comparacién con las
membranas obtenidas de la mezcla de las nanoparticulas con el PVA, obteniendo una inhibicion
total tanto para las cepas de bacterias como las de hongos al utilizar una concentracion de 20 ppm

de nanoparticulas de plata.

Se comprobo la actividad antimicrobiana del quitosan incorporado en las membranas de PVA, al
exhibir por si solo una inhibicion total de las cepas de bacterias y hongos evaluados, excepto para
la cepa de Aspergillus niger, donde el quitosan logro una inhibicion del 95 %, en tanto que el
quitosan con una concentracion de 10 ppm de nanoparticulas de plata permitié alcanzar una
inhibicion del 99.8%.
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1. INTRODUCCION

Los constantes avances en la tecnologia y la fabricacion de nuevos materiales y dispositivos en
dimensiones nanomeétricas, que conserven o mejoren sus propiedades, ha hecho que hoy en dia la
nanotecnologia capte un gran interés y se proyecte como una solucion prometedora a los

problemas en el campo cientifico y tecnoldgico.

Una de las areas mas importantes en la cual se ha enfocado la nanotecnologia es la biomédica,
donde se han aplicado nanoparticulas metélicas para liberacién de farmacos, terapia génica,
sintesis de nuevos medicamentos, deteccién de células tumorales, entre otras . En ésta area, las
nanoparticulas de plata han desempefiado un papel importante debido a su fuerte actividad

bactericida y fungicida, empleandose ampliamente en medicina para el control de infecciones.

Para la produccion de nanoparticulas metalicas, como en el caso de las nanoparticulas de plata, se
han desarrollado diferentes métodos de sintesis, dentro de los cuales se encuentran la sintesis
quimica mediante microemulsion, reduccion quimica, irradiacion ultrasonica, sintesis
electroquimica y mas recientemente la aplicacion de métodos bioldgicos que hacen uso de

microorganismos, plantas y sus extractos.

El incremento gradual en la contaminacion ambiental ha hecho que la comunidad cientifica tome
conciencia y enfoque sus esfuerzos hacia la busqueda de nuevas alternativas para la obtencion de
estas nanoparticulas con metodologias limpias que eviten problemas de contaminacion ambiental.
Por esa razén se ha considerado que la sintesis bioldgica representa una de estas alternativas
limpias, presumiblemente no téxica y amigable con el medio ambiente igualando e incluso
sobrepasando las expectativas de las nanoparticulas sintetizadas por los otros métodos

tradicionales ®.

Dentro de los métodos de sintesis bioldgica de nanoparticulas metalicas se encuentra el uso de
bacterias, hongos, plantas y sus extractos como agentes de reduccion. Entre ellos, el estudio de la
sintesis de nanoparticulas por medio del uso de plantas y sus extractos ha sido poco estudiado,

razon por la que en este trabajo se llevo a cabo un estudio detallado con el fin de desarrollar una
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tecnologia verde, a través del uso del extracto de cladodios de nopal (Opuntia sp.) como agente
reductor para la fabricacion de nanoparticulas de plata.

Actualmente la incorporacion de nanoparticulas metélicas en matrices poliméricas esta
despertando un gran interés en muchos campos de la ciencia, lo que ha permitido el desarrollo de
materiales con mejores propiedades fisicas y mecanicas ). Entre estos materiales, las nanofibras
se caracterizan por presentar diametros que se encuentran en la escala nanométrica, con una gran
area superficial por unidad de volumen y tamafios de poro pequefios, lo cual hace posible su uso

en aplicaciones muy variadas.

Entre las técnicas para la formacion de nanofibras se encuentra el electrohilado, el cual se
caracteriza por ser un proceso continuo y de bajo costo, que permite obtener nanofibras con
diferentes morfologias dependiendo de las condiciones del proceso.

Mediante el proceso de electrohilado, se han incorporado nanoparticulas de plata a nanofibras, las
cuales, debido a las propiedades antimicrobianas y fungicidas que les atribuye la plata, pueden

aplicarse en materiales textiles, vendajes para heridas, medios de filtracion, entre otros.

En este trabajo se planted desarrollar la sintesis de nanoparticulas de plata empleando el extracto
acuoso del nopal (Opuntia sp.) como agente reductor en presencia de un polimero hidrosoluble y
biocompatible como el poli (vinil alcohol), el cual participd como agente estabilizador de las
nanoparticulas. Para ello fue necesario establecer los parametros Optimos de sintesis,
caracterizacién y su aplicacion en la preparacion de nanofibras mediante el proceso de
electrohilado. Se incorpord un polimero natural como el quitosan que coadyuvara a la propiedad
antimicrobiana de las fibras, llevando a cabo la evaluacién de la actividad antimicrobiana y

morfologia de las membranas nanofibrosas obtenidas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Nanoparticulas

La nanotecnologia es una de las areas de investigaciébn méas activas en la ciencia de materiales
modernos debido al gran interés y creciente desarrollo de técnicas para sintetizar y caracterizar
materiales y dispositivos a escala nanométrica, asi como la manera de ampliar los limites
alcanzados en diversos campos como la medicina, electronica, quimica e ingenieria. Hoy en dia
las tecnologias requieren reducir lo mas posible el tamafio de los componentes que utilizan con
propiedades especificas que realicen algun tipo de funcion atil, razén por la cual, la produccién de

nanoparticulas es uno de los desafios mas importantes de la nanotecnologia.

La definicion de nanoparticulas difiere dependiendo de los materiales, campos y aplicaciones
concernientes. En relacion a sus dimensiones fisicas, las nanoparticulas se definen como

particulas que poseen un tamafio en un intervalo de 1 a 100 nm .

Una nanoparticula tipica se compone de pequefias “particulas primarias”, las cuales tienen una
relacion de superficie-volumen muy alta. Poseen cerca del 98, 40 y 10 % del total de sus atomos
sobre las superficies o en los limites de grano si sus particulas primarias son del ordende 1,5y
20 nm respectivamente. La alta proporcion de &tomos en su superficie y en los limites de grano es
responsable de las diferentes propiedades de las nanoparticulas (electronica, Optica, eléctrica,

magnética, quimica, biolégica y mecanica) con respecto a los materiales nanoestructurados.

Las nanoparticulas pueden clasificarse como: naturales, incidentales, de ingenieria, amorfas,
cristalinas, poliméricas, o de materiales compuestos. De acuerdo a su quimica predominan las
nanoparticulas no metalicas (por ejemplo, las de carbono), las metélicas (como las de oro Au y

plata Ag), semiconductoras (como las de selenuro de cadmio CdSe) y combinadas.

La forma de la nanoparticula es una caracteristica importante que se toma en cuenta para las
posibles aplicaciones en el area de la nanotecnologia. En base a su forma encontramos
nanoparticulas esféricas, cilindricas, en barras y plaquetas. Sus propiedades fisicas estan

relacionadas con su tamafio y composicién quimica. Las propiedades quimicas de la superficie,
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incluyendo defectos e impurezas, contribuyen a su reactividad ®. En la figura 2.1 se presentan las

formas convencionales de diversas nanoestructuras metalicas.

Plato triangular/
hexagonal

Pd, Ag, Au, Cu, Pb, B,

Co, Ni

Disco

Estructura Formas Dibujo esquematico Metales
Cubo perfecto/ truncado . a Pd, Ag, Aél: E; Cu, Rh,
Octaedro perfecto/
truncado @ Pd, Ag, Au, Pt
Tetraedro perfecto/ | .
o truncado v Ag, Au, Pt, Rh
Cristal unico
Barra rectangular - Pd, Ag, Pt
Barra octagonal — Pd, Au, Fe, Co, Ni
Alambre octagonal o ¢
rectangular ! ! Pb, In, Sn, Sb, Fe, Co
Maclado Bipiramide derecha ’ Pd, Ag
individualmente _—
Rayo 4 Ag
Decaedro @ Pd, Ag, Au
Icosaedro @ Pd, Au
Barra pentagonal ! Pd Ad. Au. Cu
i maclada cinco veces - » A8 AU,
Maclado multiple
Alambre pentagonal { Ad. Cu
maclado cinco veces - 9

Sn, Co

Figura 2.1.- Formas convencionales para los diversos nanocristales metalicos ©)

Debido a las nuevas aplicaciones encontradas para las nanoparticulas, se busca la preparacion de

nuevos métodos de sintesis con un mejor control en los parametros de crecimiento, dirigidos a la

produccién de nanoparticulas con propiedades a la medida para aplicaciones especificas, por lo

que es fundamental la comprension del mecanismo de formacién asi como de su crecimiento .

Las nanoparticulas de origen metalico como el oro, platino, paladio, cobalto, rodio y plata se han

desarrollado con una variedad de técnicas experimentales, generando un interés particular en las
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particulas ultrafinas, las cuales poseen un mayor nimero de bordes, esquinas y caras que les
proporciona una alta relacion de superficie/ volumen, motivo por el cual son muy Utiles en

diversas éreas de la quimica ©.
2.2 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas se definen como agregados aislados de atomos de metales rodeados
de una capsula protectora o estabilizadora que evita su aglomeracion © @9, Las nanoparticulas
metalicas son importantes desde un punto de vista tedrico y practico, ya que representan las clases
de nanomateriales mas prometedoras en virtud de sus propiedades optoelectronicas, térmicas,

magnéticas y su alta capacidad catalitica.

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas estan en funcién de si la nanoparticula se comporta
como semiconductora o conductora. En una nanoparticula semiconductora, la banda de valencia
se encuentra completamente ocupada por electrones y la banda de conduccion esta completamente
vacia . En el campo de la fisica del estado sélido de semiconductores, se denomina “banda de
conduccion” al nivel de energia donde la atraccion del nicleo del 4tomo sobre los electrones es
mas débil. Este nivel corresponde a la 0rbita méas externa del atomo, en donde todos los electrones
que estan en esta banda se encuentran compartidos por otros atomos del sélido, permitiendo que
estos se desplacen por el mismo en forma de nube electrénica. En una nanoparticula metalica la
banda de conduccidn se encuentra parcialmente Ilena de electrones, por lo que no existe diferencia
en la excitacion electronica. Los electrones conducidos en el metal forman un tipo de estado de
plasma, y la transicion de electrones dentro de la banda se describe como el movimiento colectivo
de electrones libres. La oscilacion de electrones mediante este movimiento colectivo, en otras
palabras, las oscilaciones repetitivas de electrones para proteger la polarizacién provocada por
campos externos tales como los rayos de luz y electrones, se conoce como oscilacion de plasma.

Esta onda oscilatoria se expresa como una particula y se denomina como un plasmén ™.

Las nanoparticulas metalicas muestran extraordinarias propiedades Opticas, un ejemplo de ello se
tiene en una cadena lineal de nanoparticulas de Ag o Au, la cual puede conducir el flujo de energia
electromagnética a distancias de cientos de nanémetros sin tener una pérdida significativa 2, una
propiedad que se ha convertido en la base de un nuevo concepto de dispositivos fotdnicos

integrados a la escala nanométrica ™. Debido a que el tamafio de las particulas estan en el orden
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de unos cuantos nanémetros y hasta 100 nm, en consecuencia la absorcién de luz por estos
materiales suele darse a una longitud de onda especifica, que es conocida como la absorcion de
plasmones, y que a su vez se asocia a la frecuencia de resonancia de la onda plasmonica (14 Segtn
el tamafio de la nanoparticula la longitud de onda se desplaza hacia menores o mayores longitudes
de onda, y de acuerdo a la distribucion de tamafios de las nanoparticulas varia el ancho de la
banda. Sin embargo, ambas propiedades dependen también de otros factores como el tipo de

solvente, agente estabilizante, entre otros ™.

En la estabilizacion de las nanoparticulas de oro y plata durante su sintesis, se han utilizado
agentes estabilizantes entre los que se incluyen surfactantes y algunos polimeros. En un estudio
realizado por Sato y colaboradores 1) se demostré que ademas de que el surfactante previene y
evita la agregacion de las nanoparticulas de plata, desempefia un papel importante en la reduccién
de los iones de plata a plata atomica.

Los primeros indicios de que las nanoparticulas de oro presentan una estructura ordenada, fue
proporcionado por Schiffrin @7 Estas particulas de oro de 8 nm fueron preparadas en un sistema
liquido de dos fases y estabilizado por ditioles. Este mismo autor y sus colaboradores, también
hicieron otro descubrimiento importante cuando fabricaron conjuntos bimodales de particulas de

oro nanométricas. Suslick y colaboradores (1996) &

, reportaron por primera vez la preparacion
sonoquimica de una variedad de nanoparticulas metalicas. Rakhimov y colaboradores prepararon
nanoparticulas metélicas (Fe, Co y Ni) dispersadas en una matriz polimérica mediante la
exposicion de mezclas de reaccion que contenian precursores de sales metalicas, un polimero y un
agente de reduccién como el borohidruro de sodio (NaBH4) mediante la accion de pulsos de onda

elastica @9,

Actualmente existe un enorme interés en la preparacion de nanoparticulas metalicas que presenten
formas y tamarios uniformes, lo que ha incrementado la busqueda de nuevos procedimientos de

sintesis facilmente escalables y rentables “°.

2.3. Métodos de Sintesis de Nanoparticulas

Existen numerosos métodos disponibles para sintetizar nanoparticulas, sin embargo el enfoque o

desafio actual se dirige hacia el control del tamafio de la nanoparticula, distribucion de tamafio,
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morfologia, cristalinidad y propiedades. Todo esto con el fin de aplicar las nanoparticulas a un

proposito determinado y preparar una variedad de materiales. Los métodos de sintesis reportados

pueden clasificarse de acuerdo a su estrategia de sintesis, fuentes de energia utilizadas asi como

por la naturaleza del proceso (Figura 2.2) @2,

[ Sintesis de nanoparticulas ]

Enfoque ascendente

|
Enfoque descendente

Sintesis de fluidos supercriticos

[

[ Molienda mecanica ]

[

\

Hilado
( - ) ' l A
L EERIES ) Uso de plantillas
g ] ] ™) I
Actinomicetos o
L ) Pulverizacion a la flama o por plasma
Hongos . o )
L ) Metodo Sintesis Verde
- N bioldgico T g
Levaduras ( )
\ J Proceso Sol y proceso Sol-Gel
e 2 : I :
L Algas ) Pirolisis laser
g ™) p l <
L Plantas ) Proceso basado en aerosol
) i .
Deposicion quimica de vapor

J

I

[ Condensacién atémica o molecular

Grabado quimico

l
[ Electro-explosion (térmica/quimica) ]
l
[ Ablacion laser ]
l

[ Pulverizacion catddica en alto vacio ]

Figura 2.2.- Esquema de las diferentes estrategias utilizadas para la sintesis de nanoparticulas

metalicas.

2.3.1 Por estrategia de sintesis

Las estrategias son importantes para la sintesis de nanoparticulas. Hay dos estrategias basicas

usadas en la sintesis de nanoparticulas: la ascendente y la descendente. En el enfoque ascendente

las nanoparticulas se construyen atomo por atomo, o molécula por molécula. La estrategia
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descendente consiste esencialmente en transformar objetos de la escala micrométrica a la

nanometrica, donde las nanoparticulas se sintetizan al romper gradualmente los materiales y

transformarlos en tamafios mas pequefios (Figura 2.3) @Y.

Materiales macroscépicos

NANOESTRUCTURAS (1-100 nm)
Componentes miniaturizados para
aplicaciones electrénicas y otros
propositos tecnoldgicos

Moléculas

Figura 2.3.- Enfoque “descendente” y enfoque “ascendente” para nanoestructuras

2.3.2. Por fuentes de energia

Bulk

Nanoparticulas

)

91USPUISY
anboju3

(22), (23)

La energia esta siempre involucrada en la sintesis de nanoparticulas. Los métodos de sintesis de

nanoparticulas pueden entonces clasificarse en funcion de los tipos de energia usados en el

proceso de sintesis. Algunos ejemplos de estos métodos son: rayos laser, plasma, calentamiento

Joule, pulverizacion catidnica (sputtering), rayo de electrones, microondas, hidrotérmico,

liofilizacién, combustion y flama.

2.3.3 Por naturaleza del proceso

En las diferentes técnicas para la preparacion de nanoparticulas pueden involucrarse procesos

fisicos, quimicos, biolégicos, o inclusive alguna combinacién de estos ¢4 2% (26,
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2.4 Método de Sintesis Quimica de Nanoparticulas en Medios Acuosos

El agua posee una permisividad alta que la convierte en un buen disolvente para compuestos
polares o idnicos, por lo que muchas reacciones quimicas se llevan a cabo en medio acuoso. Las
nanoparticulas de metales preciosos, tales como el Au, Ag, Pt y Pd, que son elementales para
aplicaciones cataliticas y biomédicas, pueden prepararse mediante la adicién de agentes de
reduccion solubles en agua a las soluciones acuosas de sus sales metalicas respectivas en presencia

de un estabilizador.

La eleccién del agente de reduccion puede afectar drasticamente la velocidad de nucleacion y el
crecimiento de la particula que a su vez influye en la morfologia, el tamafio de particula y en la
distribucion de tamafios de las mismas. Los agentes de reduccién que se han utilizado con mayor
frecuencia para la sintesis de nanoparticulas incluyen el borohidruro de sodio, hidracina, citrato de

sodio y alcoholes @ @8 Caswell y colaboradores ?*

prepararon nanoalambres cristalinos de Ag
mediante la reduccion de la sal de AgNQOs, con citrato de sodio en presencia de NaOH a 100 °C, en
la figura 2.4 se presenta el mecanismo propuesto para la formacion de las nanoparticulas de plata.

La cantidad de NaOH fue un factor importante para determinar la morfologia del producto final.

NUCLEACION CRECIMIENTO
: r O (3
. 0O ()(j) C{(j) (i(\,( ‘\/;>
agente reductor N 3 ( v
AgNO; disolvente O (% C( ) ('((/’\\\;\,
O s CCQY
O & g
atomos de plata libres nanoparticulas de plata

Figura 2.4.- Mecanismo de formacion de nanoparticulas de plata a partir de la reduccion quimica
en disolucion de la sal de AgNO; €9,

El tamafio de particula y la morfologia de las nanoparticulas metélicas puede controlarse mediante
la eleccion adecuada de agentes de terminacion (capping agent), asi como variando la relacién de

las concentraciones del agente de terminacion con respectos al de las sales metéalicas.

El uso del método de sintesis quimica en medio acuoso para la preparacion de nanoparticulas

metélicas requiere una atencion especial a fin de evitar subproductos contaminantes indeseables.
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Si en una reaccion rapida y mal controlada quedan atrapadas impurezas como sales y otros
productos de reaccion dentro de las particulas o se forman aglomerados, en donde puede que estos
no se eliminen por completo, incluso repitiendo los procedimientos de lavado. Debido a la alta
reactividad de las nanoparticulas metélicas, originada por su gran area superficial, se requiere
tener especial cuidado durante el lavado y filtrado de las mismas para evitar una hidrélisis u
oxidacion indeseada. Después del secado se requiere con frecuencia de procedimientos asistidos

por vacio para evitar la oxidacion de los materiales.
2.5 Métodos de Sintesis Biologica de Nanoparticulas

La sintesis biolégica de nanoparticulas se denomina también como ‘“sintesis verde”, donde es
factible llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas a partir del uso de microorganismos, biomasa de
microorganismo, plantas o sus extractos y también mediante la participacion de proteinas,
azucares, fenoles y otras enzimas. De esta forma la sintesis biologica representa una alternativa
limpia, presumiblemente no toxica, amigable con el medio ambiente y que ademas su uso en
algunas ocasiones iguala o sobrepasa las expectativas de las nanoparticulas sintetizadas por

métodos fisicos y quimicos, en cuanto a costo y calidad de las nanoparticulas obtenidas ®.

Uno de los procesos fundamentales en la sintesis biomimética de nanoparticulas metéalicas, implica
la biosorcion y bioreduccion. En este proceso, los iones metalicos en solucién son generalmente
absorbidos a la superficie microbiana por los grupos quimicos funcionales de los compuestos o
biopolimeros que constituyen la pared celular y luego son reducidos in situ a atomos metalicos

mediante la reduccién por medio de azlicares a partir de polisacaridos hidrolizados de biomasa ©V.

Algunas enzimas presentes en los microorganismos como las reductasas, son también
responsables de la reduccion de metales ®?. La nucleacién y crecimiento de estructuras
inorgénicas son en su mayorfa controlados por proteinas y otras biomacromoléculas ©3 @4,
Fendler © demostré que un enfoque biomimético en la sintesis de nanoparticulas es posible tener
compartimentos capaces de proporcionar controles estructurales, espaciales y quimicos para la
estabilizacion y generacion de nanoparticulas. EI enfoque biomimético ha generado exitosamente
nanocristales de Ag,0 y particulas monodispersadas de Pt, Pd, Rh, con menos de 10nm, gracias al
uso de micelas acuosas, vesiculas, monocapas, microemulsiones y hasta una membrana de bicapa

lipidica @Y.
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2.5.1 Sintesis de Nanoparticulas Metélicas usando Hongos

Se ha investigado y reportado el uso de diferentes tipos de hongos para llevar a cabo la formacién
de nanoestructuras metélicas. Mediante estos estudios se ha demostrado que estos
microorganismos poseen la capacidad para llevar a cabo la reduccion de iones metélicos a
nanoparticulas metalicas ®9) Las principales caracteristicas en las que se fundamenta su aplicacién
son debidas a la secrecidn de una gran cantidad de enzimas (responsables de la reduccién de los
iones metélicos), facilidad de manejo, econémicamente viable y facilidad de manejo, proceso

econdmicamente viable y facilidad de realizar reacciones a escala mayor.

Recientemente, Xie y colaboradores ®7) reportaron el uso de diferentes partes del microorganismo
y productos del medio de cultivo del hongo filamentoso, Aspergillus niger. En este estudio se
evalud la superficie celular (biomasa del hongo), contenido intracelular (extracto de la biomasa del
hongo), y productos metabolicos secretados para llevar a cabo la sintesis de nanocristales de oro
con diferentes morfologias (esférica, nanoplaca regular, nanoplaca en espiral, nanopared,
nanoaglomerado lamelar), logrando un alto rendimiento de las nanoestructuras metalicas formadas
(Figura 2.5). Estos mismos autores, observaron que la forma y tamafio de estas nanoestructuras
podia ser controlado mediante el uso de diferentes estructuras o0 componentes del microorganismo,
asi como variando las condiciones experimentales de sintesis. Estos resultados sugieren que
posiblemente, las proteinas localizadas en la pared celular del hongo, y los extractos del mismo
hongo, podrian ser los componentes primarios implicados en la sintesis de nanocristales de oro. En
contraste, se determind que la formacion de nanoplacas de oro ocurre como resultado de la
catalisis enzimatica, donde varias moléculas pequefias y algunas enzimas participan en el proceso

de 6xido-reduccion mediante el mecanismo sustrato y catalizador, respectivamente.

Figura 2.5. Micrografia obtenida por FESEM (microscopia electronica de barrido por emision de
campo), de las nanoestructuras de oro sintetizadas usando la biomasa del microorganismo ©°.
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Aunqgue se ha demostrado el uso de hongos para producir nanoparticulas metélicas de plata, oro y

platino, la mayoria de estudios se enfocan en la sintesis de nanoparticulas de plata. Entre las

especies de hongos que se han estudiado se encuentran: Aspergillus niger, Aspergillus fumigates,

Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Fusarium semitectum, Phaenerochaete

chrysosporium y Verticillium. La sintesis de nanoparticulas de plata usando hongos ha generado

resultados interesantes en relacion al tipo y distribucion del tamafio de las nanoparticulas formadas

(38). (39). (40). (41). (42) | 3 Tabla 2.1 muestra algunas especies de hongos que han sido reportados como

mediadores en la sintesis de nanoparticulas metélicas.

Tabla 2.1.- Hongos utilizados en la sintesis de nanoparticulas metélicas.

) ) : L Tamario de )
Microorganismo Nanoparticula Caracterizacion i Referencia
particula
Fusarium oxysporum TEM (morfologia
o Pt o 10-100 nm (32)
f. sp. Lycopersici Cubica y rectangular)
Phaenerochaete
) Ag ESEM 50-200nm (38)
chrysosporium
] TEM (morfologia
Fusarium oxysporum Au o ) 20-40 nm (39)
esférica y triangular)
Fusarium oxysporum Ag TEM 5-50 nm (39)
) ) Difraccion de Rayos X
Fusarium semitectum Ag 35 nm (41)
XRD, TEM
Aspergillus flavus Ag TEM 9+ 16 nm (42)
Verticillium Ag TEM 25+ 12 nm (42)
Rhizopus oryzae Au TEM 10 nm (43)
Phoma Sp.3.2883 Ag TEM esfeérica 71.06 + 3.46 (44)
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2.5.2 Sintesis de Nanoparticulas Metalicas Utilizando Bacterias.

Uno de los primeros ejemplos de la sintesis de nanoparticulas metélicas usando bacterias fue
reportado por Beveridge y colaboradores “5) En este estudio, se demostro la precipitacion de oro
coloidal de dimensiones nanométricas en el citoplasma de diferentes células bacterianas. Estas
observaciones ocurrieron cuando estos microorganismos se desarrollaban en un medio de cultivo

conteniendo iones de Au®" “® 8

Analogamente, otros estudios han mostrado que los
sobrenadantes de los cultivos de ciertas especies de bacterias como Klebsiella pneumonia,
Escherichia coli y Enterobacter cloacae (Enterobacteriacae) son capaces de promover la sintesis
de nanoparticulas de plata, con tan solo exponer durante un periodo de cinco minutos, iones de

plata ante los extractos filtrados de estos microorganismos @,

Algunas especies también son capaces de reducir iones de metales preciosos en solucion o
sintetizar nanoparticulas metalicas tanto en el interior de la célula bacteriana 0 mediante la
secrecion de agentes reductores (enzimas) hacia el medio de cultivo. Las bacterias Bacillus
subtilis, Shewanella algae, Pseudomonas stutzeri, Thermomonospora sp., Rhodococcus sp.,
filamentous cyanobacteria  (plectonema borganum), Acidithiobacillis thiooxidans vy
Rhodopseudomonas capsulata se han utilizado para sintetizar nanoparticulas de plata y oro. Sin
embargo, el uso de bacterias para reducir los iones metalicos y formar nanoparticulas metéalicas es
escaso, una posible causa es la toxicidad de elementos tales como el platino y la plata en los
sistemas biologicos. La Tabla 2.2 muestra ejemplos de bacterias que han sido capaces de llevar a

cabo la sintesis de nanoparticulas metéalicas.
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Tabla 2.2- Bacterias utilizadas en la Sintesis de Nanoparticulas Metalicas.

mantequilla)

otras formas)

. i o Tamario de )
Bacteria Nanoparticula Caracterizacion : Referencia
particula
Pseudomonas stutzeri TEM (morfologia
Ag ) 200 (34)
AG259 triangular y hexagonal)
Rhodopseudomas .
Au TEM (forma esférica) 10-20 nm (48)
capsulata
Plectonema borganum Au TEM (forma octaédrica) 10 nm (49)
- Multiples
Plectonema borganum Pt TEM (forma esférica) } (49)
tamarfios
Pseudomonas aeruginosa Au TEM 40 + 10 nm (50)
Klebsiella pneumonia Ag TEM (forma esférica) 28-120 nm (51)
Lactobacillus sp. TEM (morfologia
(Aislados de la Ag triangular, hexagonal y 20 - 50 (52)

2.5.3 Sintesis de Nanoparticulas Metalicas Utilizando Plantas

Para prolongar la vida atil de las nanoparticulas metalicas, y evitar efectos no deseados como la

agregacion en soluciones acuosas y solventes organicos, asi como la reutilizacion y el reciclaje de

las nanoparticulas, es vital seleccionar agentes estabilizadores y formas de funcionalizacion que

sean amigables con el medio ambiente, no téxicas y faciles de implementar ®®. Es por ello que la

formacién de nanoparticulas mediante el uso de plantas y sus extractos como agente reductor y

agente estabilizante ha captado gran atencién.

El primer reporte de produccion de nanoparticulas mediante el uso de plantas se acredité a

Gardea-Torresdey y colaboradores 2, quienes encontraron que las plantas de alfalfa (Medicago

sativa) crecian por dos semanas en un medio enriquecido en Au(lll) y después reducian el Au(lll)

a Au(0), formando estructuras en la configuracion cubica centrada en las caras (FCC). Las

=



Antecedentes

imagenes de TEM del oro reducido dentro de los tejidos de las plantas mostré una estructura
icosaédrica, la cual se considera como la configuracion de mas baja energia para el Au (0).
Subsecuentemente, se realiz6 el mismo cultivo en un medio enriquecido en plata, y se encontro
que la planta también mostraba una capacidad para formar nanoparticulas (Figura 2.6) ¢ ®%. Las
imagenes de TEM de los arreglos de segmentos de las nanoestructuras de plata mostraron un
intervalo de tamafio de particula entre 2 y 20 nm distribuidos en todo el arreglo del segmento.

Figura 2.6.- Micrografia a) TEM de las nanoparticulas de plata obtenidas empleando el extracto
de la planta de alfalfa, y b) micrografia HRTEM de las nanoparticulas de plata en estado
cristalino, con un intervalo de tamafio de 2-3 nmy forma icosaédrica % 9,

Tiempo después, Gardea-Torresdey y colaboradores, en la Universidad de Texas, reportaron que
el sauce del desierto (Chilopsis linearis), una especie de planta de desierto que crece en residuos
mineros, es capaz de absorber y reducir arriba del 67% del Au(lll) a Au(0), aun en presencia de
tiourea o tiocianato ®®. Un analisis por espectroscopia de absorcién de rayos X (XAS) y
microscopia electronica de transmision (TEM) de las muestras con nanoparticulas de oro, mostro
que el sauce del desierto es capaz de producir nanoparticulas de oro en el interior de las células de

sus tejidos.

Huang y colaboradores estudiaron la reduccion de los iones de plata y oro en hojas secas de
Cinnamomum camphora ©®. Al analizar las nanoparticulas de plata formadas en la biomasa
mediante su caracterizaciébn con microscopia electronica de transmision (TEM), se observé la
distribucién del tamafio de particula en el intervalo de 20 a 85 nm, aunque la mayoria se encontrd
en el intervalo de 50 a 85 nm, con una mayor proporcion entre 65 y 75 nm. El analisis por

difraccion de rayos X (XRD) indico que las nanoparticulas de oro y plata sintetizadas en la

el




! Antecedentes

biomasa de la C. camphora, tuvieron estructuras con configuracion cubica centrada en las caras
(FCC), mostrando planos cristalinos con indices de Miller (111), (200) y (311) para la plata y el
oro. En este estudio se establece que los componentes poliol y los componentes heterociclicos
solubles en agua fueron los principales responsables de la reduccion de iones de plata o iones
cloroauratos, asi como de la estabilizacion de las nanoparticulas, respectivamente. En este estudio,

las hojas secadas al sol fueron muy propicias para la sintesis simple de las nanoparticulas.

Los extractos de Aloe Vera, hojas de geranio, hierbas de limdn, extractos de la fruta Emblica
officinalis y caldo de las hojas del Neem han sido usados para sintetizar nanoparticulas de Au (0),
Ag (0) u oro/plata. Las técnicas de sintesis en este tipo de estudio implican la obtenciéon de un
extracto de la planta mediante la coccién en agua del material vegetal fresco cortado en diferentes
proporciones para crear una solucion acuosa o extracto la cual contiene &cidos orgénicos y otros
compuestos organicos presentes en las plantas. Este extracto se hace reaccionar con los iones de

oro o de plata a diferentes tiempos, temperaturas y concentraciones ©: (8): (59). (60). (61),

Chandran y colaboradores ©® sintetizaron nanotriangulos de oro y nanoparticulas esféricas de
plata mediante un procedimiento simple usando el extracto de la hoja del Aloe Vera como agente
reductor. La reduccion de los iones de plata condujeron a la formacion de nanoparticulas de plata
esféricas de 15.2 + 4.2 nm de tamario. El analisis por TEM y difraccidn de electrones comprobé la
formacion de nanoparticulas esféricas de Ag (0), presentando planos cristalinos con indices de
Miller (111), (200), (220) y (311) en la estructura cubica centrada en las caras (FCC).

Ankamwar y colaboradores ®° reportaron la sintesis extracelular de nanoparticulas de oro y plata
usando el extracto de la fruta Emblica Officinalis (grosella de la India) como agente reductor para
sintetizar las nanoparticulas de plata y oro. En este estudio, el analisis mediante microscopia
electronica de transmision indicé una distribucion de tamafio de particula en un intervalo de 10 -20
nm para las nanoparticulas de oro, mientras que las nanoparticulas de plata mostraron una

distribucién en el intervalo de 15 y 25 nm.

En otros estudios, se han sintetizado nanoparticulas de plata usando los extractos de la planta
Capsicum annum L. (pimiento de Cayena) ©. En este trabajo se establece que dependiendo de las
condiciones de reaccion, el tamafio promedio de particula, determinado mediante su analisis por

difraccion de rayos X y utilizando la ecuacion de Debye- Scherrer, fue de 42- 46 nm.
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Adicionalmente, el andlisis por TEM mostro la presencia de nanoparticulas esféricas originadas
por la reduccién de la sal de plata por los extractos. Este estudio sugiere que la reduccién de los
iones de plata y la estabilizacidén de las nanoparticulas de plata ocurri6 a través de la participacion
de proteinas presentes en los extractos de las planta. El tamafio de las nanoparticulas de plata se
increment6 conforme se incrementaba el tiempo de reaccion, y la naturaleza cristalina de las

nanoparticulas cambid de policristalina a cristal Unico.

Shankar y colaboradores ©” reportaron el uso del extracto de la hoja del geranio Pelargonium
graveolens, para llevar a cabo la biosintesis extracelular de nanoparticulas de plata. En el
tratamiento de la solucion acuosa de nitrato de plata con el extracto de la hoja de geranio, se
observo la rapida reduccion de los iones de plata conduciendo a la formacion de nanoparticulas de
plata de gran estabilidad en la solucion. Mediante un anélisis de las particulas de plata por
microscopia electronica de transmision se observé que las nanoparticulas de plata obtenidas

registraron una distribucion de tamafios de particula en un intervalo entre 16 — 40 nm.

Posteriormente, Shankar y colaboradores continuaron su estudio de sintesis de nanoparticulas de
oro y plata, y nanoparticulas bimetalicas de Au/ Ag, pero en esta ocasion su estudio se realiz6 con
extractos del caldo de hojas de Neem (Azadirachta indica) Y. Durante el tratamiento de las
soluciones acuosas de nitrato de plata y acido cloroaurico con el extracto de la hoja de Neems,
observaron una formacion rapida de nanoparticulas de plata y oro estables a altas concentraciones.
Las nanoparticulas de plata y oro que se obtuvieron fueron polidispersas, con un gran porcentaje
de particulas de oro exhibiendo una interesante morfologia plana tipo placa. Un analisis de TEM
mostré que el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas mediante este método se encontraban en el
intervalo de 50 a 100 nm, también se observaron nanoparticulas entre 50-70 nm, con
nanoparticulas mas pequefias de 15 — 20 nm. Estos autores compararon la velocidad de reduccion
de los iones de plata utilizando los extractos de la hoja de geranio y de la hoja de Neem con
estudios anteriores en los cuales emplearon microorganismos como el hongo Fusarium oxysporum
@9 'y llegaron a la conclusion de que la velocidad de reduccién de los iones de plata empleando
los extractos de las hojas resulto ser mas rapida que la observada con los hongos, destacando asi la
posibilidad de que las metodologias de biosintesis de nanoparticulas lograran velocidades de

sintesis comparables a las de los métodos quimicos ©7: 8). (59). (€0). (61)
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Lo importante de los estudios anteriores es que se ha demostrado la posibilidad de efectuar un
proceso de sintesis sencillo y eficiente de nanoparticulas metélicas ya sea con plantas vivas o

muertas.

2.6 Nanoparticulas de Plata

En los Gltimos afios las nanoparticulas de plata se han investigado ampliamente debido a la
dependencia de su tamafio con las propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas. En la escala
nanomeétrica, la plata presenta inusuales propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, ademas de su
actividad antimicrobiana ©?. Actualmente la aplicacién de las nanoparticulas de plata se encuentra
enfocada en su uso como agentes bactericidas o fungicidas en areas tales como: la biotecnologia,
bioingenieria, medicina, ingenieria textil, tratamiento del agua y productos de consumo a base de

plata 2.

Debido a su fuerte actividad bactericida, las nanoparticulas de plata se utilizan ampliamente en el
campo biomédico para el control de infecciones % ®9) en recubrimientos de varios materiales
textiles y en determinados implantes, ademas de usarse en el tratamiento de heridas y quemaduras,

asi como también se ha comercializado como un desinfectante para el agua.

Algunos estudios con nanoparticulas de plata realizados por Sondi y Salopek-Sondi, demostraron
que las nanoparticulas con un diametro de 12nm, muestran un fuerte efecto bactericida sobre cepas
de la bacteria E. coli ®®. Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia
electronica de transmision (TEM) se observo que las nanoparticulas de plata se acumulan en la
membrana celular de la bacteria Escherichia coli ocasionando un dafio a las células mediante la

interrupcion del crecimiento y algunas funciones metabdlicas (Fig. 2.7).

a b e
) e <—— O )
@ U
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Figura 2.7.- Mecanismos sugeridos sobre la accién bactericida de las nanoparticulas de plata en
diferentes microorganismos. a) A nivel de destruccion de la pared celular, y b) nivel de ataque a
las biomacromoléculas (ADN, ARN, proteinas, etc.).
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En otros estudios se ha evaluado la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata con
tamafio de particula promedio de 13.5 nm sobre cepas de E.coli y Staphylococcus aureus ©7,
donde el crecimiento microbiano de la cepa de E. coli fue inhibido a una concentracién de
nanoparticulas de plata de 3.3 nM, mientras que los efectos inhibidores de crecimiento en la cepa
de S.aureus fueron leves. Estos resultados sugieren que las nanoparticulas de plata pueden ser
utilizadas como inhibidores de crecimiento de microorganismos patdgenos, por lo que se pueden

aplicar en diversos dispositivos médicos y sistemas de control antimicrobiano.

La plata es actualmente el material de nano-ingenieria mas cominmente usado para productos de
consumo. Entre varios productos de consumo basados en la nanotecnologia, de acuerdo a un
estudio realizado por el centro de investigacion Woodrow Wilson International Center for
Scholars los materiales mas comunes en las descripciones de un producto es la plata, seguido de
carbono (por los fullerenos), zinc (6xido de zinc), titanio (6xido de titanio), silice y oro .

Aun con los métodos existentes para la produccion de nanoparticulas y materiales a base de plata,
continta la busqueda de métodos que sean faciles, economicos, eficientes, con buenas propiedades
bactericidas y ambientalmente amigables al reducir el uso de temperaturas altas y reactivos

toxicos.

2.7 Aplicaciones de Nanoparticulas de Plata

Como se menciond anteriormente la aplicacion de las nanoparticulas de plata se enfoca en areas
como la biotecnologia, bioingenieria, medicina, ingenieria textil, tratamiento del agua y productos

de consumo a base de plata ©®.

Una aplicacion de las nanoparticulas de plata es su uso como un catalizador. Jiang y colaboradores
8 investigaron las propiedades cataliticas de las nanoparticulas de plata soportadas en esferas de
silice. Las nanoparticulas de plata inmovilizadas en las esferas de silice probaron su capacidad
para la reduccion de los colorantes mediante borohidruro de sodio (NaBH,). La catalisis de los
colorantes fue elegida debido a que es facil de detectar un cambio de color cuando son reducidos.
En ausencia de nanoparticulas de plata la muestra fue casi estacionaria mostrando muy poca o
ninguna reduccién de los colorantes, en cambio cuando se agregaron las nanoparticulas de plata a

la solucién, la muestra fue reducida rapidamente. En este tipo de reaccion, las nanoparticulas de
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plata actian como un liberador de electrones, ayudando en la transferencia de electrones de los
iones de BH,4™ a los colorantes, y por lo tanto causando una reduccion de los colorantes. Los iones
del BH,4 son nucleéfilos mientras que los colorantes son electréfilos. Los iones nucleéfilos pueden
donar electrones a particulas metélicas, mientras que un electrofilo puede capturar electrones de
las particulas de metal. Se ha demostrado que los iones del BH4 y los colorantes son
simultaneamente absorbidos en la superficie de las particulas de plata cuando éstas se encuentran

juntas.

Las nanoparticulas de plata tienen una fuerte tendencia a aglomerarse, lo cual reduce la relacion de
superficie-volumen y de tal modo el efecto catalitico disminuye. Para prevenir este fenémeno, con
frecuencia se utiliza un agente estabilizador. El agente se absorbe en la superficie de las
nanoparticulas protegiéndolas de los oxidantes y reductores y por lo tanto puede inhibir la
catalisis, por lo que actualmente se buscan métodos para estabilizar las nanoparticulas, pero que al
mismo tiempo conserven su capacidad catalitica. Se ha comprobado que las fuerzas
intermoleculares, las cuales mantienen inmovilizadas a las nanoparticulas en las esferas de silice,

son lo suficientemente fuertes como para evitar que las particulas formen agregados.

Otra aplicacion de las nanoparticulas de plata es su uso para la preparacion de sensores épticos de

alta sensibilidad en el orden del zeptomol (102 9

. Mc. Farland y Duyne demostraron que
usando el efecto de resonancia de plasmon de superficie (LSPR), las nanoparticulas de plata
obtenian una sensibilidad muy alta y las mediciones podian llevarse a cabo en tiempo real. Los
experimentos realizados por McFarland and Duyne mostraron que hay poca diferencia entre la
sensibilidad de una sola nanoparticula de plata y en su conjunto, ya que las sensibilidades fueron
de 191 y 197 RIU™ (unidades de indice de refraccién) para las nanoparticulas individuales y en
conjunto, respectivamente. El estudio mostré resultados que indicaron una relacion lineal de la
Amax con respecto al indice de refraccion, asi como también que la sensibilidad dependia de la
forma y tamafio de las nanoparticulas. Una de las posibles aplicaciones de la alta sensibilidad de la
LSPR es para la deteccion in vivo. Con ello es posible monitorear la cantidad de especies quimicas

dentro de una célula asi como el proceso dinamico que ocurre.

Otra area donde se ha demostrado que las nanoparticulas de plata son efectivas, es en el control y
eliminacion del crecimiento bacteriano. Se han desarrollado varias aplicaciones en las cuales se

aprovecha el efecto bactericida de las nanoparticulas de plata. Jain y Pradeep ® realizaron un
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estudio en el cual demostraron el efecto bactericida de una espuma de poliuretano cubierta con
nanoparticulas de plata, mediante la exposicion durante toda la noche de las espumas en
soluciones de nanoparticulas de plata. De igual manera demostraron también que las
nanoparticulas eran estables en la espuma y que al momento de lavar la espuma, las nanoparticulas
no eran arrastradas por el agua. A fin de establecer las propiedades antimicrobianas del material
con las nanoparticulas de plata, se llevaron a cabo tres diferentes pruebas; la prueba del tubo de
ensayo, prueba de flujo y prueba de zona de inhibicion. Los resultados de estas metodologias
arrojaron resultados que demostraron que la espuma cubierta con nanoparticulas tuvo un efecto
bactericida contra la bacteria E. coli. Las pruebas y los resultados estan en conformidad con las
normas establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1996) para el agua potable.
Con este estudio se mostré una aplicacion mas de las nanoparticulas de plata, en la cual las

espumas pueden ser cubiertas con nanoparticulas de plata para ser utilizadas como filtros de agua.

Otros investigadores han estudiado la aplicacion de las nanoparticulas de plata para la fabricacion
de telas de algoddn con un acabado textil antibacteriano . En este estudio, la tela de algodén se
tratdé con nanoplata coloidal mediante un método de impregnacion para proporcionar propiedades
antibacterianas a la tela de algodon. El tamario de las particulas de plata preparadas en este estudio
fue entre 10 - 30 nm. La solucién de nanoplata coloidal mostro buena estabilidad aun después de 2
meses. Los resultados de las pruebas realizadas indicaron que la tela de algoddn tratada con plata
exhibié una reduccion de la poblacion de la bacteria Staphylococcus aureus del 99.01%, y una
reduccion de la bacteria Escherichia coli del 99.26% cuando se utilizd un material textil tratado
con un contenido de plata en el algodén de alrededor de 88 mg/kg. Otros usos de las
nanoparticulas de plata incluyen su aplicacion a calcetines con el fin de prevenir el crecimiento de
las bacterias que causan el mal olor, y también sobre una gama de productos para el cuidado de la
salud, tales como vendas para quemaduras, excoriaciones y donantes de tejidos. En la figura 2.8 se
presenta una imagen por microscopia electronica de barrido (SEM) de las nanoparticulas de plata

usadas para la impregnacion de estos productos.
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Figura 2.8.- Imagen por microscopia electronica de barrido (SEM) de nanoparticulas de plata (72)

Lee y colaboradores ¥, prepararon fibras ultrafinas con actividad antimicrobiana utilizando poli
(acrilonitrilo) (PAN) y nanoparticulas de plata. La formacion de nanoparticulas de plata se llevo a
cabo mediante la reduccion de los iones de plata contenidos en una solucion de PAN y la solucion
resultante de nanoparticulas fue electro-hilada en fibras ultrafinas de PAN. La cantidad de
nanoparticulas de Ag distribuidas en las fibras ultrafinas de PAN incrementd conforme la cantidad
de AgNO; en la solucion de reaccion se incremento de 0.05 a 0.5 % P/V. La morfologia de las
nanoparticulas de Ag obtenidas en este sistema fue de forma esférica con un diametro promedio de

menos de 5,8 nm.

2.7.1 Incorporacion de nanoparticulas de plata en matrices polimeéricas y su procesamiento

La incorporacion de nanoparticulas metélicas en matrices poliméricas esta despertando un gran
interés en muchos campos de la quimica, fisica y la ciencia de los materiales ), permitiendo el
desarrollo de materiales que presenten mejores propiedades fisico-mecanicas derivadas del tamafio

(74)

nanométrico y de la forma de las nanoparticulas ", asi como de las interacciones de las

nanoparticulas con la matriz polimérica (la adsorcion, solubilidad, encapsulacién).

Entre estos materiales las fibras se caracterizan por su alta area de superficie especifica,
flexibilidad y fuerza direccional, haciendo que esta forma de material sea preferida para muchas
aplicaciones que van desde prendas de vestir hasta refuerzos para estructuras aeroespaciales. Los
materiales fibrosos en la escala nanométrica son los pilares fundamentales de mecénica de soporte,

sostén y movilidad en los sistemas vivientes, conduciendo sefiales eléctricas y quimicas que
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resultan de diversos tipos de estimulacion. Estas sefiales dirigen funciones de las células tales
como el almacenamiento de energia, recuperacién y almacenamiento de informacion y

regeneracion de tejidos .

En la actualidad la incorporacion de nanoparticulas de plata en matrices poliméricas para
proporcionar propiedades bactericidas, conductivas u optoelectrdnicas, representa un gran reto

tanto para el area académica asi como para el sector industrial.

2.8 Nanofibras

La preparacion de nanofibras constituye un area de investigacion emergente e interdisciplinaria,
con importantes aplicaciones comerciales, ademas de ser una tecnologia dominante en las nuevas
economias del mundo. Las nanofibras son capaces de formar una malla de alta porosidad ®
ademas de caracterizarse por poseer un area superficial especifica excepcionalmente alta, lo que
permite que una alta proporcion de &tomos se encuentren en la superficie de la fibra, dando lugar a
una eficiencia cuéntica, efecto de energia superficial excepcionalmente alta, reactividad de la

superficie, alta conductividad térmica y eléctrica, y una alta resistencia '".

De acuerdo a la Fundacion Nacional de Ciencia (NSF) y a literatura cientifica relacionada con las
fibras, las nanofibras se definen como fibras que poseen un diametro igual o inferior a 100 nm,
pero normalmente las nanofibras se definen como estructuras alargadas y delgadas en forma de
hilo que tienen didmetros de menos de un micrén > ®,
Las nanofibras poliméricas pueden ser procesadas y obtenidas mediante varias técnicas que a
continuacion se enlistan:

» Dibujado

= Sintesis de Plantillas

» Separacion de Fases

» Autoensamblado

e Electrohilado

Una comparacion de los distintos aspectos relacionados con estos métodos de elaboracion y
algunas ventajas y desventajas para la preparacion de nanofibras se presenta a continuacion en las
tablas 2.3y 2.4:
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Tabla 2.3.- Comparacién de las técnicas de procesamiento para la obtencién de nanofibras .

¢Puede ser ¢ Es conveniente | Control de las
o Avances : .
Técnica . llevado a o para el dimensiones
Tecnoldgicos Repetitividad _
escala? proceso? de las fibras
Dibujado Laboratorio x v’ v’ x
o ) Laboratorio
Sintesis en Plantilla x v’ v’ v’
Separacion de Fases | Laboratorio x v’ v’ x
Autoensamblado Laboratorio x v’ x x
Laboratorio
(con potencial
Electrohilado para v’ v’ v’ v’
procesamiento
industrial)

Tabla 2.4.- Ventajas y desventajas de varias técnicas de procesamiento de nanofibras .

Técnica

Ventaja

Desventaja

Dibujado

Requiere minimo equipo.

Proceso discontinuo

Sintesis en Plantilla

fibras de

diferentes diametros mediante el

Se pueden obtener

uso de diferentes plantillas.

Separacion de Fases

Se

puede fabricar directamente una

Requiere minimo equipo.

matriz nanofibrosa. Las
propiedades mecanicas de la
matriz  se pueden adaptar
mediante el ajuste de la

concentracién del polimero.

Limitado a ciertos polimeros

Autoensamblado

Bueno para obtener nanofibras

muy pequefias.

Proceso complejo

Electrohilado

Proceso continuo y de bajo costo.

Inestabilidad del chorro




! Antecedentes

Entre estas técnicas el proceso de electrohilado es la metodologia méas barata y directa con la
capacidad unica para producir nanofibras de diferentes materiales en varios tejidos fibrosos, con el
cual se pueden elaborar una variedad de nanofibras para aplicaciones en: salud, almacenamiento

de energfa, biotecnologfa, ingenierfa ambiental, defensa y la seguridad .

2.9 Proceso de Electrohilado

El proceso de electrohilado fue patentado por Formhals en 1934, en donde un equipo
experimental se destacO por la produccién de filamentos de polimero usando la fuerza
electrostatica ®?. Cuando se usé este proceso para hilar fibras, el proceso fue denominado como
electrohilado. El electrohilado es un proceso de fabricacion novedoso y eficiente que puede
utilizarse para ensamblar tejidos de fibras poliméricas, formados por fibras con didmetros que
oscilan desde los micrones hasta los nanémetros. Este método de procesamiento electrostatico
utiliza un campo eléctrico de alto voltaje para formar fibras sélidas a partir de una corriente de

fluido polimérico (en solucion o fundido) liberado a través de una boquilla de escala milimétrica
(719

El proceso de electrohilado consiste basicamente de las siguientes etapas:

a) Un campo electrostatico lo suficientemente fuerte, es aplicado entre dos polos opuestos
conformados por una aguja o sistema de inyeccion y una placa metalica o colector, (el cual
estd a un potencial cero) donde se depositan las fibras nanométricas formando un tejido con
textura, color y densidad caracteristicas, las variables anteriores dependen fuertemente de las

condiciones ambientales, humedad y temperatura.

b) Se agrega un polimero en un tubo de cristal, generalmente una pipeta, la cual se conecta a una
jeringuilla. Una bomba de infusion o perfusion unida al émbolo de la jeringuilla genera una
presion y un flujo constante a través de la pipeta, al aparecer los efectos de polarizacion y
carga, debido al campo eléctrico presente, la solucion es arrojada en forma de chorro hacia
una superficie conductora conectada a tierra a una distancia entre 5 a 30 cm del cono o aguja.
Durante la creacién del chorro, el solvente gradualmente se evapora, y el producto obtenido es
una plantilla de fibra no tejida compuesta de nanofibras con diametros que puede variar entre

50 nmy 10pm.
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c) En el flujo electro-hidrodindmico del chorro, las cargas son inducidas en el fluido a través de
la distancia de los electrodos (pipeta y colector), rompiéndose la tensién superficial a través
del campo eléctrico y descomponiéndose en una tangencial y una normal formando el cono de
Taylor. A medida que el chorro toma una aceleracion, su diametro disminuye en magnitud y
forma, la componente tangencial y la componente normal son balanceadas; finalmente el

chorro se solidifica creando una fibra de medidas nanométricas (Fig. 2.9) 2.

Solucién
polimérica \
— T f Chorro T\
i S b - 4 N
\ at T Pt
MUY : ; - R
e
, NTREIN
Jeringa N \l\
N
R Cono de Taylor N \\‘\ N,
. N
Fuente de alimentacion Colector conectado a 1
de alto voltaje tierra =L

Figura 2.9.- Esquema Basico de la Técnica de Electrohilado

2.9.1 Parametros y condiciones en el proceso de electrohilado

Los parametros que afectan el electrohilado y las fibras se pueden clasificar en los pardmetros de
solucion del polimero y condiciones de procesamiento. Entre las condiciones de procesamiento se
incluyen el voltaje aplicado, la temperatura, el efecto del colector, y las condiciones del ambiente.
Con la comprension de estos parametros, es posible mostrar configuraciones para producir
estructuras fibrosas de diversas formas y arreglos, asi como también es posible crear nanofibras

con morfologia diferente mediante la variacién de éstos /" (%),
I.-Parametros de Solucion del Polimero

Las propiedades de la solucion de polimero tienen la influencia mas significativa en el proceso de
electrohilado y la morfologia de la fibra resultante. La tensidén superficial desempefia un papel

importante en la formacion de esferas a lo largo de la longitud de la fibra. La viscosidad de la
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solucion y sus propiedades eléctricas determinan el grado de alargamiento de la solucién. Esto a
su vez tendré un efecto sobre el didametro de las fibras de electrohilado resultantes 9.

a) Peso Molecular y viscosidad de la solucién

Uno de los factores que afecta la viscosidad de la solucion es el peso molecular del polimero. Una
de las condiciones necesarias para que el electrohilado ocurra, es que el peso molecular del
polimero contenido en la solucion, debe ser lo suficientemente alto, para que la solucion alcance la
viscosidad minima para el inicio del proceso de electrohilado. El peso molecular del polimero
representa la longitud de la cadena de polimero, que a su vez tiene un efecto sobre la viscosidad de
la solucién ya que la longitud del polimero determinard la cantidad de enmarafiamientos de las
cadenas de polimero en el solvente. Una forma de aumentar la viscosidad de la solucién es
aumentar la concentracion del polimero. Al igual que aumentar el peso molecular, un incremento
en la concentracion dara lugar a una mayor proporcion de enmarafiamiento de cadenas de
polimero dentro de la solucion, lo cual es necesario para mantener la continuidad del chorro

durante el electrohilado 7.
b) Tension superficial

Cuando el chorro viaja hacia el colector, la tension superficial puede causar formaciones esféricas
a lo largo del chorro, ademas de disminuir el area de superficie por unidad de masa de un fluido.
En este caso, cuando hay una alta concentracion de moléculas del solvente libres, hay una mayor
tendencia de las moléculas del solvente a reunirse y adoptar una forma esférica debido a la tension
superficial. EIl uso de solventes como el etanol provoca una baja tension superficial, por lo que
pueden ser agregados para fomentar la formacion de fibras lisas. Otra forma de reducir la tension

superficial es agregando un surfactante a la solucién, lo que produce fibras mas uniformes 9.
c) Conductividad de la solucion

En el proceso de electrohilado, el estiramiento del chorro de la solucion es originado por la
repulsion de las cargas en su superficie. Asi, cuando se incrementa la conductividad de la
solucion, mas cargas pueden llevarse por el chorro de electrohilado. La conductividad de la

solucién se puede aumentar mediante la adicion de iones .
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d) Efecto Dieléctrico del Solvente

La constante dieléctrica de un solvente tiene una influencia significativa en el proceso de
electrohilado. Por lo general, una solucién con una propiedad dieléctrica mayor reduce las
formaciones esféricas y el diametro de la fibra resultante. Solventes, como N, N-dimetilformamida
(DMF) pueden afadirse a una solucién para aumentar su propiedad dieléctrica y mejorar la

morfologia de la fibra 2.
I1.- Condiciones de procesado

Los factores externos pueden también afectar el proceso de electrohilado. Esto incluye el voltaje
aplicado, la velocidad de alimentacion, la temperatura de la solucion, el tipo de colector, el
didmetro de la aguja y la distancia entre la punta de la aguja y el colector. Estos pardmetros tienen
una cierta influencia en la morfologia de la fibra, aunque son menos importantes que los

parametros de la solucion .

a) Voltaje

Un elemento crucial en el electrohilado es la aplicacion de un voltaje alto a la solucion. El alto
voltaje induce las cargas necesarias sobre la solucion y junto con el campo eléctrico externo,
inician el proceso de electrohilado al momento que la fuerza electrostatica en la solucién
sobrepase la tension superficial de la solucién. Generalmente, un voltaje negativo o positivo de
mas de 6 kV es capaz de provocar que la gota de solucién en la punta de la aguja se distorsione,
para dar lugar a la formacion del bien conocido cono de Taylor, durante el primer chorro ®2. El
voltaje va ligado a la distancia entre el inyector y la superficie de recoleccion. A mayor potencial

eléctrico las fibras son més delgadas y livianas que es, proporcional a la inyeccién ©V.

b) Velocidad de alimentacion

La velocidad de alimentacion es un parametro que determina la cantidad de solucion disponible
para el electrohilado. Para un voltaje determinado, hay una velocidad de alimentacion
correspondiente para que sea posible mantener el cono de Taylor estable. Cuando la velocidad de
alimentacion se incrementa, hay un incremento correspondiente en el diametro de la fibra o en el
tamafio de esferas. Esto es evidente ya que hay un mayor volumen de solucion que se aleja de la

punta de la aguja .
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c) Temperatura

La temperatura de la solucion tiene el efecto de incrementar su velocidad de evaporacion y reducir

la viscosidad de la solucién de polimero 9.

d) Efecto del colector

Debe haber un campo eléctrico entre la fuente y el colector para iniciar el electrohilado. Por lo que
en la configuracion de electrohilado, el plato colector estd hecho de un material conductor, como
papel aluminio, y se conecta a tierra para que haya una diferencia de potencial estable entre la

fuente y el colector .

e) Distancia entre la puntay el colector

La distancia recorrida por el chorro hacia el colector se puede definir como distancia de inyeccion,
ésta depende de la variacién de voltaje aplicado y de la densidad del polimero empleado ©V.

Variando la distancia entre la punta y el colector se tiene una influencia directa tanto en el tiempo
de vuelo y la intensidad de campo eléctrico, los cuales afectan el proceso de electrohilado y las

fibras resultantes.

Cuando la distancia entre la punta y el colector disminuye, el chorro tiene una distancia mas corta
para viajar antes de que llegue al plato colector. Por otra parte, la intensidad de campo eléctrico
también se incrementard al mismo tiempo y esto incrementara la aceleracion del chorro al

colector.

f) Parametros del ambiente

Cualquier interaccion entre el entorno y la solucién de polimero puede tener un efecto
significativo sobre la morfologia de las fibras formadas a través del proceso de electrohilado. Se
ha encontrado a través de diversos estudios que un incremento en la humedad ocasiona la
formacidn de poros circulares sobre la superficie de las fibras. Ya que el electrohilado es afectado
por el campo eléctrico externo, cualquier cambio en el ambiente durante el proceso de formacion

de las nanofibras, afectara también el proceso de electrohilado (9.
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2.9.2 Polimeros utilizados en el proceso de electrohilado

Un gran nimero de polimeros se han aplicado para la obtencion de fibras usando la técnica de
electrohilado, obteniendo materiales en forma de fibra con didmetros uniformes en varios

intervalos de micrometros a decenas de nanémetros ©%: 4. €9,

En la actualidad, mas de 100 diferentes polimeros, tanto sintéticos como naturales, han sido
exitosamente utilizados en el proceso de electrohilado para la formacién de nanofibras, la mayor
parte de estos materiales se ha aplicado preparando los polimeros en solucion.

Es importante sefialar que el electrohilado es un proceso fisico. Por lo tanto, en el electrohilado de
un polimero en solucién, todos los polimeros pueden ser electrohilados en nanofibras, siempre y
cuando el peso molecular del polimero sea lo suficientemente alto y el solvente pueda ser
evaporado en el tiempo durante el transcurso del recorrido del chorro entre la punta y el colector.
Para controlar y promover la evaporacion del disolvente, se puede introducir un flujo de gas
adicional a elevadas temperaturas. Esto provoca reducciones en la viscosidad de la solucién asi
como también en la tension superficial, llevando a una ampliacion de la gama de soluciones de

polimeros que pueden ser utilizadas en el proceso de electrohilado ©®.

Entre los polimeros exitosamente electrohilados para formar nanofibras se incluyen el nylon-6,
poliacrilonitrilo (PAN), polibenzimidazole (PBI), policarbonatos, poli(e- caprolactona) (PCL),
poli(oxido de etileno) (PEO), poli (etilentereftalato) (PET) , polisulfonas, poliestireno (PS), kevlar
[poli(p-fenilen tereftalamida) o PPTA], poliuretanos (PUs), poli(vinil alcohol) (PVA), policloruro
de vinilo (PVC), poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), poli(vinil fenol) (PVP), entre otros.
También es posible electrohilar los copolimeros de bloque en nanofibras, como los copolimeros

tribloque de estireno-butadieno-estireno ©”.

Entre los polimeros anteriormente mencionados, el PVA se caracteriza por ser un polimero
sintético no tdxico, biodegradable, hidrosoluble, biocompatible y ampliamente usado en el campo
biomédico. Ademas, el PVA presenta mejores propiedades formadoras de fibras y han sido

comercializadas desde 1950 ©9.
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El electrohilado también ha sido usado para producir nanofibras de polimeros naturales,
incluyendo proteinas, acidos nucleicos y polisacéridos. Las fibras electrohiladas de polimeros
naturales se han caracterizado con respecto a sus aplicaciones como materiales biocompatibles o
bioabsorbibles. Debido a su produccién abundante en la naturaleza y excelente biocompatibilidad,
el quitosan es un polimero muy prometedor para este propdsito. El quitosan es un polimero
derivado de la quitina, uno de los polisacaridos naturales mas abundantes, se conoce por sus
propiedades Unicas antimicrobianas y de inhibir el crecimiento de una amplia variedad de hongos,

levaduras y bacterias, por lo que puede ser benéfico para uso en el campo de la biomedicina ©2.

2.10 Nanofibras y Electrohilado

El electrohilado es capaz de producir fibras de polimero con didmetros en la escala nanométrica
donde dependiendo del polimero especifico que se utiliza, se pueden conseguir una amplia gama
de propiedades en los tejidos, tales como la fuerza, peso, porosidad, funcionalidad de la superficie
entre otras. Esta novedosa técnica de hilado de fibras proporciona también la capacidad para
ensamblar una variedad de tipos de polimeros, fibras, y particulas para producir capas
ultradelgadas (Figura 2.10) ©.

Figura 2.10.- La micrografia muestra un cabello humano (80,000 nanémetros), colocado sobre
una membrana de nanofibras obtenidas por electrohilado ©°.

Las nanofibras por electrohilado son de indispensable importancia para la renovacion cientifica y
econdmica de los paises en desarrollo, ya que se consideran para varios tipos de aplicaciones
como: telas no tejidas, fibras reforzadas, soporte para enzimas, soportes para catalizadores,
sistemas de liberacion de medicamentos, celdas de combustible, polimeros conductores y

materiales compuestos, fotonica, sensores, medicina, farmacia, vendajes para heridas, filtracion,
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ingenieria de tejidos 0Oseos, tejidos de fibra actuando como refuerzo de los componentes en
sistemas compuestos y plantillas de fibras para la preparacion de nanoestructuras funcionales

como los nanotubos y nanoalambres, entre otras 7 9,

Actualmente es posible producir fibras con un bajo costo, de alto valor y alta resistencia a partir de
materiales biodegradables y renovables que permitan disminuir las preocupaciones de dafios al
medio ambiente “”. Una membrana porosa estructurada con nanofibras por electrohilado, la cual
es usada como vendaje para heridas, se caracteriza porque puede promover la exudacion de fluidos
de la herida, con la finalidad de prevenir cualquier acumulacion debajo de la venda o desecacion
de la herida. La membrana de nanofibras por electrohilado muestra una controlada evaporacion de
liquidos, excelente permeabilidad al oxigeno y promueve la capacidad de desagie de liquidos,

mientras que inhibe la invasién de microorganismos exégenos debido a sus poros ultrafinos 7.

2.10.1 Efecto del tamario de fibra en el area de superficie

Una de las caracteristicas mas significativas de las nanofibras es la enorme disponibilidad de area
superficial por unidad de masa. Para fibras que tienen diametros de 5 a 500 nm, como se muestra
en la figura 2.11 el area de superficie por unidad de masa es alrededor de 10,000 a 1, 000,000
m?/kg. En nanofibras que tienen 3 nm de didmetro, y las cuales contienen 40 moléculas,

aproximadamente la mitad de sus moléculas se encuentran en la superficie .
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Figura 2.11.- Efecto del diametro de la fibra en el area de superficie.
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Como se puede observar en la figura 2.11, la enorme é&rea superficial de las nanofibras

proporciona una notable capacidad para la insercion o liberacion de grupos funcionales, moléculas

absorbidas, iones, restos de catalizador, y las particulas a escala nanométrica de muchos tipos .

2.10.2 Morfologia de las nanofibras por electrohilado y sus aplicaciones

El electrohilado es capaz de producir diferentes tipos de nanofibras con la morfologia de interés

deseada mediante la variacion de parametros. En la tabla 2.5 se presentan diferentes morfologias

de nanofibras y algunas de sus aplicaciones.

Tabla 2.5.- Diferentes morfologias de nanofibras obtenidas mediante electrohilado.

Parametros y condiciones de
Morfologia | electrohilado que afectan la Aplicaciones Esquema Referencia
morfologia
Humedad, tipo de polimero, | Liberacion controlada de
presion de vapor del solvente | farmacos,  sistemas de
Porosas - . - . - (91)
usado, y condiciones de | filtracion e ingenieria de
electrohilado. tejidos.
. Evaporacion  del  solvente | Biosensor, materiales
Cintas o . . ...
durante el  proceso  de | médicos, dispositivos (92)
aplanadas . L
electrohilado. optoelectronicos.
Formacion de un chorro
inestable debido a un cambioen | _. o\
- . Dispositivos
Ramificadas | el equilibrio entre las fuerzas , . (93)
. .. | optoeléctronicos.
eléctricas vy la  tensién
superficial.
Propiedad electroquimica del | Nanotubos de  carbédn,
polimero y un equilibrio entre | ceramicos,  metales vy
. la  fuerza de  repulsion | polimeros con aplicacion
Helicoidales " P p . P ., (94)
electrostatica y la fuerza de | industrial en separacion,
restauracion viscoelastica en el | almacenamiento de gases y
chorro del polimero. conversién de energia.
El proceso de electrohilado I .
P . , Electroquimica, baterias de
convencional,  método de| .. . o .
. . litio, dispositivos fluidicos,
Huecas deposicion quimica de vapor . L (95)
) guias de onda Optica,
(CvD) y el método de sensores de aas
electrohilado coaxial directo, gas.
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2.11 Obtencién de nanocompositos de polimeros-plata por medio de electrohilado y sus

propiedades antimicrobianas

El proceso de electrohilado proporciona flexibilidad operacional para la incorporacion de otras
especies en las fibras, por lo que se han realizado diversos estudios en los que se han incorporado
nanoparticulas de plata en varias fibras de polimero mediante el proceso de electrohilado, y los
resultados obtenidos evidenciaron que estas fibras compuestas presentaban una actividad

antibacteriana ©®: ©7),

Dan y colaboradores ©®® prepararon nanofibras de silice con nanoparticulas de plata usando el
método quimico de sol-gel y la técnica de electrohilado, para evaluar sus propiedades
antibacterianas y desodorantes. La actividad antibacteriana de las nanofibras se indujo mediante la
adicién de nitrato de plata dentro de la solucién del electrohilado. Los iones de plata se redujeron a
nanoparticulas metalicas de plata mediante tratamiento térmico y/o irradiacion UV, y las
nanoparticulas de plata se ubicaron sobre la superficie de la nanofibra que tenia un diametro de 73
nm. Aungue las nanoparticulas de plata se ubicaron sobre la superficie, la mayoria de la plata se
mantuvo en las nanofibras de silice cuando las nanofibras se sumergieron en el agua, lo que indico
que el efecto antibacteriano de la plata continuaria por un tiempo prolongado. Las propiedades
antibacterianas de las nanofibras se evaluaron con las bacterias Staphylococcus aureus (ATCC
6538) y Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). Al comparar las nanofibras de silice puras, estas no
presentaron actividad antibacteriana, mientras que las nanofibras de silice con 0.5% de AgNO;
mostraron un aumento en la actividad antibacteriana, con una reduccion de bacterias mayor al
99.9%. Las actividades desodorantes de las nanofibras se examinaron con el uso de NH3; como gas
de prueba. Al igual que en el caso de la actividad antibacteriana, las nanofibras de silice/ Ag

mostraron excelente actividad desodorante.

Con este estudio se demostraron las excelentes propiedades antibacterianas y desodorantes de las
nanofibras de silice con nanoparticulas de plata, asi como también se comprobdé que la
permeabilidad del aire de las redes de nanofibras es menor que las de los filtros comerciales
HEPA (filtros de aire de alta eficiencia), y logro ser controlado mediante la modificacion de las
condiciones de procesamiento del electrohilado. Estos resultados proporcionaron la posibilidad de
usar las nanofibras en aplicaciones de filtrado que requieren propiedades antibacterianas, asi como

de estabilidad quimica y térmica.
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Won y colaboradores ©®® encontraron por primera vez que las nanofibras de polimero con
nanoparticulas de Ag sobre su superficie, podian ser producidas por irradiacion UV de las
nanofibras de polimero electrohiladas con pequefias cantidades de nitrato de plata (AgNO3). A
través de este estudio, observaron que cuando las nanofibras de acetato de celulosa (CA)
electrohiladas a partir de las soluciones de CA con 0,5% en peso de AgNOs fueron irradiadas con
luz ultravioleta a 245 nm, las nanoparticulas de Ag se generaron principalmente en la superficie de
las nanofibras de CA. El nimero y el tamafio de las nanoparticulas de Ag se incrementaron
continuamente hasta 240 min. Se obtuvieron nanoparticulas de Ag con un tamafio de particula
promedio de 21 nm, las cuales mostraron una actividad antimicrobiana fuerte. La actividad
antimicrobiana de las nanofibras de CA que contenian las nanoparticulas de Ag se pusieron a
prueba frente a las bacterias S. aureus Gram-positivas y E. coli Gram-negativas, K. pneumoniae y
P. aeruginosa. Las bacterias Gram-negativas son responsables de mas del 80% de todas las
infecciones. Cuando estas bacterias se incubaron en las nanofibras de CA, no se observo la
formacion de colonias bacterianas. Ademas el nimero de bacterias se redujo en un 99,9% después
de 18 h de incubacion, lo que indico que las nanoparticulas de Ag con un tamafio promedio de 21

nm inhibieron con éxito el crecimiento de estas bacterias ©°.

Wul y colaboradores *° elaboraron una novedosa membrana nanofibrosa antibacterial mediante
la técnica de electrohilado. Esta membrana contenia cuatro componentes activos: apatita, Ag,
AgBr y TiO,, en donde cada componente cumplia una funcion diferente: la hidroxiapatita actuaba
como el material de adsorcion para capturar la bacteria, las nanoparticulas de Ag actuaron como el
agente antibacteriano de liberacion activa, las nanoparticulas de AgBr actuaron como agentes
antibacterianos de liberacion activa visibles y sensibles, y el TiO, actu6 como el material
antibacterial sensible a la radiacion UV y sustrato para otros compuestos funcionales. El diametro

promedio de las fibras obtenidas fue alrededor de 300 nm.

La actividad antibacteriana de las nanofibras con diferentes composiciones fue determinada
principalmente aplicando la evaluacion cualitativa con un método de Kirby-Bauer modificado y la
evaluacion cuantitativa utilizando la norma oficial AATCC 100 — 2004. En estas evaluaciones se
utilizaron como organismos de prueba las cepas de E. coli y S. aureus para investigar
cualitativamente la propiedad de la membrana. A través de estos estudios, se demostrd que las

membranas nanofibrosas multicomponentes presentaron una excelente actividad antimicrobiana a
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la luz ultravioleta, luz visible y en un ambiente oscuro, la cual atribuyeron a la accion sinérgica de
los cuatro componentes funcionales, asi como a la estructura porosa y la gran area superficial de

las membranas.

Consideraron también que la combinacion de las excelentes propiedades antibacterianas derivadas
de los multicomponentes y las caracteristicas estructurales tnicas de la membrana de electrohilado
son una forma mas eficiente para la fabricacion de materiales antibacterianos, asi como también
una gran promesa para su aplicacion en respiradores, filtros de aire acondicionado y

recubrimientos antibacterianos, entre otros.
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HIPOTESIS

El extracto acuoso de nopal (Opuntia sp.) puede emplearse como agente reductor para llevar a
cabo la preparacién de nanoparticulas de plata, y su posterior incorporacion en una matriz
polimérica para formar nanofibras mediante electrohilado, generando asi membranas nanofibrosas

con propiedades antimicrobianas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Utilizar extractos de cladodios de nopal como agente reductor en la obtencion de nanoparticulas
de plata, utilizando poli (vinil alcohol) como agente estabilizador de las nanoparticulas y
electrohilado de esta solucion para la obtencién de membranas de nanofibras que puedan evaluarse
sobre microorganismos de importancia clinica. Asi como la adicion de quitosan, que contribuya a

la propiedad antimicrobiana de las membranas.

Obijetivos Especificos

1.- Obtener extractos de cladodios de nopal (Opuntia sp.) para evaluar su capacidad como agente

reductor en la sintesis de nanoestructuras metalicas.

2.- Sintetizar nanoparticulas de plata mediante reduccién quimica con extracto de nopal como
agente reductor y un polimero hidrosoluble [poli (vinil alcohol)] como agente estabilizador,
evaluando en la sintesis el efecto de la concentracion del extracto de nopal, concentracién del
compuesto metalico, tiempo de reaccion, tipo y concentracion del polimero, sobre el tamafio y

morfologia de las nanoestructuras de plata obtenidas.

3.- Caracterizacion de las nanoparticulas de plata mediante la técnica de difraccion de rayos X,

microscopia electronica de transmision (TEM) y espectroscopia de absorcion atomica.
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4.- Establecer las condiciones y parametros 6ptimos de operacién en el proceso de electrohilado,
para la obtencion de nanofibras a partir de las soluciones a base de polimero

hidrosoluble/nanoparticulas de plata.

5.- Caracterizacion de las membranas fibrosas obtenidas por electrohilado mediante las técnicas de
microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electrénica de barrido (SEM) y
espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

6.- Incorporacién de quitosan dentro de las membranas que contribuya en la actividad

antimicrobiana de las membranas poliméricas.

7.- Evaluar las propiedades antimicrobianas de membranas de nanofibras polimero
hidrosoluble/nanoparticulas de plata mediante la determinacion de la concentracion minima

inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB), utilizando microorganismos de importancia clinica.

JUSTIEICACION

La generacion de nuevas tecnologias y los avances en la ciencia, han fomentado la necesidad de
investigar nuevos métodos para la obtencion de materiales a nivel nanométrico que puedan
aplicarse en las diferentes areas de la ciencia y tecnologia, y que permitan de cierto modo

contribuir a la solucion de problemas que se enfrentan en la vida cotidiana.

La situacién actual, exige la busqueda de metodologias que no sean toxicas y no perjudiquen el
medio ambiente, ademas de que no requieran excesivos gastos en infraestructura y que de alguna u

otra forma sean factibles.

Actualmente la demanda de productos y materiales en el area biomédica esta incrementando, y
con ello la necesidad de crear productos de mejor calidad, y con mejores propiedades, que
reduzcan el costo de fabricacion y que contribuyan a la innovacion. Una alternativa a esto ha sido
la aplicacion de nanoparticulas de plata, las cuales se caracterizan por sus excelentes propiedades

antibacterianas y fungicidas.
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Es por ello que en este proyecto se realiz6 un estudio de la fabricacion de nanoparticulas de plata
mediante una sintesis verde, en la cual se emple6 como agente reductor el extracto del nopal, del
cual hasta el momento los estudios son muy escasos e incompletos. Esta parte se complementa con
la incorporacion de las nanoparticulas en nanofibras por el proceso de electrohilado, un proceso de
bajo costo y continuo, llevando a cabo la formacion de una membrana nanofibrosa que permitid

evaluar sus propiedades antibacterianas.

CONTRIBUCION CIENTIEICA

La contribucion cientifica de este trabajo de tesis es llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de
plata mediante el empleo de un agente reductor de origen natural generado del extracto del
cladodio de nopal, para proponer un proceso alternativo y ambientalmente amigable. Asimismo la
aplicacion de las nanoparticulas de plata obtenidas en matrices polimeéricas para la preparacion de
nanofibras mediante el proceso de electrohilado permitird contribuir al desarrollo de nuevos
materiales con propiedades antimicrobianas para su aplicacion en el control de microorganismos

en el &rea medica, filtracion y de medio ambiente.
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3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Actividades desarrolladas en este proyecto

Este trabajo experimental se inici6 con la preparacion de los extractos acuosos de los cladodios de
nopal (Opuntia sp.), los cuales fueron filtrados y liofilizados. El extracto de nopal en polvo se
caracterizd para determinar el contenido de solidos insolubles, azlcares totales, fenoles y
proteinas.

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevo a cabo empleando el extracto de nopal como agente
reductor y el dodecil sulfato de sodio (SDS) como agente estabilizante. Las nanoparticulas de plata
que se obtuvieron de la reaccion fueron centrifugadas, dializadas y liofilizadas para posteriormente
caracterizarlas mediante las técnicas de difraccion de rayos X, microscopia electronica de

transmision (TEM) y espectroscopia de absorcion atdmica.

El extracto de nopal en polvo se fraccioné mediante el proceso de ultrafiltracion utilizando
membranas de fibra hueca con diferente tamafio de poro. Cada una de las fracciones obtenidas
durante la ultrafiltracion fue evaluada para determinar la fraccion responsable de la formacion de
nanoparticulas de plata. La fraccién que originé la reduccién de los iones de Ag* a Ag’, se
caracterizO para determinar su contenido de sélidos insolubles, azUcares totales, fenoles y

proteinas.

Las nanoparticulas de plata obtenidas con el uso del extracto de nopal como agente reductor y el
SDS como agente estabilizante se incorporaron en una matriz polimérica de poli (vinil alcohol)
(PVA) mediante la técnica de electrohilado. Para el proceso de electrohilado se emplearon tres
métodos de preparacion de la solucion polimérica. En el primer método se preparé una mezcla de
las nanoparticulas de plata con la solucion de PVA, el segundo método fue mediante la solucion
de la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata usando el extracto de nopal como agente
reductor y el PVA como agente estabilizante, y en el tercer método se utilizé la mezcla de la
solucion de la reaccidén “in situ” de nanoparticulas de plata con PVA y un porcentaje de quitosan

de bajo peso molecular que contribuyera al efecto antimicrobiano de las membranas.
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Las membranas poliméricas fueron entrecruzadas y caracterizadas mediante microscopia

electrénica de transmision (TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM).

La actividad antimicrobiana de las membranas nanofibrosas con nanoparticulas de plata
incorporadas se evalué usando las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona

aureoginosa, Aspergillus niger y Candida albicans.

A continuacion se describen a detalle cada una de estas actividades realizadas.
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Obtencion del extracto acuoso a partir
de los cladodios de nopal (Opuntia sp.)

v
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Figura 3.1. Esquema de las actividades desarrolladas en este proyecto.
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Biofabricacion de nanoparticulas de plata
empleando la fraccion del extracto que
contiene el agente reductor

Y
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Staphylococcus Escherichia Pseudomona Aspergillus Candida
Aureus Coli Aureoginosa niger Albicans

Figura 3.1. Esquema de las actividades desarrolladas en este proyecto.
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3.2 Obtencidn de extractos acuosos a partir de los cladodios de nopal (Opuntia sp.)

Para la preparacion de los extractos acuosos se emplearon cladodios de nopal frescos adquiridos
en un supermercado de la localidad. Los cladodios fueron cortados en trozos pequefios para
incrementar con ello la superficie de contacto y que esto permitiera acelerar el proceso de
extraccion. Para llevar a cabo el proceso de obtencion del extracto, se pesaron alrededor de 143 ¢
de material vegetal en una balanza analitica; marca Mettler Toledo, modelo AG204, y se

colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL.

En otro matraz de la misma capacidad se adicion6 un volumen de 350 mL de agua destilada y se
sometid a calentamiento hasta una temperatura aproximada de 95°C. A continuacion se agregaron
los trozos de nopal. El material vegetal inmerso en el agua se mantuvo en agitacion y

calentamiento constante durante 20 minutos (Figura 3.2).

Figura 3.2.- Cladodios de nopal en trozos y dispersos en agua destilada.

Transcurrido el tiempo de calentamiento, se retird el matraz con el material vegetal y se dejé
enfriar en un bafio de agua a temperatura ambiente. Para la recuperacion del extracto, se preparo
un sistema de filtracién formado por un embudo que contenia en su interior una gasa esterilizada,
y a la salida de éste se encontraba un matraz Erlenmeyer de 500 mL donde fue recolectado el
extracto acuoso de nopal después de filtrarlo. Al momento de filtrar el extracto, quedaron los
residuos de nopal extraidos, estos se exprimieron manualmente para aprovechar la mayor cantidad

de extracto posible. La apariencia del extracto acuoso después de filtrarlo fue parcialmente turbia
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y presentaba una coloracion entre amarilla- verdosa muy tenue. Siguiendo esta metodologia se

procesaron 3 Kg de nopal.
3.2.1 Liofilizacién de los extractos acuosos de nopal

Después de haber filtrado el extracto, se procedio a su liofilizacion (Freeze Dry System/ Freezone
4.5 marca LABCONCO) (Figura 3.3), previa congelacion del material en frascos de 600 mL.

Figura 3.3.- Equipo de Liofilizacion para secado del extracto.

Una vez concluido el secado del material, el extracto seco situado en las paredes del matraz se
retird y pulverizd con una espatula de acero inoxidable, y enseguida se vacio en un recipiente
totalmente limpio y seco. El recipiente fue sellado con parafilm y almacenado en refrigeracion a
una temperatura de 4°C para evitar la descomposicion del extracto. Este stock de material se
utilizo para llevar a cabo la caracterizacion del mismo, posterior procesamiento, purificacion y lo
mas importante, su utilizacion como agente reductor en la obtencion de las nanoparticulas de

plata.

3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata empleando el extracto de nopal como agente reductor y

SDS como agente estabilizante.

La sintesis de nanoparticulas de plata se realizé tomando como base los parametros de reaccién
reportados en estudios recientes (101). La reaccion se llevo acabo en un reactor de vidrio de tres
bocas con chaqueta de calentamiento situado sobre una parrilla de agitacién y conectado a un bafio
termostéatico abierto (JULABO); con el que fue posible controlar la temperatura de reaccion

(Figura 3.4). En una de las bocas se colocd un termdmetro para verificar la temperatura en el
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interior del reactor, y en el interior se introdujo un agitador magnético que permitié el mezclado

uniforme de los reactivos durante su adicion.

Figura 3.4.- Sistema de reaccion para la sintesis de nanoparticulas de plata.

Durante la preparacion de los reactivos para la sintesis de nanoparticulas se pesaron 0.21 g de SDS
(dodecil sulfato de sodio) en un vial, y se disolvieron con 10 mL de agua ultrapura, esta solucion
se adiciono al reactor. Después se afiadid un volumen de 50 mL de agua ultrapura y se tomo una

fraccidn de éste volumen para enjuagar el recipiente que contenia la solucion de SDS.

Se agregaron al reactor 4 mL de hidréxido de amonio (NH,OH) bajo agitacion constante y se
procedid a encender el bafio termostatico para elevar la temperatura del reactor a 80°C.
Paralelamente, en un matraz volumétrico de 10 mL se prepar6é una solucion de nitrato de plata
(AgNO3) a una concentracion 10 mM, éste matraz se cubrié de la luz con papel aluminio para

evitar la posible descomposicion del material.

Por otra parte, el extracto de nopal mantenido en refrigeracion se liofilizé durante 18 horas, con la
finalidad de eliminar la humedad que pudiera haber absorbido durante su almacenamiento. A
continuacion se preparé una suspension con 0.13 g del extracto de nopal en 8 mL de agua
ultrapura y se mantuvo en agitacion hasta que el extracto se dispersara por completo. La sintesis
de nanoparticulas de plata se inici6 con la adicion de la solucion de AgNO; cuando el reactor se
encontraba a la temperatura de 80°C, y se dejo agitar por 5 min para permitir su disolucién.
Posteriormente se adiciond la dispersion de extracto de nopal. EI volumen final de la reaccion se

completo a 80 mL.
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El curso de la reaccidn para determinar la formacion de nanoparticulas de plata se dio mediante
seguimiento en el cambio de absorcion a 420 nm, utilizando un espectrofotometro UV-visible
(Shimadzu UV-2401 PC). Como referencia o blanco control se prepard una mezcla con todos los
reactivos afiadidos a excepcion del AgNO; (Tabla 3.1). Una vez afiadido el extracto de nopal, se
retird una alicuota (4 mL) de la mezcla de reaccion y se determiné su absorbancia, ésta lectura se
consideré como la muestra Ty Todas las mediciones de absorbancia se realizaron usando celdas de
cuarzo. A partir de la determinacion T, se realizaron mediciones de absorbancia cada 30 minutos

hasta completar un tiempo de reaccién de 5 horas.

Tabla 3.1.- Composicion de cada uno de los reactivos empleados en la sintesis de
nanoparticulas de plata empleando SDS como agente estabilizante.

Reactivo Reaccion Blanco control
AgNO; 8 mL 0
NH,OH 4 mL 0.5mL
Agua Ultrapura 60 mL 7.5 mL
Dodecil Sulfato de Sodio 0.208 g 0.026 ¢
Extracto de nopal 0.2 g/ 8 mL 0.008 g/ 2 mL
Volumen de reaccion 80 mL 10 mL

Una vez concluido el tiempo de reaccion, se apago el bafio termostéatico y se dejo enfriar el reactor

a temperatura ambiente, para despueés vaciar el contenido del reactor en un frasco color ambar.

El producto obtenido de la reaccién se recuperd6 mediante centrifugacion (centrifuga Beckman
Coulter Modelo Allegra 25 R). Para ello el volumen de la reaccién se distribuyé en tubos para
centrifuga de 50 mL, y se centrifugd a 14 000 rpm por 25 minutos y 25°C. Al finalizar el proceso
de centrifugacion, el material recuperado que contenia las nanoparticulas de plata se resuspendid
en 9 mL del liquido sobrenadante y se almacend en un vial color &mbar para su posterior

caracterizacion.
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3.4 Determinacion de la fraccién del extracto de nopal que actiia como agente reductor en la

formacion de nanoparticulas de plata

Después de llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata empleando el extracto de nopal
como agente reductor, se decidid efectuar el analisis del extracto con la finalidad de identificar la
fraccion del extracto que actuaba realmente como reductor en la formacion de nanoparticulas, y en
base a ella desarrollar las pruebas siguientes. Para ello se fracciond una determinada cantidad de
extracto en diferentes tamafios de particula o peso molecular mediante un proceso de

ultrafiltracion.
3.4.1 Proceso de Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es un método utilizado para separar particulas extremadamente pequefias o
macromoléculas de diferente tamafio. Este proceso se logra a través del uso de una membrana de
fibra hueca con diferente tamafio de poro. El tamafio promedio de poro de las membranas de fibra
hueca utilizadas se situ6 entre 10-1000 A°, y se pueden expresar como tamafios nominales o
absolutos. Un tamafio de poro nominal describe la capacidad del material de filtracion para retener
la mayoria de las particulas (60-98%) del tamafio indicado o mayor. Un tamafio de poro absoluto
especifica el tamafio de poro al que una particula 0 molécula de un tamario particular sera retenida
con una eficacia del 100% bajo condiciones de ensayo estrictamente definidas como: la presion de

prueba, la concentracion y el método de deteccion utilizado para identificar el producto a separar
(102), (103)

Para llevar acabo el proceso de ultrafiltracion se empleé un equipo de Ultrafiltracién Millipore
Xerox, en el cual una muestra de 5 g de extracto de nopal se separd en fracciones de diferente
tamafio mediante el uso de membranas de fibras huecas (MidGee™ and MidGee Hoop™), las
cuales comprendieron tamafios desde 0.2 um hasta 3,000 NMWC (nominal molecular weight cut

off), como se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 3.2.- Tipos de columnas de fibra hueca empleadas en el proceso de ultrafiltracion.

No. Columna Modelo Columna Tamafio de poro
1° CFP-2-C-MMO1A 0.2 micrén
20 CFP-1-C-MMO1A 0.1 micrén
3° UFP-500-E-MMO01A 500,000 NMWC
40 UFP-300-E-MMO1A 300,000 NMWC
5° UFP-100-C-MMO1A 100,000 NMWC
6° UFP-50 -E -MMO01A 50,000 NMWC
7° UFP-30 -C -MMO1A 30,000 NMWC
8° UFP-10 -E -MMO1A 10,000 NMWC
90 UFP-3 - C -MMO1A 3,000 NMWC

Para llevar a cabo el tratamiento de ultrafiltracion se pesaron 5 g de extracto y se disolvieron en
100 mL de agua ultrapura, manteniéndose en agitacion mecanica por 1 hora. Posteriormente se
centrifugd para separar los solidos insolubles y el sobrenadante fue afiadido en un recipiente

acondicionado al equipo de ultrafiltracion tal como se muestra en la figura 3.5.

£) MILIPRE
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Figura 3.5.- Sistema de ultrafiltracion empleado para fraccionar el extracto de nopal.

El proceso de filtrado se inicid6 bombeando la muestra hacia la membrana, y controlando los flujos
de permeado y retenido con la valvula a la salida. Después de que la mayor parte de la muestra

habia sido filtrada, se efectuaron dos lavados, utilizando un volumen de 20 mL de agua ultrapura.
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El retenido obtenido se vertid en un matraz liofilizador para proceder a su proceso de secado, y el
permeado se sometio al siguiente proceso de ultrafiltracion empleando la siguiente membrana con

un menor tamafio de poro.

Los volumenes retenidos de cada membrana, asi como el permeado obtenido en la Gltima etapa, se
secaron a través del proceso de liofilizacion y se almacenaron en viales completamente limpios

para posteriormente utilizarlos en la caracterizacion y reacciones subsecuentes.

3.5 Sintesis de nanoparticulas de plata con cada una de las fracciones del extracto de nopal
obtenidas en el proceso de ultrafiltracion

Considerando los porcentajes de las fracciones de tamafio contenidas en el extracto de nopal, se
determinaron las cantidades de extracto requeridas para cada una de las reacciones de sintesis de
las nanoparticulas de plata.

La actividad catalitica de cada una de las fracciones de extracto de nopal para promover la sintesis
de nanoparticulas de plata se determiné utilizando viales con capacidad de 20 mL y utilizando un
volumen de reaccion de 10 mL. Para ello, los viales se colocaron en una gradilla y estos a su vez
se sumergieron en un bafio termostatico controlado a 80°C, temperatura a la cual se llevo a cabo la
reaccion. Después de 5 horas de reaccion, los viales fueron retirados del bafio termostéatico y se

cubrieron con papel aluminio para evitar que el producto obtenido estuviera en contacto con la luz.

Para determinar con cual de las fracciones se generaron nanoparticulas de plata, se evalué la
absorbancia de cada una de estas reacciones en el espectrofotometro UV-Vis. Al determinar la
fraccion del extracto que actuaba como agente reductor, se escalo a la produccién de una mayor
cantidad de nanoparticulas de plata empleando Unicamente esta fraccion como agente reductor
para posteriormente caracterizar las nanoparticulas obtenidas y compararlas con las generadas al

emplear el extracto completo, es decir, sin filtrar.
3.6 Caracterizacion del extracto de nopal

Después de haber obtenido el extracto de nopal seco y pulverizado, y haber determinado la

fraccion del extracto que originaba la formacion de nanoparticulas de plata, se procedid a la
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caracterizacion de ambos para analizar su composicion y determinar cuales de sus componentes se

encontraban involucrados en la reduccion de la sal de nitrato de plata.

Su contenido se caracterizd6 mediante analisis de solidos solubles e insolubles, contenido de
azucares totales por el método de Antrona, determinacion de fenoles, proteina total por método
Microkjedahl y proteina soluble por Biorad [ANEXOS].

3.7 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas obtenidas de la reaccion de sintesis empleando como agente reductor el
extracto de nopal sin fraccionar y con la fraccion que contenia este agente, fueron preparadas para
su caracterizacion mediante difraccion de rayos X, microscopia electrénica de barrido (TEM) y

espectroscopia de absorcion atomica.
3.7.1 Preparacion de las nanoparticulas de plata para su caracterizacion y evaluacion

La primera etapa para la preparacion de las nanoparticulas de plata consistio en neutralizar la
solucion con las nanoparticulas disueltas mediante la eliminacion del hidroxido de amonio, para lo

cual fue necesario realizar un proceso de diélisis.
3.7.1.1 Proceso de Dialisis

El proceso de dialisis se define como el transporte de una sustancia disuelta a través de una
membrana semipermeable suscitado por un gradiente de concentracion y sin involucrar un gasto
de energia. La membrana es atravesada por el disolvente y las particulas pequefias de bajo peso
molecular, en donde el soluto se difunde desde la zona de mayor concentracion a la de menor
concentracion, mientras que el solvente lo hace desde el sitio donde estd en mayor cantidad hacia

la de menor cantidad (Figura 3.6) %4109,
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Figura 3.6.- Sistema de dialisis el cual implica la difusion de las particulas de soluto a través de la
membrana semipermeable.

Para realizar el proceso de dialisis se utilizaron tubos de dialisis de acetato de celulosa con un
corte de peso molecular de 12,000 (NMWC), 25 mm de diametro y longitud de 15 cm, estimada
en base a la cantidad de muestra que se afiadiria a cada uno de éstos. Los tubos se prepararon
hirviéndolos en un volumen de 2% (w/v) de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y 1ImM EDTA, a
pH= 8 por 10 minutos.

Posteriormente se enfriaron y enjuagaron con agua destilada, procurando tomar los tubos con unas
pinzas. Se sumergieron en una solucion 1 mM EDTA (pH=8) en la cual fueron hervidos
nuevamente durante otros 10 minutos. Finalmente se dejaron enfriar y se almacenaron a una

temperatura de 4°C hasta su uso.

Para dar inicio al proceso de didlisis, se retiraron los tubos de la solucién de EDTA y se lavaron
con agua destilada. La dispersion de nanoparticulas de plata se distribuy6 en cada uno de los tubos
amarrando previamente uno de los extremos con un hilo, procurando humedecerlo constantemente
con agua desionizada. Después de haber depositado la muestra, se amarro el otro extremo del tubo

sellandolo perfectamente para evitar cualquier derrame de la misma.

Por otro lado se prepararon 4 litros de una solucion de SDS a la misma concentracion a la cual se

llevé a cabo la reaccion de nanoparticulas de plata (2.6 g/L).

LT



! Parte Experimental

Los tubos se colocaron en un vaso de precipitado sujetdndolos a la parte superior e inferior de la
pared del mismo. Enseguida se afiadié 1 L de la solucién de SDS, de manera que los tubos
quedaron sumergidos en ella, dejando la solucion con agitacidn constante para agilizar el
transporte del hidréxido de amonio desde la solucién de nanoparticulas de plata contenida en la
membrana hacia la solucién de SDS. Después de 4 horas se retird la solucion de SDS y se volvié a
realizar otro lavado con 1a misma solucion, repitiendo este procedimiento hasta que el pH de la
solucion fuera neutro, es decir, hasta eliminar completamente el hidréxido de amonio. Las
nanoparticulas en solucion dializadas, se vaciaron en un frasco color ambar y se conservaron a

temperatura ambiente.
3.7.1.2 Purificacion de las nanoparticulas de plata

La segunda etapa para la preparacion de las nanoparticulas de plata consistio en la eliminacion del
contenido de iones en exceso, remanentes de la reaccion y el agente estabilizante que impedia la
formacion de aglomerados. Esta etapa se realizd Unicamente para las muestras que serian

caracterizadas por rayos X y TEM.

Antes de tomar la muestra de nanoparticulas que seria purificada, se agité previamente la solucion
en la cual se encontraban inmersas las nanoparticulas con la finalidad de homogeneizar su
contenido y que la muestra fuera representativa. Se tomaron alicuotas de 1 mL de la solucién y se
depositaron en tubos eppendorf de 1.5 mL de capacidad, los cuales se colocaron en una
microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5415 C), operandose a 14,000 rpm durante 15 minutos. Al
término de la operacion se retird el sobrenadante de cada tubo, y el precipitado con las
nanoparticulas se lavd con agua ultrapura; realizando por lo menos 3 lavados para eliminar

cualquier residuo de la reaccion.

Finalmente se elimind el contenido de agua a través del proceso de liofilizacion y se obtuvieron
nanoparticulas de plata en polvo, las cuales se caracterizaron por los métodos que a continuacion

se describen.
3.7.2 Métodos de caracterizacion para las nanoparticulas de plata
3.7.2.1 Difraccién de Rayos X

La Difraccién de Rayos-X es una técnica que permite determinar la disposicion atomica y

molecular mediante la interaccion de la radiacion electromagnética con estructuras comparables en
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magnitud a la longitud de la radiacion. Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética
que posee una elevada energia y corta longitud de onda: del orden de los espacios interatomicos de

los s6lidos %),

Con la finalidad de confirmar que las nanoparticulas formadas procedian de la plata, se decidio
caracterizar la muestra de nanoparticulas mediante la técnica de rayos X, con la cual se analizaron
cada uno de los planos de difraccion obtenidos de la muestra y se compararon con los planos
pertenecientes a la plata provenientes de la base de datos del equipo.

Para la caracterizacion por difraccién de rayos X, se pesaron aproximadamente 5 mg de la muestra
de nanoparticulas de plata en polvo en un tubo eppendorf y se resuspendieron en 0.5 mL de agua
ultrapura, redispersandolas en un equipo de ultrasonido (Branson 200). Se tomaron 0.10 mL de la
muestra con una micropipeta y se colocaron en la parte central de un portamuestra de vidrio,
continuando con el secado de la misma en una estufa de vacio (Lab-line Instruments) a 80°C
durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo de secado, se retir0 el portamuestras de la estufa y se
tomo nuevamente un volumen de las nanoparticulas resuspendidas en agua y se colocé encima de
la muestra seca. Este procedimiento se repiti0 3 veces hasta formar una capa concentrada de
nanoparticulas en la parte central del vidrio con la intencién de que al realizar la medicion se

obtuvieran patrones de difraccion bien definidos y sin demasiado ruido e interferencias.

El difractébmetro utilizado para la caracterizacion de la muestra fue un modelo D-500 marca
SIEMENS. Las condiciones establecidas fueron de 35 kV y 25 mA, un tamafio de paso de 0.06 ° y
un tiempo en paso de 3 seg. Por lo tanto se utilizé un velocidad angular de barrido de 1.2 %/min. El

inicio y final de la lectura fue de 10 hasta 80°.
3.7.2.2 Microscopia electronica de transmision (TEM).

En un microscopio electrénico de transmision (TEM), los electrones de una fuente, como la de un
cafidn de electrones, entran en una muestra delgada, se dispersan al pasar a traves de ella y se
enfocan con un lente de objetivo, se amplifican mediante un lente amplificador (proyector) y
finalmente producen la micrografia deseada " @%) |a cual aparece en forma de zonas claras y

oscuras de acuerdo con el nimero de electrones absorbidos por las diversas areas de la muestra. El
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microscopio electronico de transmision tiene una alta resolucion y es extremadamente Gtil para

examinar distintas capas en una muestra .

Las nanoparticulas de plata obtenidas se caracterizaron mediante esta técnica para determinar su
morfologia y tamafio, asi como detectar la presencia de aglomerados y defectos en ellas.

La muestra que se requiere para la caracterizacion mediante microscopia electronica de
transmisién, debe ser minima y con una concentracion muy diluida, en este caso se pesaron 0.5 mg
de la muestra de nanoparticulas de plata en polvo en un tubo eppendorf y se resuspendieron en 1
mL de agua ultrapura a través de ultrasonido. Para determinar si la cantidad de nanoparticulas de
plata para el analisis era la adecuada, se verificd que la muestra presentara una apariencia
traslicida y una coloracion amarilla muy tenue, de lo contrario volvia a diluirse con agua ultrapura

hasta que obtuviera esta apariencia.

La muestra se depositd en una rejilla de cobre-Lacey Carbon, sumergiéndola y retirandola
inmediatamente de la solucién de nanoparticulas de plata. Finalmente se dejo secar a temperatura
ambiente y se colocé en el microscopio (FEI, modelo TITAN 80-300kV), operado a 300 kV. Las
imagenes se colectaron con una camara CCD (Gatan de 1024 x 1024 pixeles) de resolucion

digital.
3.8 Determinacion del contenido de plata en la solucion de reaccion de nanoparticulas de plata

Para determinar el contenido de plata que se encontraba presente en la muestra de nanoparticulas

en solucidn se realiz6 un analisis por Espectroscopia de Absorcion Atémica.
3.8.1 Espectroscopia de Absorcion Atomica

La espectroscopia de absorcién atomica es un método para la deteccion y la determinacion de
elementos quimicos, particularmente de elementos metalicos, donde los compuestos se rompen en

los atomos que los constituyen mediante pulverizacién en una llama a alta temperatura 9.

Antes de iniciar el andlisis se llevo acabo un proceso de preparacion de la muestra que consistio en
lo siguiente. Primeramente se tomd 1 mL de la solucion de la reaccion previamente dispersa y se
colocd en un vaso de precipitado de 100 mL, en el cual fue diluida con 5 mL de agua ultrapura.
Posteriormente el vaso con la muestra fue colocado sobre una parrilla de calentamiento para

realizar la digestion con 5 mL de &cido nitrico durante un tiempo de 4 horas. EI método de
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digestion se emplea normalmente para reducir interferencias debido a la presencia de materia
organica, y convertir los metales a una forma en que puedan analizarse: generalmente metal puro.
La digestion con acido nitrico es adecuada para la extraccion de diversos metales, ademas de que
los nitratos proporcionan una buena matriz para las determinaciones mediante espectrofotometria

de absorcion atbmica.

Después de haber realizado la digestion, la muestra se paso a través de un papel filtro no. 41, y se
recolecté en un matraz volumétrico de 50 mL. Al terminar de afiadir la muestra se enjuagé el
papel filtro con agua ultrapura para eliminar cualquier residuo de metal que hubiera quedado
adherido en las paredes del embudo. Finalmente el matraz se afor6 con agua ultrapura y se llevo la
muestra para su analisis en un espectrofotémetro de Absorcién Atdémica (Varian, modelo Spectra
A 250 plus). La muestra se succiond a razén de 8 mL/min debido al vacio generado por el flujo de
gases requeridos para la generacion de la flama (aire-acetileno).

El analisis arroja un valor de absorbancia que es interpolado en una curva de calibracion y asi
obtener una concentracion de plata. La concentracion obtenida se multiplicé por el factor de

dilucion para obtener la concentracion final de la solucién.

3.9 Preparacion de nanofibras mediante la técnica de electrohilado

La obtencion de membranas poliméricas con nanoparticulas de plata cargadas se llevd acabo
empleando la técnica de electrohilado, en la cual las fibras se formaron debido a la aplicacion de

un campo electrostatico de alto voltaje, donde se requirieron los siguientes aditamentos:
1) Fuente de alimentacion de alto voltaje (Spellman modelo CZE 1000R).

2) Bomba de infusion para suministrar y controlar el flujo de la solucién polimérica (Cole

Parmer).
3) Jeringa hipodérmica de 3 mL para depositar la solucion polimérica.
4) Hoja de aluminio en la cual se colecten las fibras.

5) Solucién polimérica.
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Figura 3.7.- Esquema del proceso de electrohilado utilizado para la formacion de las membranas
poliméricas de nanofibras.

Para la obtencién de las membranas se decidié utilizar como matriz polimérica el poli (vinil
alcohol) PVA; ya que como se ha mencionado anteriormente, es un polimero que se caracteriza
por ser hidrosoluble, biocompatible, no téxico, de gran uso a nivel industrial ™% y reciente

aplicacion en el 4rea biomédica 2.

La generacion de una membrana polimérica con propiedades antimicrobianas requirio de la
incorporacion de nanoparticulas de plata en la matriz de PVA, por lo que se emplearon tres

métodos para la preparacion de la solucién polimérica:

1. Mezclado de la solucién de nanoparticulas de plata con la mezcla de PVA.
2. Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata.
3. Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata y adicion de

quitosan.
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3.9.1. Preparacion de las nanofibras PVA-AgNPs mediante mezclado

Considerando los estudios en los que se reporta la formacion de fibras utilizando el PVA como
medio de soporte “*¥, se decidié emplear una solucién acuosa con una concentracién al 10% wiw,
mezclando dos tipos de PVA; uno de bajo peso molecular M= 13,000- 23,000 g/mol (87-89%
hidrolizado) y uno de alto peso molecular M= 126,000 g/mol (98-99% hidrolizado), con una
relacion 50:50, ya que se observé que las membranas obtenidas a partir de esta mezcla presentaron
una mejor distribucion de tamafio y morfologia en las fibras. Para preparar la solucién se pesaron
por separado cada uno de los diferentes pesos moleculares de PVA y se afiadieron a un matraz
Erlenmeyer que contenia agua ultrapura para ajustar las solucion al 100%. EI matraz se coloco en
una parrilla de calentamiento a una temperatura aproximada de 80°C con agitacion constante hasta
disolver completamente el PVA, proceso que se identificdé por la perdida de turbidez de la
solucion y la ausencia de particulas de PVA en forma de gel. El matraz se retird del calentamiento

y se dejo enfriar para almacenar la solucién en un frasco de reactivo a temperatura ambiente.

Para evaluar la propiedad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata incorporadas en las
membranas, se decidio preparar membranas con diferente concentracion de nanoparticulas de
plata, por lo que al haber obtenido previamente la cantidad de plata contenida en la solucion de
nanoparticulas de plata mediante espectroscopia de absorcion atémica, se realizaron los calculos
pertinentes para determinar la cantidad de volumen gque debia afadirse a cada una de las muestras

de PVA y proseguir con su mezclado.

La solucion de nanoparticulas fue sometida a agitacion constante durante dos horas y llevada al
bafio de ultrasonido para asegurar una buena dispersion de las nanoparticulas. Posteriormente se
tomo un determinado volumen de muestra y se mezcld con la solucion de PVA, dejandose en

agitacion por lo menos una hora, previo a ser sometida la solucion al proceso de electrohilado.

3.9.2 Sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata empleando el PVA como agente estabilizante

y su posterior electrohilado

Otra manera de preparar la solucion polimérica para la formacion de membranas fue sintetizando
las nanoparticulas de plata “in situ”, empleando el PVA como agente estabilizante en lugar del
SDS. Para preparar un volumen de reaccion de 80 mL se pesaron 4 g de PVA M,, 126,000 g/mol y
4 g de PVA M,, 13,000-23,000 g/mol, los cuales se afiadieron al reactor que contenia 60 mL de
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agua ultrapura. En la siguiente etapa se adicionaron 4 mL de hidroxido de amonio (NH;OH) bajo

agitacion constante y se procedio a encender el bafio termostético para alcanzar la temperatura de

reaccion de 80°C, proporcionando un tiempo suficiente para disolver el PVA.

Después de un determinado tiempo se afiadié la solucion de AgNO3; 10 mM y a los 5 minutos se

adiciond la solucién preparada con la fraccion del extracto de nopal que contenia el agente

reductor para iniciar la reaccién “in situ” de nanoparticulas de plata. La reaccion “in situ”

también fue monitoreada a través de espectroscopia UV-visible realizando mediciones de
absorbancia cada 30 minutos hasta completar un tiempo de reaccion de 5 horas.

Tabla 3.3.- Composicion de cada uno de los reactivos empleados en la sintesis “in
situ” de nanoparticulas de plata.

Reactivo Reaccion Blanco control
AgNO; 8 mL 0
NH,OH 4 mL 0.5mL
Agua Ultrapura 60 mL 7.5 mL
PVA M,=13-23 kg/mol 49 05¢
PVA M,=126 kg/mol 49 05¢g
Extracto de nopal 0.128 g/ 8 mL 54 mg/ 1 mL
Volumen de reaccion 80 mL 10 mL

Al haber concluido el tiempo de reaccion se apago el bafio termostatico y se dejo enfriar el reactor
a temperatura ambiente, para despues vaciar el producto de la reaccion en un frasco de reactivo

color &mbar y proseguir con su electrohilado.

3.9.3 Sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata empleando el PVA como agente estabilizante

y la adicion de Quitosan para su posterior electrohilado

En base a una revision en la literatura se ha reportado el uso del quitosdn como un excelente
agente antimicrobiano, por lo que después de haber realizado la reaccion “in situ” de las
nanoparticulas de plata, se decidi6 adicionar una determinada concentracion de quitosan dentro las
fibras de PVA, con la finalidad de minimizar el contenido de nanoparticulas de plata y comprobar

que la actividad antimicrobiana del quitosan en presencia y ausencia de nanoparticulas de plata.
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Las muestras para las membranas fueron preparadas adicionando una cantidad de quitosan de bajo
peso molecular equivalente al 1% en peso del total de la solucion. Previamente el quitosan fue
pasado por una columna de ultrafiltracion de 3000 NMWC y secado en el liofilizador. Después de
adicionar el quitosan se agitaron perfectamente cada una de las soluciones hasta observar una

completa dispersién del quitoséan (coloracion amarilla) para proceder a su electrohilado.

3.10 Electrohilado de las soluciones poliméricas

El proceso de electrohilado se inicié llenando la jeringa con la solucién polimérica. Este
procedimiento se realizd sumergiendo la aguja en el recipiente donde se encontraba la solucion y
succionandola lentamente con el émbolo de la jeringa hasta el nivel indicado. El aire atrapado en
el interior de la jeringa se elimind para evitar interrupciones durante el transcurso del flujo del

chorro polimérico hacia el colector.

Los métodos para suministrar la solucion polimérica pueden ser a un flujo volumétrico constante o
presion constante. EI mas comin y empleado para este proceso fue el de flujo volumétrico
constante, suministrado por una bomba de infusion “**. La solucién polimérica fue bombeada a
la punta de la aguja formando una gota semiesférica suspendida en la punta debido a la tension
superficial de la solucion. Para que la gota no presentara alguna deformacion al salir de la aguja, la
punta se desgastd con una lija, minimizando asi cualquier posible defecto en las fibras. La aguja se
conectd mediante un caiman a la fuente de alimentacion de alto voltaje para inducir cargas a la

solucion polimérica y propiciar la formacion del cono de Taylor.

Como se menciond anteriormente, es importante establecer un flujo volumétrico que permita
mantener un cono de Taylor estable, ya que si el flujo es muy bajo, puede provocar que el chorro
de solucién polimérica se interrumpa y ocasione deformaciones en las fibras, y por el contrario, un
flujo demasiado alto podria originar un incremento en el didmetro de las fibras o que el chorro

gotee (),

Los electrodos para colectar las fibras se encuentran en muchas formas y tamafios pero
generalmente se encuentran en forma de hoja metélica plana ™¥. Este electrodo es conectado a
tierra, por lo que lleva la carga opuesta al electrodo de alto voltaje. El colector utilizado fue una

hoja de aluminio con &rea de 6 cm? y un espesor de 2.54 x 10 cm.
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Para iniciar el flujo de la solucién polimérica hacia la punta de la aguja se encendié la bomba de
infusion y consecutivamente la fuente de alto voltaje, en la cual se fue incrementando el voltaje
paulatinamente hasta alcanzar el voltaje establecido, venciendo de esta forma la tension superficial
de la gota y generando el chorro polimérico cargado eléctricamente, el cual se dirigié hacia la
region de menor potencial donde se hallaba el colector de aluminio conectado a tierra a una
distancia de 10 cm. EIl tiempo destinado para la formacion de una membrana con un espesor
considerable que permitiera su manipulacion sin fracturarla fue de 2 horas, con un flujo
volumétrico de 0.3 mL/hr y un voltaje de 20 kV. Estos pardmetros se definieron en base a estudios
que reportaron mejores resultados en el electrohilado de fibras *, aunque se decidié analizar el

comportamiento de las fibras al modificar los siguientes parametros:

1) Distancia entre el colector y la aguja.
2) Posicion de la aguja.

3.11 Preparacion de las membranas polimericas para la evaluacion de las propiedades

antimicrobianas

Debido a que el PVA es un polimero hidrosoluble, las fibras hiladas a partir de éste polimero
tienden a solubilizarse y perder su estructura al entrar en contacto con el agua, por lo que antes de
evaluar la propiedad antimicrobiana de las membranas fue necesario someterlas a un proceso de

entrecruzamiento.

3.11.1 Entrecruzamiento de las membranas poliméricas

Se realiz6 un entrecruzamiento fisico de las membranas con metanol, mediante el cual las
moléculas de metanol desplazaron las moléculas de agua atrapadas entre las fibras, promoviendo
la formacién de puentes de hidrogeno entre las moléculas del polimero y sustituyendo los

existentes entre las moléculas de polimero y las de agua, manteniendo la estructura de la fibra *°.

Las membranas poliméricas electrohiladas se mantuvieron adheridas al aluminio y se cortaron en
piezas con dimensiones de 3 x 3 cm. Después de haberlas cortado se sumergieron en un recipiente
con metanol durante un tiempo de 24 horas. Al transcurrir el tiempo de entrecruzamiento las
membranas se retiraron del metanol y se dejaron secar a temperatura ambiente para posteriormente

caracterizarlas y evaluar su propiedad antimicrobiana.
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3.12 Caracterizacion de las nanofibras obtenidas mediante electrohilado

Las membranas poliméricas obtenidas mediante la técnica de electrohilado se caracterizaron
mediante la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia electronica de
transmision (TEM) y espectroscopia FTIR para evaluar la morfologia y tamafio de las fibras, asi
como la dispersién de las nanoparticulas en las fibras y la interaccion de éstas con el polimero.

3.12.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la microscopia electronica de barrido un cafion de electrones produce un haz de electrones
enfocado con precision, denominado haz primario. Estos electrones atraviesan lentes
electromagnéticas y son dirigidas sobre la superficie de la muestra. El haz primario de electrones
elimina electrones de la superficie externa de la muestra; éstos, emitidos en forma secundaria, son
transmitidos hasta un colector, luego amplificados y utilizados para formar una imagen sobre una
pantalla o sobre una placa fotografica. Es especialmente util para estudiar las estructuras

superficiales %%

Para analizar la morfologia y distribucion de tamafio de las nanofibras mediante SEM, se utilizo
un microscopio electrénico de barrido (SM-510 TOPCON). Para llevar a cabo la caracterizacion,
se realizo un pequefio corte a la membrana y se deposito sobre un portamuestra de cobre. Como la
muestra requiere ser conductora, se recubrié con una capa de oro-paladio, la cual debe ser lo
suficientemente gruesa para que circule la corriente eléctrica que se deposita en la muestra y

suficientemente delgado para que no oculte otras caracteristicas superficiales de interés.

3.12.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para la evaluacion de las membranas mediante TEM, el proceso de preparacion de la muestra fue
diferente. En este caso se realizd el proceso de electrohilado a las condiciones establecidas,
depositando las fibras directamente en la rejilla de cobre-Lacey Carbon. La rejilla se coloco sobre

el colector de aluminio y se dio un tiempo de 2 minutos para colectar las fibras.
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3.12.3 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los atomos de una
molécula. Un espectro infrarrojo cominmente es obtenido haciendo pasar radiacion infrarroja a
través de una muestra y determinando que fraccion de la radiacion incidente es absorbida a una
energia particular. La energia a la que cualquier pico en el espectro de absorcion aparece

corresponde a la frecuencia de vibracion de una parte de la molécula de la muestra.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se basa en la idea de la interferencia de la
radiacion entre dos haces para producir un interferograma. Este Gltimo es una sefial producida
como una funcion de la variacion del paso de luz entre los dos rayos. Los dos dominios de la
distancia y la frecuencia son intercorvertibles por el método matematico de la transformada de
Fourier. La radiacion emergente de la fuente pasa a través de un interferémetro a la muestra antes
de llegar al detector. Tras la amplificacion de la sefial, en el que las contribuciones de alta
frecuencia han sido eliminadas mediante un filtro, los datos son convertidos a forma digital por un

convertidor analégico-digital y transferidos a la computadora para transformacion de Fourier 19,

Las membranas fibrosas se caracterizaron mediante esta técnica para analizar la interaccion de las
nanoparticulas de plata con la matriz polimérica. Se utilizO un espectrometro infrarrojo
(ThermoNicolet, modelo AVATAR 330) utilizando las siguientes condiciones: 25 scans con una
resolucién de 4 cm™ y considerando la regién del espectro entre 4000 y 400 cm™. El analisis se

realiz6 mediante la técnica de transmision utilizando las membranas preparadas por electrohilado.

3.13 Evaluacion de la propiedad antimicrobiana de las membranas de nanofibras a base de

nanoparticulas de plata/polimero

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las membranas de nanofibras se utilizo el
método estandar normalizado conocido como método por contacto. Para ello, bajo condiciones
asépticas, se inocularon las membranas de nanofibras con cultivos de las cepas de Escherichia coli
ATCC-25922, Staphylococcus aureus ATCC-29213, Pseudomona aureoginosa ATCC- 27853
para enseguida someter a una etapa de incubacion las membranas inoculadas durante el periodo de

tiempo establecido en la norma Industrial Japonesa Estandar Z 2801. Al concluir el tiempo de

]
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exposicion, la actividad antimicrobiana se establecié en base al porcentaje de inhibicion del

microorganismo al final de la prueba.

La evaluacién de la actividad antifingica a nivel de esporas se probé con Aspergillus niger ATCC
9642 y Candida Albicans. A continuacion se describe a detalle el procedimiento aplicado para esta

evaluacion.

3.13.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana
a) Preparacion del inoculo

La propagacion de las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus se realizé mediante el
desarrollo de un cultivo liquido en caldo de soya tripticasa por un tiempo de 24 horas a una
temperatura de 37°C en un agitador New Brunswick Scientific, con una agitacion de 200 rpm.

Para cada uno de los cultivos de cada cepa del microorganismo a evaluar, la recuperacion de la
biomasa se llevo a cabo centrifugando la suspension contenida en el matraz a 14,000 rpm, durante
15 minutos y a una temperatura de 20°C, realizando 3 lavados de la biomasa con solucion
fisiologica (0.85% NaCl). La biomasa recuperada de cada microorganismo se resuspendio en 50
mL de solucién fisioldgica, para posteriormente determinar la cantidad de unidades formadoras de

colonia por mililitro de solucion (UFC/ mL) mediante un recuento viable de cada suspension.

b) Recuento viable

En condiciones estériles se realizo el recuento viable tomando 1mL de la suspension celular y
adicionandolo a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de solucidn fisioldgica. El tubo fue tapado y
agitado vigorosamente para tomar 1 mL de éste y diluirlo nuevamente en otro tubo con el mismo
volumen de solucion fisioldgica. Se volvié a tomar otro mililitro de la solucion contenida en el
tubo y se colocé en una caja Petri estéril con 15 mL de agar soya tripticasa. Este procedimiento se
repitié hasta diluir la muestra 10 veces. Las cajas se incubaron a 37°C durante 24 horas en una
incubadora Lab. Line Instruments. Al finalizar el tiempo de incubacidn se retiraron las placas de la
incubadora y se realizd el recuento de UFC/mL y determinar con ello la concentracion de la
suspensién celular. Este procedimiento se aplicd tanto en la suspensién celular de la bacteria

E.coli asi como la de S. aureus.

m
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Figura 3.8.- Desarrollo del recuento viable en una campana de flujo laminar en condiciones
estériles.

En base a la concentracion de la suspensién celular, se realizaron los célculos convenientes para
ajustar la concentracion del inoculo al valor especificado por la norma (50,000 UFC/mL) con
caldo de soya tripticasa diluido 1/500.

c) Inoculacion de las muestras e inicio de la prueba antibacteriana

Las membranas poliméricas previamente entrecruzadas se desprendieron del aluminio y se
colocaron en viales estériles con capacidad de 20 mL. Se realizaron 3 repeticiones de cada
muestra, utilizando 6 blancos que contenian Unicamente PVA, de los cuales se tomaron 3 para
realizar el recuento a tiempo cero (To). Las membranas colocadas en los viales se inocularon con 4
mL de la suspension del microorganismo a evaluar y se cubrieron con tapones de algodén. Todas
las muestras, a excepcion de los 3 blancos de PVA (Ty), se colocaron en una incubadora Precision
Scientific a una temperatura de 37°C y 90% de humedad durante 24 horas. Al finalizar el tiempo
de incubacidn, las muestras fueron retiradas de la incubadora y se procedié a hacer el recuento
bacteriano (T>4) de la misma manera en que se realizo el recuento para la preparacion del indculo.
Las cajas Petri se incubaron a 37°C durante 24 horas. Concluido el tiempo de incubacién se
procedio a realizar el conteo de bacterias a tiempo cero y después del tiempo de exposicion de las

membranas con el microorganismo durante un periodo de 24 horas.

Después de obtener los resultados de UFC/mL, se determind la actividad bactericida de cada

membrana, empleando la siguiente ecuacién (Ec.1):

el
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Blancorss Muestriaraa
e e Ec.1

r=|log— (
Blanco Blancorg

Donde:

r: porcentaje de actividad antimicrobiana

Blancor,,: resultado del conteo bacterias después de 24 horas de incubacion
Blanco To: resultado del conteo bacterias al inicio de la incubacion

Muestra 24: resultado del conteo de la muestra con propiedad bactericida

El valor de la actividad obtenida a través de este procedimiento de esta norma y que determina la
eficacia de productos formulados con agente antimicrobiano, no debe ser menor de 2.0.

3.13.2 Evaluacion de la actividad antifungica

3.13.2.1 Pruebas con la cepa del Aspergillus niger

La cepa del hongo Aspergillus niger ATCC-6275 se cultivo utilizando el método de estriado en
placa de agar. Para ello, utilizando un asa de platino esterilizada con la flama de un mechero, se
tom6 un poco de esporas de un cultivo de microorganismo conservado en solucion de
agua/glicerol y se depositaron en cajas Petri conteniendo agar de dextrosa y papa solidificado. Las
esporas depositadas se esparcieron utilizando un asa de platino y efectuando un estriado en toda el
area de la caja Petri. Las cajas se incubaron a una temperatura de 28°C durante 5 dias para permitir
un crecimiento abundante de micelio y de esporas.

Concluido el tiempo de incubacion se prepar6 una suspension del hongo desarrollado. Para ello, se
vaciaron 5 mL de caldo de agar papa diluido 1/500 en la cajas que contenian el cultivo y se raspo
la capa de agar con una espatula para desprender la mayor cantidad del hongo desarrollado
(micelio y esporas). La suspension se recolectd en un matraz haciendo pasar la suspension a través
de un embudo con algodén como material filtrante. El filtrado con algoddn permite retener el
micelio del hongo y recuperar en la solucién solamente las esporas del hongo, las cuales se
utilizaran para el desarrollo de la prueba de actividad antifungica. La cantidad de esporas presente
en la suspension se determind empleando una camara de Neubauer o hematocitometro. Para ello

se tomd una pequefia alicuota de la suspension y se dejé deslizar en la camara que previamente

)
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tenia adherido un cubreobjetos. La cAmara se visualizd en un microscopio optico y se realizé el
conteo de cada uno de los recuadros cuadriculados marcados en la cdmara y de esto modo

determinar la cantidad total de esporas por mililitro presentes en la suspension.

En base a la concentracion de la suspension de esporas, se realizaron los célculos convenientes
para ajustar la concentracién del indculo al valor especificado por la norma (50,000 esporas/mL)

realizando una dilucion con caldo dextrosa y papa (1/500).

La inoculacion se realiz6 de la misma forma que las pruebas bactericidas, solo que para esta
prueba las muestras se incubaron a una temperatura de 28°C durante 48 horas. EIl porcentaje de

inhibicion se determin6 empleando la misma formula utilizada para la actividad bactericida.

3.13.2.2Pruebas con la cepa de Candida Albicans

La cepa de Candida albicans utilizada en el estudio fue obtenida y donada por el laboratorio de
analisis clinicos del Hospital general de la localidad. Para la propagacion de la cepa en su forma
levaduriforme, se partié de un cultivo en placa, el cual se resembrd en un matraz conteniendo
medio liquido YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa). EI medio de cultivo inoculado con
la cepa de C. albicans, se dejé en incubacion durante 24 horas a 28°C y con una agitacion de 120
rpom. Una vez desarrollado el cultivo, se procedio a recuperar la biomasa por centrifugacion y
lavando esta dos veces con medio YPD liquido y enseguida efectuar el recuento de células
presentes en la suspension, El recuento de células se efectud aplicando la metodologia descrita en
el recuento viable de bacterias y determinando la cantidad de UFC se procedio a preparar la

suspension celular para inocular las membranas.

Las membranas se inocularon de igual forma que las pruebas bactericidas, y se incubaron a una
temperatura de 28°C durante 24 horas. El porcentaje de inhibicion se determind empleando la

misma férmula utilizada para la actividad bactericida.
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4 .-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencidn del extracto de nopal (Opuntia sp.)

Este estudio se inicio con la obtencién del extracto de los cladodios de nopal, los extractos se
procesaron y obtuvieron de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo anterior. A partir de 3
kg de cladodios de nopal procesado se obtuvo un rendimiento (peso seco) de 60.9 g. Una vez
sometido a filtracion y después de haber eliminado todo aquel material que no consiguié pasar a
través del filtro de gasa, se determin6 que por cada 143 g de cladodios de nopal procesados, se
obtenian 2.8 g de extracto seco, que corresponden a un rendimiento del 2%. Estos resultados son
similares a los ya reportados en los cuales se indican pérdidas debido a los procesos de ebullicion

(117)

y/o filtrado

4.1.1 Caracterizacion del extracto de nopal

El contenido de sélidos insolubles, azlcares, fenoles y proteinas encontrados en el extracto de
nopal liofilizado se presenta en la tabla 4.1. En dicha tabla se puede observar que el extracto de
nopal se compone en un gran porcentaje de fenoles (23.55%), seguido por los azucares y proteinas

(11.62% y 11.16% respectivamente), y 4% de los solidos insolubles.

De acuerdo a la informacidn reportada en la literatura, el contenido de proteinas del 11.16%, es

ligeramente mayor al descrito por Hernandez- Urbiola y col. ¢!®

, Quienes reportan una
composicion del 8.9% de proteinas en cladodios de nopal (Opuntia sp.). Esta diferencia se puede
atribuir a diferentes factores entre los que se incluyen variaciones climaticas, estacionales,
nutricionales, especie, etc. ™", Sin embargo es importante sefialar que la materia prima para el
procesamiento y obtencidn de los extractos de nopal se procuro que siempre fueran de la misma

fuente.
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Tabla 4.1.-Composicion quimica del extracto de nopal (Opuntia sp.)

Componente Contenido (%)
Solidos insolubles 4%
Proteina Total 11.16%
Proteina Soluble 0.53%
Azucares totales 11.62%
Fenoles totales 23.55%

En relacion al contenido de azucares presentes en el extracto de nopal, Hernandez- Urbiola y col.
(118 reportan una composicién de carbohidratos del 42.0 %, un valor cuatro veces mayor al
reportado en este trabajo. Por el contrario, Cantwell y col. **, reportan un valor que representa
alrededor de la mitad (5.42%) del descrito en la tabla anterior. Factores como los arriba
mencionados pueden estar interviniendo en estas determinaciones. Bravo “*?, menciona que el
extracto de nopal se compone de tres tipos de carbohidratos: monosacéaridos, disacaridos y
polisacaridos, por lo que mediante el método Megazyme se decidié analizar diferentes tipos de
azucares presentes en el extracto tales como: sacarosa, glucosa, fructosa, fructooligosacaridos
(FOS) y pectina, de los cuales se muestran las composiciones obtenidas en la tabla 4.2. Como se
observa en la tabla, el sacarido que se encuentra en mayor proporcion corresponde a la pectina, un
polisacarido complejo compuesto por arabinosa y xilosa que le confiere propiedades gelificantes
al extracto de nopal. La composicidn que se obtuvo de pectina fue del 16.54%, valor ligeramente
por encima del reportado por Pefia-Valdivia y col. (121), quienes mencionan que el contenido de

pectina en los cladodios debe encontrarse entre un 5.32% y 14.19%.

Tabla 4.2. Composicidn de sacaridos presentes en el extracto de nopal (Opuntia sp).

Sacarido Composicién (%)
Fructooligosacaridos 1.02 %
Glucosa 2.79 %
Fructosa 4.12%
Sacarosa 7.42 %
Pectina 16.54 %
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No se encontrd informacion en la literatura que especifique la composicion de glucosa y fructosa
en los cladodios de nopal, solamente se encontraron estudios de la caracterizacion de estos
compuestos en los frutos de Opuntia sp. ficus. Villaume y col. ®??, reportan una composicién de
29% fructosa y 35% glucosa, obviamente estos valores resultan ser muchos mas altos, al
compararlos con la composicion de los cladodios, que en nuestro caso fue de 2.79 % y 4.12 %
para glucosa y fructosa respectivamente, esto confirma que la mayor parte de los carbohidratos se
concentra en el fruto de la Opuntia. Los otros tipos de azlcares evaluados fueron la sacarosa, con
una composicion del 7.42% y en composicion minima se encontraron los FOS con 1.02%.

En relacion a los fenoles, uno de los compuestos que se encontraron en mayor proporcion en el
extracto, Lee y col. “?®, reportaron una composicion del 18% de fenoles para el extracto de nopal,
un valor bajo que el obtenido en este trabajo (23.55%). Medina-Torres ** reportd una
composicion ain mas baja del 6% de fenoles, pertenecientes a un extracto de nopal deshidratado a
una temperatura de 45°C. Lo anterior hace suponer que el proceso de extraccion mediante la

ebullicién de los cladodios de nopal, conlleva a mejorar la extraccion de fenoles 19,

En base a los resultados anteriores se puede decir que tanto la especie y maduracién del cladodio
de nopal, el método de extraccion utilizado, asi como otras condiciones discutidas previamente,
son algunos de los factores que influyen en la composicion quimica del extracto de nopal, por lo
que los resultados de caracterizacion difieren de algunos de los trabajos reportados por otros

autores.
4.2 Separacion del extracto de nopal por el proceso de ultrafiltracion

Con el fin de identificar el o los posibles componentes del extracto de nopal que participan en la
reduccion de los iones de plata para dar lugar a la formacion de la plata metélica en las
nanoparticulas, se decidié fraccionar éste extracto mediante un proceso de micro y ultrafiltracion.
Como ya se menciond en el capitulo de la parte experimental, la micro y ultrafiltracién permiten

separar particulas o moléculas de diferentes tamafios o pesos moleculares.

En la seleccion de las membranas de fibra hueca se utilizd la informacién generada en la

determinacion de la composicion del extracto de cladodio de nopal segun se discutié en parrafos

=)
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previos, y con base en ello se eligieron las membranas, cuyas principales caracteristicas se detallan

en la tabla 4.3.

Aunque la caracterizacion del extracto indica que los principales componentes presentes en el

extracto de nopal son moléculas con pesos moleculares inferiores a 3,000 Kg/mol, se decidio

ampliar el abanico de fracciones utilizado con la finalidad de eliminar restos de extracto insoluble

y evitar la presencia de geles debido a la presencia de macromoléculas o agregados moleculares

insolubles. El analisis de los resultados obtenidos indica que el permeado de la columna UFP-3-C

-MMO1A fue en donde se obtuvo el mayor porcentaje de todas las fracciones del extracto

analizado, la de menor proporcién se ubico en aquella fraccion donde las moléculas o particulas

estan cercanas a 300,000 de peso molecular (0.42%).

Tabla 4.3.- Relacion de las composiciones de las fracciones del extracto de nopal con

diferente peso molecular.

Retenido Modelo Columna Tamario de poro Peso (9) %
Fraccion 1 CFP-2-C-MMO1A 0.2 micron 0.2192 6.33
Fraccion 2 CFP-1-C-MMO1A 0.1 micron 0.0479 1.38
Fraccion 3 UFP-500-E-MMO01A 500,000 NMWC 0.0774 2.23
Fraccion 4 UFP-300-E-MMO1A 300,000 NMWC 0.0146 0.42
Fraccion 5 UFP-100-C-MMO1A 100,000 NMWC 0.0714 2.06
Fraccion 6 UFP-50 -E -MMO1A 50,000 NMWC 0.121 3.49
Fraccion 7 UFP-30 -C -MMO1A 30,000 NMWC 0.1786 5.15
Fraccion 8 UFP-10 -E -MMO1A 10,000 NMWC 0.2014 5.81
Fraccion 9 UFP-3 - C -MMO1A 3,000 NMWC 0.1679 4.85
Permeado UFP-3 - C -MMO1A 3,000 NMWC 2.2148 63.92

Sélidos insolubles : 0.1506 4.35
Peso final del extracto : 3.4648 100.00
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Las fracciones obtenidas se almacenaron en refrigeracién a una temperatura de 4 °C para
posteriormente caracterizarlas y emplearlas en el estudio que permitiera establecer la o las
fracciones que muestran una capacidad para actuar como agente reductor en la sintesis de

nanoparticulas de plata.

4.2.1 Caracterizacion de la fraccion del permeado de 3000 NMWC

De acuerdo a los resultados del proceso de ultrafiltracion se procedioé a caracterizar la fraccion del
extracto de nopal que obtuvo el mayor porcentaje de todas las fracciones del extracto, es decir la
fraccion del permeado con particulas y moléculas con peso molecular menor a 3,000 Kg/mol. Los

resultados de la composicion quimica se presentan en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Composicion quimica del extracto de nopal sin fraccionar y la
fraccion del permeado 3000 NMWC.

Extracto de nopal sin

Componente fraccionar Permeado 3000
Proteina Total 11.16% 6.61%
Proteina Soluble 0.53% 0.15%
Azucares totales 11.62% 12.11%
Fenoles totales 23.55% 19.94%

La comparacion de los resultados de composicion quimica del extracto total sin fraccionar y la
fraccion de permeado permite sefialar que la variacion de la composicion del permeado fue similar
a la determinada del extracto sin fraccionar, tan solo se presenté una disminucion del 5% en la
composicion de proteinas y fenoles, y un ligero aumento de aproximadamente 1% en la

composicion de azlcares.

Los resultados de caracterizacion de los tipos de azlcares en el permeado se presentan en la tabla
4.5. Para este caso no hubo variacién en la composicion de fructosa y FOS, mas sin embargo se
observé la ausencia de la pectina y un escaso aumento del 1.6 % en la composicién de glucosa y

Sacarosa.
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Tabla 4.5.- Composicion de los azucares presentes en el extracto de nopal sin fraccionar y en la
fraccion del permeado de 3000 NMWC.

Extracto de nopal sin

Sacarido Permeado 3000
fraccionar
Fructooligosacaridos 1.02 % 0.87%
Glucosa 2.79 % 3.43%
Fructosa 4.12 % 4.79%
Sacarosa 7.42 % 9.12%
Pectina 16.54 % 0%

Los resultados de caracterizacion de la fraccion del permeado permitieron corroborar la ausencia
de la pectina de manera visual. En la figura 4.1 se muestran las fracciones obtenidas del extracto
de nopal después de haberlas almacenado en refrigeracion para evitar su descomposicion. Como
se puede observar, a partir de la fraccion 9 las muestras conservaron su apariencia de polvo,
mientras que en el resto de las fracciones se observa aglutinacion de éstas e inclusive alguna de
ellas gelificadas y con una coloracion un poco mas oscura, este hecho confirmé la ausencia de
pectina en el permeado y que la presencia de éste en el resto de las fracciones origind su
gelificacién. Lo anterior se justifica con lo reportado por Aza y Méndez 2, quienes reportan que
el enfriamiento de una solucion que contiene pectina tiende a gelificar dicha solucién, debido a

que las energias térmicas de las moléculas disminuyen.

Fraccion P d oli
10 0 30 40 50 6° 7° g0 Qo ermeaado Sélidos
2 3000 NMWC  insolubles

Figura 4.1.- Fracciones del extracto de nopal obtenidas mediante el proceso de ultrafiltracion.
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4.3 Sintesis de nanoparticulas de plata con los extractos de cladodios de nopal como agente

reductor y SDS como agente estabilizante

Antes de iniciar el proceso de sintesis de nanoparticulas, fue necesario liofilizar nuevamente el
extracto de nopal en polvo con la finalidad de eliminar la humedad que el extracto pudiera haber
absorbido, ya que como se menciond con anterioridad, la pectina presente en el extracto tiende a
retener un alto porcentaje de agua.

La sintesis de nanoparticulas de plata empleando el extracto de nopal como agente reductor se
Ilev6 acabo considerando los parametros reportados en la literatura y que se describen a detalle en

la parte experimental %%

El seguimiento de la formacion de nanoparticulas fue monitoreada mediante muestreo a diferentes
intervalos de tiempo para observar el cambio de color de la mezcla de reaccion y al mismo tiempo
llevar el andlisis de las mismas mediante espectroscopia UV-visible. La figura 4.2 muestra los
principales cambios de coloracion experimentados a lo largo de la reaccion de sintesis de las
nanoparticulas de plata a partir de AgNO3, utilizando extracto de nopal como agente reductor y el
SDS como agente estabilizante. Esta reaccion se llevo a cabo en un reactor de vidrio conteniendo

80 mL de la mezcla de reaccion, de acuerdo al procedimiento descrito en la parte experimental.

Es importante sefialar que desde el inicio de la reaccion, se observaron cambios de coloracion.
Pasando de una solucion incolora al inicio de la reaccion, a una tonalidad amarillo-verdosa con la
adicién de la solucién de extracto de nopal, seguido de un cambio a un color con tonalidad
amarilla méas intensa y culminar con un color rojizo-marrén al final de la reaccion. Estos cambios
de color y tonalidad se pueden atribuir a la reduccion de los iones plata mediada por los
componentes del extracto del nopal (Figura 4.2). Estas observaciones son similares a las

observadas por otros autores, pero con extractos de diferentes plantas.
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Figura 4.2.- Analisis del avance de reaccion de nanoparticulas de plata en presencia de extracto de
nopal como agente reductor. a) Adicién del AgNO3, b) adicion del extracto de nopal t=0 c) t= 30
min, d)t=1h,e) t=1 h 30 min, f) t=2h, g) t=2 h 30 min, h) t=3 h.

Para corroborar estas observaciones, las muestras obtenidas de la reaccion se sometieron a un
analisis mediante espectroscopia UV-visible. Previo a ello, se analiz0 el comportamiento
espectrofotométrico del extracto de nopal antes de ser adicionado a la mezcla de reaccion para
producir las nanoparticulas de plata, en ausencia y presencia de hidréxido de amonio (NH;OH).
La figura 4.3 muestra los espectros UV-visible correspondientes a este analisis, claramente se
aprecia la presencia de dos picos de absorcion maxima, localizados a 275 nm, con un ligero
hombro a 300 nm y un segundo pico a 375 nm. Estos picos muy probablemente estén asociados a
la presencia de moléculas conjugadas del tipo fenoles o flavonoides %, Cuando a esta misma
muestra se le adiciond hidréxido de amonio fue posible apreciar un desplazamiento batocrémico
en su espectro con absorciones maxima a 285 nmy 390 nm, y también la desaparicion del hombro
de la primera banda. Este desplazamiento puede estar asociado a las interacciones idnicas de los

flavonoides procedentes del extracto al encontrarse en un medio basico ¢,

El hidroxido de amonio desempefia un papel importante para la sintesis y estabilizacion de las
nanoparticulas de plata metalica con tamafios pequefios. Gorup y colaboradores %Y han reportado
que la adiciébn de hidroxido de amonio permite estabilizar suspensiones coloidales de
nanoparticulas de plata cuasi-monodispersas con tamafios promedio mas pequefios, ya que los

iones de plata libres, los cuales son responsables del crecimiento y la formacion de nuevos
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nacleos, quedan atrapados por la formacion de complejos solubles de diamina-plata (Ec.2),
conservando las nanoparticulas de plata por periodos largos de almacenamiento sin coalescencia o
precipitado.

Agiagy T 2NH; o0y = [Ag(NH3). 1o Ec. 2

o

3.54 — Extracto de nopal 1.44 mg/ ml

1 —— Mezcla de NH,OH con el extracto de nopal
3.0
2.54
2.0

1.54

Absorbancia (u.a)

1.04

0.54

0.0 . T . T . — T ; .
250 300 350 400 450 500

longitud de onda (nm)

Figura 4.3.- Espectros de absorcion UV-visible de las solucion de extracto de nopal antes y
después de la adicion de NH,OH.

Después de haber caracterizado el espectro UV-visible se procedio a analizar y dar seguimiento a
la cinética de la reaccion para la sintesis de nanoparticulas de plata, en presencia del extracto de
nopal como agente reductor y el SDS como agente estabilizante. La reaccion se llevé a cabo en un
volumen de 80 mL, utilizando como controles la misma mezcla de reaccidn pero sin nitrato de
plata. La intensidad de la absorbancia se incrementd durante el tiempo de incubacién (Figura 4.4).
En el espectro se puede observar una sola banda con un pico maximo de absorcion a
aproximadamente 405 nm, el cual se incrementa de forma progresiva en funcion del tiempo de
reaccion, sin ninguna desviacion aparente. Estos datos concuerdan con las observaciones visuales
del cambio de color previamente discutido, y se puede estimar la formacion de nanoparticulas de
plata con tamafios entre 10-14 nm en base a las caracteristicas espectrales de nanoparticulas de

plata reportadas por Solomon y colaboradores (Tabla 4.6) 7.
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Tabla 4.6.- Tamafio de particula y caracteristicas espectrales de las nanoparticulas de plata.

Tamano de las Amax (NM) Ancho del pico de

particulas (nm) plasmén (nm)
10-14 395-405 50-70
35-50 420 100-110
60-80 438 140-150

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la apariencia de color café en la reaccion es originada
debido a la excitacion de las vibraciones de los plasmones de superficie en las nanoparticulas de
plata . La excitacion de los plasmones de superficie localizados origina una fuerte dispersion
de luz mediante un campo eléctrico a una longitud de onda donde ocurre la resonancia,
provocando la aparicion de una fuerte banda de resonancia de plasmén de superficie “?%. Hu y
col. 9 reportaron éste comportamiento para la sintesis de nanoparticulas de plata obteniendo

nanoparticulas con morfologia esférica.

N
|

Absorbancia (u.a)

[ERN
1

350 | 400 | 450 | 500

Longitud de onda (nm)
Figura 4.4.- Espectros de absorcion UV-visible en funcion del tiempo, de la sintesis de
nanoparticulas de plata empleando el extracto de nopal sin fraccionar (volumen de reaccion 80
mL).
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Como se puede observar en la figura 4.2, al haber transcurrido 30 minutos, la reaccidén presentd
aparentemente la misma coloracion adquirida al inicio, pero después de 1 hora, la solucion se
oscurecié ligeramente presentando una coloracion amarillo-café, la cual fue aunada a un
incremento de 0.3 unidades en la intensidad del pico de maximo de absorbancia y un
desplazamiento en la longitud de onda hacia 405 nm, lo que indicaba que las nanoparticulas
continuaban generandose en el medio. A las 2 horas de reaccion el sistema consiguié obtener una
alta conversion de nanoparticulas de plata registrando una absorbancia de 1.25 unidades, hasta
alcanzar un tiempo de 3 horas en el cual ya no fue posible monitorear la reaccion debido a la

saturacion del sistema, originada por la presencia de una alta concentracion de nanoparticulas.

Realizando una revision de otros estudios de espectroscopia de absorcion por UV-visible para la
sintesis de nanoparticulas de plata empleando extractos de plantas como agentes de reduccién, se
encontré que Mukherjee y col. ™V, reportaron una absorbancia méxima de 0.6 unidades después
de 5 horas de reaccion empleando el extracto de las hojas de Azadirachta indica (Neem), Jha y
Prasad *?, obtuvieron una absorbancia maxima de 2.75 unidades después de haber transcurrido 2
horas de reaccién empleando las hojas de Cyca, y Ahmad y col. ®® emplearon el extracto de la
planta de Aloe vera y almidon obteniendo una absorbancia maxima después de haber transcurrido
24 horas de reaccion. Comparando los resultados anteriores con los obtenidos en este estudio, es
posible confirmar que el uso del extracto de nopal permite llevar a cabo la reduccion de los iones
de plata Ag* a particulas de plata Ag®, obteniendo altas conversiones de nanoparticulas de plata en
un lapso corto de tiempo, aunque es importante considerar otros factores tales como la

concentracion de AgNOs, la temperatura y el pH de la reaccion.

4.3.1 Andlisis de morfologia y tamafio de las nanoparticulas de plata sintetizadas por medio de
TEM

Las nanoparticulas obtenidas de la reaccién empleando el extracto de nopal como agente reductor
y el SDS como estabilizante, se caracterizaron a través de microscopia electrénica de transmision
TEM para evaluar la morfologia y el tamafio de las mismas. En la figura 4.5 se muestra una
micrografia de las nanoparticulas, donde se puede observar que la mayoria de las nanoparticulas
presentaron una morfologia esférica, aunque ocasionalmente se llegaron a observar algunas
particulas asimétricas ligeramente ovoides. Como se muestra en el histograma de distribucion de

tamafio de la figura 4.5, el tamafio promedio de las nanoparticulas fue de 13 nm con un amplio
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intervalo de diametro de particula de 5 a 28 nm. Aproximando el histograma por una curva de
distribucion, se puede observar que la curva es asimétrica y tiende a concentrarse en los intervalos
de didmetros de 6-16 nm, lo cual indica que la distribucion no fue muy homogeénea y se genero

una mayor concentracion de nanoparticulas con intervalos menores a los 16 nm.

Frecuencia (%)
13
.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Diametro (nm)

Figura 4.5.- Imagen TEM vy distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata obtenidas
empleando el extracto de nopal como agente reductor y el SDS como estabilizante.

En la literatura se reporta la obtencion de nanoparticulas de plata con tamafios desde 2 nm hasta 75
nm ©8) 131, (132). 36) empleando extractos vegetales como agentes de reduccion, pero en algunos
casos la morfologia que se presenta no es uniforme, es decir generalmente se presentan al final de
las reacciones una mezcla de morfologias, es por ello que se puede confirmar que mediante el uso
del extracto de nopal como agente reductor durante la sintesis de nanoparticulas de plata, es

posible obtener particulas de orden nanométrico y con morfologia predominantemente esférica.

En la imagen a) de la figura 4.6 se observa una micrografia TEM a bajas magnificaciones de las
nanoparticulas de plata, donde la imagen insertada muestra el patron de difraccién de electrones
por transformada de Fourier de esta zona, indicando la formacién de nanoparticulas policristalinas.
La imagen b) muestra una micrografia TEM en modalidad de alta resolucion, donde se pueden
observar nanoparticulas de plata con morfologia semiesférica y diametro aproximado de 20 nm.
Ademas es posible observar el acomodo de los 4&tomos de manera alineada pero en varias

direcciones confirmando la formacion de estructuras policristalinas. El inserto en la figura permite
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determinar que el patrén de difraccion corresponde al plano de crecimiento (1 1 1) de la estructura

cuUbica centrada en las caras (FCC) de la plata.

d=0.2366 nm

Figura 4.6.- Imagen TEM a bajas magnificaciones a) y alta resolucion HRTEM b) de las
nanoparticulas de plata obtenidas empleando el extracto de nopal como agente reductor y el SDS
como estabilizante.

d

Figura 4.7.- a) Imagen TEM de las nanoparticulas de plata embebidas en materia organica
perteneciente al extracto de nopal.

Aunque en la mayor parte de la muestra prevalecieron nanoparticulas aisladas, se detectd la
presencia de nanoparticulas asociadas a una matriz. En la figura 4.7 se pueden observar

asociaciones, en las cuales las nanoparticulas se hallan embebidas en un tipo de materia organica

el
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proveniente del extracto de nopal, que en base al analisis de composicién quimica del extracto,
éstas caracteristicas podrian pertenecer a la pectina, ya que como se menciond con anterioridad,
tiene la propiedad de aglutinar s6lidos formando un tipo de gel. Aunque las particulas muestran
una cercania muy préxima en la matriz, no se aprecia la formacion de aglomerados definidos. Sin
embargo para evitar estas asociaciones, se optd por fraccionar el extracto de nopal, lo cual podria

evitar la presencia de este tipo de asociaciones durante la formacion de nanoparticulas de plata.

4.3.2 Estudio por difraccion de rayos X de las nanoparticulas de plata obtenidas

Otra técnica que se utilizé para confirmar la naturaleza y estructura cristalina de las nanoparticulas
de plata, obtenidas con el extracto de nopal y el SDS como agente reductor y estabilizante
respectivamente, fue mediante difraccion de rayos X. Los datos de las estructuras cristalinas

encontradas en la muestra, se compararon con la biblioteca de la base de datos del propio equipo.

400 -

300 4

200 -

Intensidad (u.a)

1004 111

Figura 4.8.- Patron de difraccion de rayos X de las nanoparticulas de plata obtenidas empleando
el extracto de nopal como agente reductor.

En el difractograma de rayos X de la figura 4.8, se muestran cuatro picos de difraccion en la
posicion angular a 20 = 38°, 44°, 65° y 78°, los cuales estan indexados para los planos 111, 200,
220 y 311 respectivamente, y corresponden a los planos de difraccién de la plata de estructura

FCC (cUbica centrada en las caras) ™). Las sefiales que se encuentran a angulos inferiores a 40°C
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en 20 posiblemente correspondan al agente estabilizante de las nanoparticulas, en este caso para el
SDS.

De acuerdo al difractograma se puede observar que el pico de difraccion localizado en la posicion
angular a 38° present6 una mayor intensidad en comparacion con los picos a 44°, 65° y 78°,
indicando con ello que las nanoparticulas de plata presentan un mayor acomodo de sus 4&tomos en
planos 111, y en base a lo reportado por Pal y colaboradores , se espera una mayor reactividad de
las nanoparticulas de plata, debido a que ésta es favorecida por planos con una alta densidad de
4tomos tales como el plano 111 ®3%,

4.4 Sintesis de nanoparticulas de plata empleando las fracciones del extracto de nopal obtenidas

del proceso de ultrafiltrado y SDS como agente estabilizante

La micro y ultrafiltracion de los extractos de cladodios de nopal se obtuvo de acuerdo a la
metodologia descrita en la parte experimental. Una vez obtenidas las fracciones micro y
ultrafiltradas se procedio a su evaluacion para determinar en cual de ellas se localizaba el posible
agente o agentes responsables de la reduccion de los iones de plata. Antes de iniciar con el proceso
de sintesis, las fracciones se liofilizaron para eliminar la humedad absorbida durante su

almacenamiento.

La evaluacion de estas fracciones se realizd en un volumen de 10 mL empleando como agente
estabilizanteel SDS, y se obtuvo el espectro de absorcion de cada una de las fracciones ensayadas,

después de transcurrir 5 horas de reaccion.

R L TN

;m i) M Feaceion § | Fraccisn Vracciont
T # — -

[ oy R
l .‘."‘;__g.i
Qo

Permeado Sélidos
3000 NMWC insolubles

e g

Fraccion
10 20 20 A0 (=) A0 70 Qo

Figura 4.9.- Apariencia y coloracion de cada una de las soluciones de las reacciones de
nanoparticulas de plata empleando cada una de las fracciones obtenidas en el proceso de
ultrafiltracion.

=)



! Resultados y Discusion

La figura 4.9 se muestra los resultados de la reduccion de los iones plata en medio acuoso,
utilizando las diferentes fracciones de las micro y ultrafiltraciones después de haber transcurrido
las 5 horas de reaccion. Como se puede apreciar, la coloracion entre amarillo-marrén observada en
las fracciones 1, 6, 7, 8, 9 y en el permeado de 3000 NMW(C, es un indicativo de que ocurrié la
formacién de nanoparticulas de plata en concordancia con lo discutido previamente ®?. Para
corroborar lo anterior, se realiz6 la caracterizacion de cada una de las soluciones de reaccion por

espectroscopia UV-visible (Figura 4.10).

2.0

—— Retenido 0.2 micrén
—— Retenido 0.1 micrén
Retenido 500,000 NMWC
1.5 —— Retenido 300,000 NMWC
—— Retenido 100,000 NMWC
—— Retenido 50,000 NMWC
Retenido 30,000 NMWC
1.0 Retenido 10,000 NMWC
Retenido 3,000 NMWC
—— Permeado 3,000 NMWC
Sélidos insolubles

Absorbancia (u.a)

0.5+

00 T T 1
350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Figura 4.10.- Espectros de absorcion UV-visible en funcion del tiempo, de la sintesis de
nanoparticulas de plata empleando cada una de las fracciones del extracto obtenidas por micro y
ultrafiltracion.

En estos espectros se puede confirmar la presencia de nanoparticulas de plata en las fracciones
mencionadas con anterioridad, ya que tanto la fraccion 1 como el permeado de 3,000 obtuvieron
una absorbancia maxima a una longitud de onda de 420 nm, presentandose una mayor intensidad
de absorbancia al usar la fraccién del permeado de 3,000 debida a la presencia de una alta
concentracion de nanoparticulas, la cual se puede percibir en la figura 4.9, donde la tonalidad de la
solucion es la méas oscura. Los espectros de absorcidn de las fracciones 6, 7, 8 y 9 de los retenidos
de las membranas de fibra hueca de 50,000, 30,000, 10,000 y 3,000 de peso molecular

respectivamente, presentaron una absorcion minima en comparacién con la fraccién 1 y la
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fraccion del permeado de 3000, y en algunos casos no se presentd absorcion, indicando una escasa
o0 nula reduccion de los iones de plata.

Con estos datos se procedio a ensayar la cinética de reaccion con la fraccién 1 y el permeado de
3000; fracciones que mostraron un mejor desempefio en cuanto a su capacidad de reducir los iones
plata para formar nanoparticulas de plata. La reaccion se realizo en un volumen de reaccion de 80

mL, monitoreando el cambio de absorcion, por medio de espectroscopia UV-visible.

4.4.1 Sintesis de nanoparticulas de plata empleando la fraccion No. 1 del extracto de nopal
como agente reductor y SDS como agente estabilizante

La figura 4.11 muestra el comportamiento de la cinética de la reaccion de formacion de
nanoparticulas de plata empleando la fraccion No.1 (conteniendo particulas dispersas o moléculas
del extracto de nopal con tamafio inferior a 0.2 micras), donde se puede observar la formacion de
un pico maximo de absorbancia alrededor de 410 nm, donde se pudo apreciar el cambio de la
intensidad de absorbancia conforme avanza la reaccion. El valor de absorbancia maxima fue de
tan solo 0.04 unidades despues de haber cumplido las 5 horas de reaccion. Este valor de
absorbancia es relativamente bajo en comparacion con el uso del extracto de nopal completo, lo
que permite suponer una escasa conversion de iones de plata en nanoparticulas de plata. Estos
resultados son indicativos que las particulas o moléculas con tamafios mayores a 0.2 micras dentro
del extracto del nopal muestran propiedades reductoras, aungue no en la composicion o cantidad

adecuada para alcanzar una alta conversion de nanoparticulas de plata.
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Figura 4.11.- Espectros de absorcion UV-visible en funcion del tiempo, de la sintesis de
nanoparticulas de plata empleando la fraccion No. 1 de 0.2 micrén.

4.5 Sintesis de nanoparticulas de plata empleando la fraccion del permeado de 3000 NMWC del

extracto de nopal como agente reductor y SDS como agente estabilizante

La otra fraccion que decidio evaluarse fue el permeado de la membrana de fibra hueca con limite
de 3,000 NMWC, ya que fue la que exhibié una mayor conversion de nanoparticulas de plata. La
cinética se realizo de la misma forma descrita en la seccion anterior.

En la figura 4.12 se observa el curso de la cinética de reaccion hasta un periodo de 5 horas.
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Figura 4.12.- Espectros de absorcion UV-visible en funcién del tiempo, de la sintesis de
nanoparticulas de plata empleando el permeado obtenido de la columna de 3,000 NMWC.

A partir de las 2 horas de reaccion, los iones de plata alcanzan una alta conversion dando un valor
de absorbancia de 2.5 unidades (Figura 4.12). Posterior a este tiempo de reaccion se alcanza la
saturacion, donde ya no fue posible determinar la absorbancia de la muestra debido a una alta

generacion de nanoparticulas de plata.

t=1hr
t=2hr
—t=3hr

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)

T T T T
350 400 450 500 350 400 450 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.13.- Espectros de absorcion UV-visible que muestran el comportamiento de la sintesis
de nanoparticulas de plata en funcién del tiempo empleando el extracto de nopal sin fraccionar a),
y el permeado de 3000 NMW(C b) como agentes de reduccion.
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Al comparar la cinética de reaccion con el extracto total de los cladodios de nopal y la fraccion
micro y ultrafiltrada de 3000 NMWC (Figura 4.13), podemos observar que al inicio de la reaccion
el uso del extracto entero presenta una absorbancia similar a la del uso del permeado de 3000
NMWC, pero después de dos horas de reaccién, la reaccién con el uso del permeado de 3000
NMWC obtiene una absorcion mucho mas intensa de 2.5 unidades. A pesar de que ambos
sistemas de reaccidn se saturaron a las 3 horas de reaccion, el sistema con el permeado de 3000
NMWC mostr6 una banda de absorcion mucho mas ancha. Los datos anteriores son indicativos de
que el agente responsable o los agentes responsables de la formacién de las nanoparticulas de plata
corresponden a moléculas con pesos moleculares menores o iguales a 3,000 Kg/mol, y que en base
a los resultados por espectroscopia UV-vis, el uso de la fraccion del permeado de 3000 NMWC
como agente reductor permite obtener una mayor conversién de los iones de plata en menor
tiempo que con el uso del extracto completo, aunque con una mayor distribucion de tamafos de

nanoparticulas al final de la reaccion.

De acuerdo a lo reportado en la literatura se puede inferir que los aztcares y fenoles presentes
tanto en el extracto de nopal sin fraccionar, como en la fraccion del permeado de 3000, estén
actuando como reductores para la formacion de nanoparticulas de plata, debido a la presencia de

grupos carboxilos e hidroxilo provenientes de ambas moléculas ©®- 3%,

Para determinar como afecta el volumen de la reaccion cuando se utilizo la fraccion del permeado
de 3000 NMWC en el comportamiento cinético de formacion de nanoparticulas de plata se decidio
escalar la reaccion a un volumen de un litro. EI monitoreo de la reaccion se llevé de la forma ya

descrita.

En la figura 4.14 se muestran los espectros de absorcion de la sintesis de nanoparticulas de plata
empleando el permeado de 3000 NMWC como agente reductor. El analisis de estos espectros
muestra un comportamiento muy parecido para 80 mL y 1 L, sin embargo, cuando se utiliz6 un
mayor volumen no hubo saturacion y el pico de maxima absorbancia se estabilizdé después de 3
horas de reaccion, indicando la méxima capacidad catalitica de esta fraccion, bajo estas
condiciones de reaccién. Es importante mencionar que en el escalamiento, la cantidad de

catalizador utilizada fue proporcional al volumen utilizado.
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Figura 4.14.- Reaccion de sintesis de nanoparticulas de plata con el permeado 3,000 NMWC con
un volumen de reaccion de 1 litro.

4.5.1 Estudio por microscopia electronica de transmision TEM de las nanoparticulas de plata

obtenidas mediante el empleo del permeado 3000 NMWC como agente reductor

Las nanoparticulas de plata empleando la fraccion del permeado de 3000 NMWC del extracto de

cladodio de nopal como agente reductor y el SDS como estabilizante, se caracterizaron a través de

microscopia electronica de transmision, para determinar la morfologia y tamafio de las mismas.
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Figura 4.15.- Imagen TEM vy distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata obtenidas
empleando el permeado de 3000 NMWC y el SDS como estabilizante.
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En la figura 4.15 se muestra una micrografia por TEM representativa de las nanoparticulas de
plata obtenidas con el permeado de 3000 NMWC de cladodios de nopal. Las nanoparticulas
presentaron una morfologia predominantemente esférica con tamafios de particula entre 4 y 30
nm. Asimismo con base en el analisis del histograma de distribuciéon de tamafio de particula
(Figura 4.15, recuadro derecho) se pudo observar que la distribucién de tamafios fue homogénea,
predominando tamafios de particula en el intervalo de 12 a 20 nm, y con un didmetro promedio de

17 nm.

En la figura 4.16 se muestra una micrografia TEM en su modalidad de alta resolucion HR TEM,
donde se muestran algunas de las nanoparticulas de plata obtenidas mediante el empleo del
permeado de 3000 NMWC. En estas micrografias se observan nanoparticulas completamente
aisladas, donde es posible observar los planos de crecimiento cristalinos. El patrén de difraccién
de las particulas se muestra en la imagen inferior derecha de la figura 4.16. Los patrones de
difraccién con distancias interplanares de 2.36 A’, 2.06 A’, 1.47 A", 1.25 A’, son consistentes con
las familias de planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica centrada en la caras de la

plata metalica %,

Figura 4.16.- Imagen HR-TEM vy patrén de difraccion de las nanoparticulas de plata obtenidas
empleando el permeado de 3000 y el SDS como estabilizante.
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El andlisis comparativo de las nanoparticulas de plata obtenidas empleando el extracto de nopal
sin fraccionar y con la fraccion del permeado de 3000 NMWC, permite apreciar que a pesar de
que las nanoparticulas obtenidas con el extracto de nopal sin fraccionar presentaron un menor
tamarfio, el uso del extracto de nopal completo promovié la formacion de asociaciones en una
matriz debido al gran porcentaje de pectina que contiene, como ya se discutid previamente, por lo
que se optd por emplear Unicamente la fraccion del permeado de 3000 NMWC, para la obtencion

de las nanoparticulas de plata que serian incorporadas en la matriz polimérica.

4.5.2 Caracterizacion por espectroscopia de absorcion atomica de las nanoparticulas de plata
obtenidas empleando el permeado de 3000 NMWC como agente reductor y SDS como agente

estabilizante

La solucién de nanoparticulas de plata obtenidas empleando la fraccion del permeado 3000 como
agente reductor y SDS como agente estabilizante se caracterizO mediante espectroscopia de
absorcion atomica para analizar el contenido de plata obtenido.

Se analizé 1 mL de solucion de la reaccion, registrando un valor de incorporacion de 3.23 ppm de
plata en las nanoparticulas, este valor se multiplico por el factor de dilucion empleado, que para
esta prueba fue de 250, dando como resultado una concentracion de la solucioén de 880.3 ug de

Ag/mL de solucion.

4.6 Sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata empleando la fraccion del permeado de 3000

NMWC como agente reductor y el PVA como estabilizante

El uso del agente estabilizante ademas de evitar la aglomeracidn de las nanoparticulas, desempefia
un papel importante en el control del tamafio y forma de las nanoparticulas. Debido a ello, se
analizé la posibilidad de usar otro agente estabilizante que contribuyera en la disminucion del
tamafio de las nanoparticulas y que ademas funcionara como soporte para la generacion de las

membranas poliméricas fibrosas preparadas mediante electrohilado.
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Como se menciond en la seccion experimental, se decidid emplear el PVA, ya que ademés de que
caracterizarse por ser un polimero hidrosoluble, biocompatible, no téxico y de gran uso a nivel
industrial, en algunos estudios se reporta su uso como un excelente agente estabilizante y reductor
en la sintesis de nanoparticulas de plata, obteniendo particulas con tamafios nanométricos “*”). En
la preparacion de la solucién se utiliz6 una mezcla de PVA de diferente peso molecular: M=
13,000- 23,000 g/mol (87-89% hidrolizado) y uno de alto peso molecular My= 126,000 g/mol
(98-99% hidrolizado), evaluando previamente su efectividad como agente reductor para
corroborar lo reportado en la literatura.

4.6.1 Evaluacion del PVA como agente reductor en la formacion de nanoparticulas de plata

Para evaluar la efectividad de la mezcla de PVA como agente reductor se llevd a cabo la sintesis
de nanoparticulas de plata empleando los mismos reactivos utilizados para la sintesis de
nanoparticulas con el extracto de nopal, a excepcion del SDS y del extracto de nopal, los cuales
actuaron como estabilizante y reductor respectivamente. En la figura 4.17 se presentan los
espectros de absorcion obtenidos durante la evaluacion de la mezcla del PVA como agente

reductor para la formacion de nanoparticulas de plata.
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Figura 4.17.- Cinética de reaccion monitoreada por espectroscopia de absorcién UV-visible para
evaluar el PVA como agente reductor en la sintesis de nanoparticulas de plata.
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Los espectros de absorbancia obtenidos son un tanto asimeétricos y algunos presentan una
intensidad muy baja en el intervalo de longitud de onda de 370-420 nm, en el cual absorben los
plasmones superficiales de las nanoparticulas de plata. En un tiempo de reaccion de 3 horas se
observa la formacion de una banda ancha con una absorcion méxima de 0.07 unidades a una
longitud de 420 nm. Después de las 3 horas, la intensidad de absorbancia disminuye
progresivamente conforme avanza la reaccion hasta dejar de presentar un maximo. Pellegri y col.
(38) reportaron éste comportamiento indicando que la formacion de particulas inestables provoca
la disminucién en la intensidad de la absorbancia debido a que éstas se desintegran para formar
agregados o particulas grandes con mayor estabilidad.

Analizando la intensidad y el ancho de la banda de absorcion obtenida a las tres horas de reaccidn,
se puede decir que la baja intensidad fue indicio de la obtencion de una minima concentracion de
nanoparticulas de plata, con una amplia distribucion de tamafos y formas de acuerdo al ancho de

la banda.

En base a los resultados de espectroscopia UV-visible obtenidos de la evaluacion de la mezcla de
PVA como agente reductor en la sintesis de nanoparticulas de plata, se pudo inferir que la mezcla
de PVA mostr6 un minimo efecto en la reduccion de nanoparticulas de plata, lo cual puede
atribuirse a los diferentes pesos moleculares y grados de hidrdlisis de PVA utilizados para la
mezcla, ya que por una parte el grado de hidrolisis define la actividad superficial del PVA debido
al porcentaje molar de unidades repetitivas con grupos hidroxilo dentro de la cadena, y por otro
lado el peso molecular se relaciona con la viscosidad de la solucion, lo que podria ocasionar una

mala dispersion de los reactivos dentro de la solucion.

4.6.2 Estudio por espectroscopia de absorcion UV-visible de las nanoparticulas de plata
obtenidas de la reaccion “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente reductor y

el PVA como estabilizante

Después de comprobar la efectividad de la mezcla del PVA como reductor, se corrobor6é que ésta
no influiria en la accion reductora del extracto de nopal, por lo que se procedié a sintetizar las
nanoparticulas de plata empleando la fraccion del permeado de 3000 NMWC como agente
reductor y la mezcla de PVA como agente estabilizante, esta Ultima preparada de acuerdo a lo

indicado mas arriba.

55
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La cinética de la reaccion fue monitoreada por espectroscopia de absorcion UV-visible obteniendo
los espectros de absorcion que se muestran en la figura 4.18. Como se puede observar en la figura,
al inicio de la reaccion se observo la formacion de un pico méximo de absorcion a una longitud de
onda de 400 nm, y otro pico a menor longitud de onda (320 nm). Este valor es reportado por
Amany y col. 9 como resultado de la resonancia del plasmén superficial de las nanoparticulas
de plata con tamafios menores a 5 nm. Conforme avanza la reaccion, el pico a una longitud de
onda de 400 nm se desplaza a menores longitudes de onda y disminuye progresivamente su
intensidad mientras que en el pico a 320 nm incrementa su intensidad hasta alcanzar una
absorbancia mucho mayor a la del pico que al inicio presentaba mayor absorcion. Pellegri y col.
(138) atribuyen este comportamiento a una distribucién bimodal de tamafios, y dado que al final de
la reaccién el pico que presenta la maxima absorcién se encuentra hacia longitudes de onda
menores, se puede esperar la formacién de nanoparticulas con tamafios de didmetro muy
pequefios, asi como también en menor concentracion, que se deduce de la intensidad que

presentaron los cambios de la relacion entre los picos.
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Figura 4.18.- Reaccion de sintesis de nanoparticulas de plata empleando el PVA (13-23 kg/mol y
126 kg/mol) como agente estabilizante y extracto de nopal como reductor.
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4.6.3 Estudio por microscopia electréonica de transmisién de las nanoparticulas de plata

obtenidas de la reaccion “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente reductor y

el PVA como estabilizante

Las nanoparticulas obtenidas de la reaccion “in situ” se caracterizaron mediante microscopia

electrénica de transmision TEM, para analizar los efectos del PVA en el tamafio y morfologia de
las nanoparticulas.
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Figura 4.19.- Imagen TEM vy distribucién de tamafios de las nanoparticulas obtenidas de la
solucion de la reaccién “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente reductor y el
PVA como estabilizante.

En la imagen de la figura 4.19 se presenta una micrografia por TEM de las nanoparticulas de plata
obtenidas mediante la reaccion “in situ”. En la micrografia se observa la formacion de
nanoparticulas de plata con tamafios de diametro superiores a los 20 nm y con morfologia cuasi-
esférica. En tanto que las particulas con tamafios de didmetro menores presentaron morfologia
predominantemente esférica. En el histograma de la misma figura revela que el diametro de las
nanoparticulas de plata se concentra en un intervalo de tamafio de 2-5 nm, con una amplia

distribucién asimétrica que comprende un intervalo de tamafios desde 2 hasta 55 nm.
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d=0.2361 nm

i

Figura 4.20.- Imagen HR-TEM vy patrdn de difraccion de las nanoparticulas de plata obtenidas de
la solucion de la reaccion “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente reductor y
el PVA como estabilizante..

En la figura 4.20 se observa una micrografia por TEM a alta resolucion. En la imagen se puede
apreciar los planos de crecimiento cristalinos de las particulas con morfologia cuasi-esférica, asi
como la presencia de particulas con tamafios inferiores a los 5 nm con morfologia esférica. La
imagen de la derecha permite apreciar el patrén de difraccion del area seleccionada de la
nanoparticula, en donde la distancia interplanar corresponde al plano de crecimiento (111) de la

estructura FCC de la plata.

En el analisis comparativo de las nanoparticulas obtenidas empleando el SDS como agente
estabilizante y las que se obtuvieron con el PVA, se puede determinar que mediante el uso del
SDS es posible obtener nanoparticulas con una distribucién de tamafios mas homogénea y con
morfologia esférica, y a pesar de que el uso del PVA genera una amplia distribucién de tamafios y
nanoparticulas con morfologia cuasi-esférica, permite la obtencion de nanoparticulas esféricas con
tamafios mas pequefios, lo que permite asegurar que un area superficial significativamente grande

de las particulas este en contacto con las bacterias e incremente la eliminacién de éstas 3%,
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4.6.4 Caracterizacion por espectroscopia de absorcién atdmica de las nanoparticulas de plata
obtenidas “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente reductor y el PVA como

estabilizante

La solucién de nanoparticulas de plata obtenidas empleando la fraccion del permeado de 3000
NMWC como agente reductor y la mezcla de PVA como agente estabilizante se caracterizd
mediante espectroscopia de absorcion atémica para analizar el contenido de plata incorporado a

las nanoparticulas de plata.

Se analiz6 1 mL de solucion de la reaccion, la cual registr6 un valor de incorporacion de 2.37 ppm
de plata en las nanoparticulas, este valor se multiplicé por un factor de dilucién de 50, dando como

resultado una concentracion de la solucién de 118.3 pug de Ag/mL de solucion.

4.7 Preparacion de nanofibras mediante electrohilado

Para la obtencion de nanofibras mediante la técnica de electrohilado se realizaron tres diferentes
métodos de preparacion de la solucion polimérica:

1.- Mezclado de la solucidn de nanoparticulas de plata con la mezcla de PVA.

2.- Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata.

3.- Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata y adicion de

quitosan.

El proceso de electrohilado se realizd considerando algunos parametros reportados en la literatura,

con los cuales se obtuvieron nanofibras uniformes y con una buena distribucion de tamanos.

4.7.1 Mezclado de la solucion de nanoparticulas de plata con la mezcla de PVA

Para el primer método de preparacion de la solucidén polimérica se emplearon las nanoparticulas
de plata obtenidas de la fraccion del extracto del permeado de 3000 NMWC usada como agente
reductor y el SDS como estabilizante. Se prepararon varias mezclas con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata para proceder a su electrohilado y obtener membranas

poliméricas fibrosas.




! Resultados y Discusion

4.7.1.1 Caracterizacion de las nanofibras mediante microscopia electrénica de barrido SEM y

microscopia electronica de transmision TEM

Las membranas poliméricas fibrosas obtenidas al emplear la mezcla de las nanoparticulas de plata
con la solucion de PVA se caracterizaron mediante SEM para analizar la morfologia, tamafio de
didmetro y disposicion de las nanofibras en el colector, y mediante TEM para analizar la

dispersion de las nanoparticulas dentro de las nanofibras.

En la figura 4.21 se presenta una serie de micrografias por SEM obtenidas a una resolucion de
5,000 X. La primera imagen corresponde a una muestra de nanofibras obtenidas Unicamente de la
mezcla de PVA, la segunda de una muestra de PVA con una concentracion de 20 ppm de
nanoparticulas de plata, la tercera con 60 ppm y la ultima con 100 ppm. Analizando cada una de
las imagenes se observa la presencia de defectos tipo gotas en las nanofibras, las cuales se

incrementaron al aumentar la concentracion de nanoparticulas de plata.

60KV  X5000 1um  WD29mm

““Z‘,‘s ARG
SEI 80kvV  X5,000 Tum WD 5.8mm

Figura 4.21.- Imagen SEM 5000 X nanofibras de a) PVA, b) PVA + 20 ppm AgNPs, ¢) PVA +
60 ppm AgNPs, d) PVA + 100 ppm AgNPs. Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, d= 10

cm, posicion de la aguja: vertical.
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En los histogramas de distribucién de tamafio (Figura 4.22) se puede observar que la distribucién
mas homogénea se obtuvo con la mezcla de PVA sin la adicion de nanoparticulas de plata. El
analisis de las distribuciones de tamafio de las fibras indica que el tamafio de diametro de las fibras
disminuye conforme se incrementa la concentracion de nanoparticulas de plata (Tabla 4.7).

Analizando los resultados anteriores, se puede decir que el tamafio y la presencia de defectos en
las fibras dependen considerablemente de la concentracién de nanoparticulas de plata en la
solucién polimérica. Kim y colaboradores @9 reportaron que el aumento de concentracion de
nanoparticulas de plata origina un incremento en la conductividad de la solucion polimérica
debido al aumento de las fuerzas de repulsion entre las cargas positivas que las nanoparticulas
poseen en su superficie. Este aumento de conductividad genera un mayor estiramiento del chorro
de la solucion que provoca una disminucion en el diametro de las fibras. Sin embargo, se observo
que al llegar a una determinada concentracion de nanoparticulas de plata, el diametro de las fibras
incrementa nuevamente, debido a que a una alta concentracion de nanoparticulas se comienzan a
formar agregados de nanoparticulas durante el proceso de electrohilado, provocando que el chorro
se debilite y se obtengan fibras de un mayor tamafio.

Tabla 4.7.- Analisis de los tamafios de diametros obtenidos al incrementar la
concentracion de nanoparticulas en las nanofibras.

Membrana polimérica Diametro promedio Intervalo de diametro

que predomina

PVA 168 nm 150-160 nm
PVA + 20 ppm AgNPs 171 nm 170-180 nm
PVA + 60 ppm AgNPs 123 nm 80-90 nm
PVA + 100 ppm AgNPs 109 nm 70-80 nm
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Figura 4.22.- Histograma de la distribucion de tamarios en las nanofibras de a) PVA, b) PVA + 20
ppm AgNPs, ¢) PVA + 60 ppm AgNPs, d) PVA + 100 ppm AgNPs. Condiciones electrohilado 20
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SEl 80KV X5000 1mm  WD58mm

Figura 4.23.- Imagen por a) SEM y b) TEM de las nanofibras de PVA con 100 ppm AgNPs.
Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, d= 10 cm, posicion de la aguja: vertical.

La presencia de defectos en las fibras hizo suponer que las nanoparticulas de plata se encontraban
aglomeradas dentro de estos defectos, por lo que se decidié realizar un analisis mediante
microscopia electronica de transmision y determinar si las nanoparticulas de plata se encontraban

dispersas en la fibra o aglomeradas.

En la figura 4.23 se muestra una micrografia por TEM de las nanofibras obtenidas después de

mezclar 100 ppm de nanoparticulas de plata con la mezcla de PVA. En esta micrografia es posible

el
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observar que las nanoparticulas de plata estdn distribuidas en las fibras, pero pobremente
dispersas. Y aunque se observa la formacién de aglomerados de nanoparticulas, estos se presentan
a lo largo de las fibras, por lo que se descarta que la presencia de defectos sea consecuencia de

aglomerados de nanoparticulas dentro de estos.

Durante el proceso de electrohilado se observo una coloracién café oscuro en el centro de la
membrana, la cual se atribuyd a la presencia de una alta concentracion de nanoparticulas. La
suposicion que se tenia fue que debido a la posicién vertical de la aguja y el colector, durante el
transcurso de la solucion polimérica desde la jeringa en posicion horizontal hasta la punta de la
aguja, en la curvatura de la manguera quedaban adheridas nanoparticulas, las cuales eran
empujadas por el flujo de la solucién después de un cierto tiempo depositdndose sobre la

membrana.

Debido a lo anterior, se decidi6 cambiar la posicion del colector, colocandolo de manera
horizontal, y analizar si tenia algin efecto en la morfologia y distribucién de las nanofibras a lo
largo de la membrana. Para evaluar este factor en la preparacion de las membranas de nanofibras,
se coloco el colector de manera horizontal y suspendido en el aire con la ayuda de un soporte.
Después de ello se procedié a realizar las membranas con el mismo procedimiento para

posteriormente caracterizarlas.

Al obtener las membranas con el cambio de posicién de la aguja y el colector, ya no se presentd
un cambio de coloracién en la membrana, lo cual comprobaba de alguna forma esta hipotesis. En
la figura 4.24 se muestra el aspecto de las membranas después de finalizar su proceso de
electrohilado, presentando una coloracion blanca y concentrandose en la parte central del colector

de aluminio.

Figura 4.24.- Membranas de nanofibras depositadas en el colector de aluminio, a) PVA y b) PVA
con nanoparticulas de plata incorporadas.
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En la figura 4.25 se presenta una muestra de las membranas caracterizada por microscopia
electronica de barrido SEM. Analizando las muestras en posicion vertical y horizontal se observo
que la muestra en posicion vertical presentaba una ligera concentracion de nanofibras y mayor
cantidad de defectos, mientras que la membrana obtenida en posicidn horizontal se encontraba
saturada de nanofibras pero aparentemente con menor numero de defectos. El analisis de los
histogramas de distribucion de tamafos de las nanofibras indica que no hubo una considerable
variacion con respecto al diametro promedio de las nanofibras, ya que en la posicion vertical
predominaron nanofibras con tamafios de 70 nm, en tanto que para la posicion horizontal se
obtuvo un diametro promedio de 90 nm. Sin embargo, en la posicién horizontal la distribucion de

tamarfios fue mas homogénea y mas estrecha que en la posicion vertical.

Con base en los resultados anteriores se determiné modificar la posicion de la aguja y el colector
de manera horizontal, ya que esto permite la obtencién de nanofibras mas uniformes y con una
distribucion de tamafio mas homogénea.
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Figura 4.25.- Imagen SEM de las nanofibras posicion a) vertical y b) horizontal, y distribucion de
tamafios de las nanofibras en posicion vertical c), y posicion horizontal d). Condiciones
electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, d= 10 cm.
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Después de haber analizado el cambio en la posicién del colector, se decidi6 evaluar el
comportamiento de las fibras al variar la distancia entre el colector y la aguja, por lo que se

prepararon membranas de la mezcla de nanoparticulas de plata con PVA, aumentando la distancia
entre el colector y la aguja a 15 cm.

Las membranas obtenidas se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM),
para evaluar el efecto del aumento en la distancia en la morfologia y tamafio de las nanofibras.

En la imagen 4.26 se presenta una micrografia SEM de una membrana obtenida de una mezcla de
PVA con una concentracion de 60 ppm de nanoparticulas de plata. Se observo que a una distancia
de 10 cm, las fibras se acomodaron de una forma lineal a lo largo del colector presentando algunos
defectos en las fibras, mientras que al aumentar la distancia, las fibras parecen acomodarse de
manera ondulada y presentando ciertos pliegues entre ellas. En relacion al tamafio, se observé un
incremento del diametro de aproximadamente el doble, ya que el tamafio promedio para una
distancia de 10 cm fue de 130 nmy para 15 cm fue de 204 nm.
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Figura 4.26.- Imagen SEM de las nanofibras obtenidas de PVA+ 60ppm AgNPs, a diferente
distancia entre el colector y la aguja, a) d= 10 cm y b) d= 15 cm. Distribucion de tamafios de las

nanofibras a c) d= 10 cm y d) d= 15 cm. Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, en posicion
horizontal.
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Se analizd una imagen con una concentracion mayor de nanoparticulas. En la imagen 4.27 se
presenta una micrografia SEM de la membrana obtenida de una mezcla de PVA con una
concentracion de 100 ppm de nanoparticulas de plata. A una distancia menor se observé un
acomodo lineal de las fibras presentando defecto, pero al aumentar la distancia, las fibras se
acomodaron de manera ondulada. En relacion al tamafio, se observé un doble incremento del
didmetro, ya que el tamafio promedio para una distancia de 10 cm fue de 90 nm y para 15 cm fue
de 178 nm. Esto corrobora nuevamente que al aumentar la concentracion de nanoparticulas de
plata resulta en una disminucion en el didmetro de las nanofibras.
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Figura 4.27.- Imagen SEM de las nanofibras obtenidas de PVA+ 100ppm AgNPs, a diferente
distancia entre el colector y la aguja, a) d= 10 cm y b) d= 15 cm. Distribucion de tamafios de las

nanofibras a ¢) d= 10 cm y d) d= 15 cm. Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, en posicion
horizontal.
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De acuerdo a la literatura se ha reportado que el aumento de la distancia entre el colector y la
aguja da como resultado una disminucion en los didmetros de las fibras debido a que hay un
mayor tiempo de vuelo que permite la completa evaporacion del solvente. Sin embargo, también
se han reportado comportamientos similares a estos, que se atribuyen a la disminucion de la
intensidad del campo eléctrico, provocando menor estiramiento en las fibras, ya que tipicamente la

fuerza del campo eléctrico requerido para iniciar el electrohilado es entre 0.5 y 1.5 kV/cm 4%
(142)

Con base en los resultados anteriores, se determind que para que la concentracion de la solucién
polimérica y la distancia entre el colector y la aguja no influyan de manera importante en el
tamafio del didametro, se debe compensar el incremento de la concentracion de la solucién

polimérica con un aumento de la distancia entre el colector y la aguja.

4.7.2 Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata y su posterior

electrohilado

Para el segundo método de preparacion de la solucion polimérica se emple6 la solucion de la
reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata obtenidas de la fraccidn del extracto del permeado
de 3000 NMWC usada como agente reductor y el PVA como agente estabilizante. EI PVA que se
encontraba dentro de la solucion de nanoparticulas, ademas de funcionar como agente
estabilizante, sirvio como medio de soporte para la obtencion de las nanofibras. Dado que en este
caso la concentracion de nanoparticulas ya estaba establecida, se decidié diluir la solucion de la

reaccion con PVA y asi obtener muestras con diferentes concentraciones de nanoparticulas.

El electrohilado de las fibras se realizd con los pardmetros modificados durante la preparacion de
las fibras mediante el mezclado del PVA con la solucién de nanoparticulas, el colector y la aguja

se colocaron de manera horizontal y con una distancia de separacion de 15 cm.

4.7.2.1 Caracterizacion de las nanofibras de microscopia electronica de barrido SEM y

microscopia electrénica de transmision TEM

Las nanofibras se caracterizaron por SEM para evaluar la morfologia y tamafio de las fibras, y

mediante TEM para observar la dispersion de nanoparticulas dentro de las fibras.
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En la figura 4.28 se observa una micrografia por SEM de las nanofibras obtenidas al emplear la
solucion de la reaccion “in situ” con una concentracion de 120 ppm de nanoparticulas de plata. La
disposicién de las fibras a lo largo del colector es predominantemente lineal presentando algunas
ondulaciones. La morfologia de las fibras es aparentemente uniforme, aunque se presentan ciertos
defectos donde se despliegan las fibras, tipo ramificaciones, las cuales probablemente se
originaron por contaminantes de la reaccion.

En relacién a la distribucion de tamafos, el diametro de las fibras se localiza en un amplio
intervalo, que comprende tamafios desde 80-400 nm, con un didmetro promedio de 250 nm. Este

comportamiento podria atribuirse al aspecto altamente viscoso de la solucién polimérica.
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Figura 4.28.- Imagen SEM Yy distribucion de tamario de las nanofibras obtenidas de la reaccion “in
situ” con 120ppm AgNPs. Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, d= 15 cm en posicion
horizontal.

La dispersion de las nanoparticulas en las fibras se analiz6 mediante TEM (Figura 4.29). En la
figura se puede observar una micrografia TEM de las nanoparticulas embebidas en la fibra de
PVA, se puede apreciar la formacion de ciertos aglomerados de nanoparticulas de diametros
mayores a 20 nm, asi como también nanoparticulas de didmetros muy pequefios dispersas en la
fibra. En la imagen contigua se realizd un analisis de energia dispersiva de rayos X (EDS) para
determinar la presencia de la plata en las nanofibras. Con base a este andlisis, se puede determinar
una elevada composicion de carbono derivado del polimero y materia organica del extracto, y una

baja composicion de plata.

m




-
— . —S—
[ ———
[ —
— e e c—

! Resultados y Discusion

En la figura 4.29 se observan nanoparticulas muy pequefias que se encuentran completamente
dispersas a lo largo de la fibra, a partir de esta imagen se obtuvieron los patrones de difraccion de
esa zona. Los anillos de difraccion se observan algo difusos, posiblemente debido a la
interferencia del polimero que envuelve a las nanoparticulas, pero al realizar un contraste en la
imagen es posible apreciar anillos definidos indicando la presencia de un material cristalino, que

en si corresponde a la plata cristalina.

2y
=

Figura 4.29.- Imagen TEM de las nanofibras de la reaccién “in situ” con 120 ppm AgNPs, a)
nanoparticulas embebidas en las nanofibras, b) analisis EDS, c) nanofibra con AgNPs y d) patrén
de difraccion. Condiciones electrohilado 20 kV, 0.3 mL/h, d= 15 cm, posicion de la aguja:
horizontal.
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4.7.2.2 Estudio de las nanofibras obtenidas mediante Espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR)

Para analizar la interaccion de las nanoparticulas con la matriz polimérica de PVA, se

caracterizaron las membranas con diferente concentracion mediante espectroscopia infrarroja.

Transmitancia (%)

— PVA
—— PVA + 10 ppm AgNPs

—— PVA + 20 ppm AgNPs

v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
1600 1400 1200 1000 800 600

NUmero de onda (cm'l)

Figura 4.30.- Espectro FTIR de las membranas obtenidas empleando la solucion de reaccion “in
situ” de las nanoparticulas de plata empleando el PVA como agente estabilizante.

En la figura 4.30 se observa el espectro FTIR de las membranas obtenidas de la reaccion “in situ”
con diferente concentracion de nanoparticulas de plata. Se observa que al incrementar la
concentracién de nanoparticulas de plata disminuye la banda a 650 cm™ asociada a las flexiones
fuera del plano de los grupos O-H, asi como la banda a 837 cm™, la cual corresponde a flexiones
fuera del plano de los grupos C-H. La disminucion de estas bandas podria sugerir la interaccion de
las nanoparticulas de plata con los grupos O-H del PVA 43,

Por otra parte se ha reportado que la banda de 1420 cm™ resulta del acoplamiento de las flexiones
O-H dentro del plano con las flexiones C-H. La disminucion de la intensidad podria indicar el
desacoplamiento entre las flexiones O-H y C-H debido a la interaccion entre las nanoparticulas de
plata y los grupos O-H del PVA 43,
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Figura 4.31.- Espectro FTIR de las membranas obtenidas empleando la solucion de reaccion “in
situ” de las nanoparticulas de plata empleando el PVA como agente estabilizante.

En la regién del espectro FTIR de 400-3400 cm™ (Figura 4.31), se observa la banda de 3400 cm™,
la cual corresponde a los estiramientos de los grupos O-H del PVA, la cual disminuye conforme se
incrementa la concentracion de nanoparticulas de plata, esto podria indicar que hay una

interaccion de las nanoparticulas de plata con los grupos O-H del PVA.

4.7.3 Empleo de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata y la adicion de

quitosan

Para el tercer método de preparacion de la solucion polimérica ademas de emplear la solucion de
la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata obtenidas de la fraccion del extracto del
permeado de 3000 NMWC usada como agente reductor y el PVA como agente estabilizante, se
adiciond un determinado porcentaje de quitosan de bajo peso molecular 3000 Kg/mol. La razon de
ello fue debido a que se ha reportado en la literatura el uso del quitosdn como agente

antibacteriano, el cual podria incrementar la actividad antimicrobiana de las membranas
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poliméricas fibrosas cargadas con nanoparticulas de plata %, asi como desempefiaria un papel

mas importante en el campo biomédico.

Las muestras preparadas se agitaron y electrohilaron a las mismas condiciones empleadas para la
elaboracion de las membranas anteriores, y se caracterizaron mediante SEM para evaluar el efecto

en la morfologia, tamafio y distribucion de las fibras.

SEI 40KV X5000  1um  WD60mm

Figura 4.32.- Imagen SEM de las nanofibras de PVA con a) 1% Quitosan y b) 1% Quitosan + 20
ppm AgNPs obtenidas de la reaccion “in situ” empleando el permeado 3000 NMWC como agente
reductor y PVA como estabilizante.

En la figura 4.32 se muestra una micrografia por SEM de las nanofibras con 1% quitosan. En esta
micrografia se puede observar una morfologia uniforme en las fibras y un acomodo lineal en el
cual las fibras parecen acomodarse paralelamente. La imagen contigua corresponde a las
nanofibras con 1% quitosan y 20 ppm de nanoparticulas de plata. Al fondo de la imagen se
observa el mismo comportamiento que presentaron las fibras con 1% quitosan, acomodandose
linealmente, pero hacia la parte frontal de la imagen las fibras parecen acomodarse de manera

ondulada y presentando algunos defectos.
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Figura 4.33.- Histograma de distribucién de tamafio de las nanofibras de PVA con a) 1%
Quitosan y b) 1% Quitosan + 20 ppm AgNPs obtenidas de la reaccion “in situ” empleando el
permeado 3000 NMWC como agente reductor y PVA como estabilizante.

En la distribucion del tamafio de las nanofibras (Figura 4.33), se observa que la adicion de
nanoparticulas en las membranas origina un aumento en el diametro de las mismas. Por otra parte,
la adicion de quitosan en las membranas provoca una distribucion bimodal presentando dos picos
principales en los intervalos de 170-180 nm y 220-230 nm. La distribucion en las membranas con
quitosan es un poco mas homogénea presentando solo un pico principal en el intervalo de 270-280
nm. El tamafio promedio de las fibras Unicamente con quitosan fue de 240 nm, en tanto que la

adicidn de quitosan y nanoparticulas generd un aumento del tamafio hasta los 280 nm.

Por lo tanto se puede determinar que la adicion de quitosan en las membranas influye en el
aumento de tamafio de las fibras debido a un incremento en el peso molecular de la solucién
polimérica, lo que conlleva a un aumento en la viscosidad de la solucion. Al aumentar la
viscosidad se reduce el estiramiento del chorro de la solucion polimérica, provocando un aumento
en el tamafio de diametro de las fibras "),

4.8 Entrecruzamiento de las membranas de nanofibras
Como se sabe el PVA es un polimero altamente soluble en agua, por lo que para evitar que las

membranas se disolvieran al estar en contacto con un medio liquido, fue necesario entrecruzarlas.

Las membranas se sumergieron en un bafio de metanol, adheridas al colector de aluminio. En el
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proceso de entrecruzamiento la interaccion de los grupos hidroxilo (OH) del metanol desplazan las
moléculas del agua ubicadas entre las fibras, dejando espacios vacios entre las membranas al
momento de secarlas, originando un entrecruzamiento fisico por acercamiento de las cadenas

poliméricas formando puentes inter e intramoleculares entre ellas 4.

Después de haber entrecruzado las membranas, se sumergieron en agua durante 12 horas para

comprobar que no se disolvieran.

Las membranas entrecruzadas se caracterizaron mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) para ver el resultado de las fibras antes y después de entrecruzarlas, asi como después de
sumergirlas en agua. En la imagen 4.34-4.37 se presentan las morfologias de las fibras antes de

entrecruzar, después de entrecruzar y después de sumergirlas en agua durante 12 horas.
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SEI 40KV X5000  Yum  WD30mm

Figura 4.34.- Analisis de la membrana de PVA, a) antes de entrecruzar, b) entrecruzada con
CH3O0H y ¢) después de sumergir en agua por 12 horas.

Figura 4.35.- Analisis de la membrana de PVA + 100 ppm AgNPs reaccion “in situ”, a) antes de
entrecruzar, b) entrecruzada con CH3;OH y c) después de sumergir en agua por 12 horas.

Figura 4.36.- Andlisis de la membrana de PVA + 1% Quitosan, a) antes de entrecruzar, b)
entrecruzada con CH3OH y c) después de sumergir en agua por 12 horas.

40KV X5000  lgm

Figura 4.37.- Analisis de la membrana de PVA + 100 ppm AgNPs reaccion “in situ” + 1%
Quitosan, a) antes de entrecruzar, b) entrecruzada con CH3OH y ¢) después de sumergir en agua
por 12 horas.
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En las figuras 4.34-4.37 se puede apreciar que el tratamiento de entrecruzamiento de las
nanofibras origina que estas sufran hinchamiento y por ende incrementen en su didmetro. Aunque
después de sumergirlas en un bafio de agua durante 12 horas, las fibras adquieren nuevamente la
estructura fibrosa, excepto en la membrana de PVA (Figura 4.34), en la cual desaparecen las fibras
quedando una pelicula con defectos. En la literatura se sugiere que el tratamiento con metanol
sirve para incrementar el grado de cristalinidad y por lo tanto el nimero de entrecruzamiento fisico
en la fibras de PVA. Esto ocurre mediante la eliminacion del agua residual entre las fibras por el
alcohol permitiendo que los puentes de hidrogeno entre el PVA y el agua sean remplazados por
enlaces de hidrégeno intermoleculares entre el PVA 49,

De acuerdo a los resultados anteriores, se puede considerar el uso del metanol como un buen
entrecruzante para las membranas que contienen una determinada concentracion de nanoparticulas
de plata y quitosan, ya que permite que las membranas mantengan su estructura fibrosa ain
después de sumergirlas por un tiempo prolongado en agua, en tanto que para las membranas que
contienen Unicamente PVA, no se consideraria adecuado ya que provoca un excesivo
hinchamiento de las nanofibras convirtiendo la membrana en una pelicula que pierde

completamente su estructura fibrosa.
4.9 Evaluacién antimicrobiana de las membranas obtenidas por electrohilado

Se realiz6 la evaluacion antimicrobiana de cada una de las membranas obtenidas mediante la
técnica de electrohilado. La evaluacion antimicrobiana se realizd siguiendo el procedimiento
descrito en la Norma industrial Japonesa Estandar Z2801 y utilizando las cepas de bacterias de
Escherichia coli ATCC-25922, Staphylococcus aureus ATCC-29213, Pseudomona aureoginosa
ATCC- 27853 y los hongos Aspergillus niger ATCC 9642 y Candida Albicans.

4.9.1 Evaluacion antimicrobiana de las membranas obtenidas mediante el mezclado de la

solucion de nanoparticulas de plata con la mezcla de PVA

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se prepararon membranas a partir
de la mezcla de PVA con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata obtenidas de la
reaccion del permeado de 3000 NMWC del extracto de nopal como reductor. Cada uno de los

materiales obtenidos se expuso a los microorganismos de prueba.
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4.9.1.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana durante la exposicion con la bacteria
Escherichia coli ATCC-25922

La evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a la Escherichia coli ATCC-25922, se llevo a
cabo mediante la exposicion de membranas de nanofibras obtenidas a partir de una solucion

polimérica de PVA con una concentracion de nanoparticulas de plata desde 60 hasta 300 ppm.

Tabla 4.8.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata expuestas a la bacteria Escherichia coli ATCC-25922.

Actividad o
To Tos . . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 29,889 34,133,333 0 0

PVA+ 60 ppm Ag NPs 29,889 2,450,200 1.14 92.82
PVA+ 120 ppm Ag NPs 29,889 307,200 2.05 99.10
PVA+ 180 ppm Ag NPs 29,889 7,287 3.67 99.97
PVA+240 ppm Ag NPs 29,889 105 5.51 99.99
PVA+300 ppm AgNPs 29,889 9 6.56 99.99

En la tabla 4.8 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de las membranas obtenidas mediante mezclado de PVA con nanoparticulas de
plata. De acuerdo a la norma, se considera aceptable un valor de actividad antimicrobiana mayor
del 2%, por lo que se podria establecer que a partir de una concentracion de 120 ppm de
nanoparticulas de plata presentes en la solucion de PVA permite la preparacion de membranas de
nanofibras que muestran una inhibicién y reduccidn significativa del 99% la poblacién de E.coli
en relacién a la poblacion registrada para la membrana de PVA sin nanoparticulas de plata,
después de un periodo de exposicion de 24 horas. En el caso de la membrana de PVA sin

nanoparticulas la poblacion microbiana se ve incrementada en gran medida al final del periodo de
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exposicion de 24 horas. También es posible visualizar en la tabla que se presenta una mayor
reduccion de la poblacion bacteriana a medida que se incrementa la concentracion de
nanoparticulas de plata en la membrana de nanofibras en el intervalo de 120 a 300 ppm. En el
sentido estricto de evaluacion de la actividad antimicrobiana se puede considerar una completa
inhibicién de bacterias, con las membranas preparadas con una concentracion de 300 ppm de
nanoparticulas de plata, ya que la reduccion de la poblacion microbiana de este material con
respecto a lo registrado con el material ausente de nanoparticulas, representa un material con

actividad antimicrobiana con un 99.9 % de inhibicién de la bacteria Escherichia coli.

El mecanismo de accién de las nanoparticulas de plata ha sido recientemente estudiado,
reportando que las nanoparticulas unidas a la membrana celular de las bacterias provocan
modificaciones en la permeabilidad y en la respiracion de la bacteria, asi también es posible que
estas penetren en el interior de la bacteria y dafien compuestos como el ADN %% Io cual conlleva
a la inhibicion de la bacteria.

4.9.1.2 Evaluacion contra Staphylococcus aureus ATCC-29213

Los resultados de actividad antimicrobiana con la bacteria E.coli sirvieron de muestra para evaluar
membranas con las mismas concentraciones de nanoparticulas de plata y su exposicion frente a la
cepa de Staphylococcus aureus.

Tabla 4.9.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras

conteniendo nanoparticulas de plata expuestas a la bacteria Staphylococcus aureus ATCC-29213.

] To Tos Actividad antimicrobiana Inhibicién
Muestra
(UFC/mL) (UFC/mL) (%) (%)

PVA 33,839 116,877,778 0 0
PVA+ 60 ppm Ag NPs 33,839 140,400,000 -0.08 0
PVA+ 120 ppm Ag NPs 33,839 41,733,604 0.45 64.29
PVA+ 180 ppm Ag NPs 33,839 112,985 3.01 99.90
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PVA+240 ppm Ag NPs 33,839 43,458,486 0.43 62.82

PVA+300 ppm AgNPs 33,839 6,919,573 1.23 94.08

En la tabla 4.9 se muestran los resultados de evaluacion de actividad antimicrobiana de las
membranas obtenidas mediante mezclado de PVA con nanoparticulas de plata expuestas a la
bacteria de Staphylococcus aureus. En este caso se observo que Unicamente la membrana con una
concentracion de 180 ppm de nanoparticulas de plata en la solucion de PVA presentd un valor de
actividad antimicrobiana mayor al 2%, mostrando una inhibicién y reduccion significativa del
99% de la poblacidn de la bacteria de Staphylococcus aureus respecto a poblacién registrada para
las membranas de PV A sin nanoparticulas después de una exposicion de 24 horas. Sin embargo, se
observo que en las membranas con una concentracion mayor a 180 ppm, continu6 presentandose
un elevado crecimiento de la poblacion bacteriana, logrando una inhibicion tan solo del 94%, lo
que indica que las nanoparticulas de plata presentan un mayor efecto antimicrobiano de al estar
expuestas con la bacteria de E.coli que con la bacteria de Staphylococcus aureus. Este mismo
comportamiento se ha reportado por Shrivastava y col. *®) quienes asumen que las diferencias
entre las bacterias gram-positiva y gram-negativa reside en la estructura de sus paredes celulares,
en donde interacttan las nanoparticulas de plata. Las bacterias del tipo gram-negativa como la
E.coli, poseen una capa exterior de lipopolisacaridos que carece de resistencia y rigidez, en donde
las cargas negativas de los lipopolisacaridos son atraidas hacia las cargas debiles disponibles sobre
las nanoparticulas de plata. Por otro lado la pared celular de las bacterias del tipo gram-positiva
como el Staphylococcus aureus, estan compuestas de una capa de peptidoglicano de mayor
espesor 20-80 nm, la cual consta de cadenas de polisacaridos lineales que estan entrecruzadas con
péptidos cortos, proporcionando una mayor rigidez que disminuye el sitio de anclaje de las
nanoparticulas de plata, lo que dificulta que éstas penetren sobre la pared celular “*. Por esta
razon se puede decir que las nanoparticulas de plata presentaron un menor efecto bactericida

contra el Staphylococcus aureus en comparacién con la bacteria de E. coli.
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4.9.2 Evaluacion antimicrobiana de las membranas obtenidas mediante el empleo de la

solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata

Se prepararon membranas de la solucion de la reaccion “in situ”, utilizando el permeado de 3000
NMWC del extracto de nopal y el PVA como reductor y estabilizante respectivamente. Dado que
la concentracion de esta solucion ya estaba definida, se realizaron diluciones de la misma

obteniendo membranas con diferente concentracion de nanoparticulas de plata.

4.9.2.1 Evaluacion contra Escherichia Coli ATCC-25922

Las membranas se evaluaron contra Escherichia coli ATCC-25922, evaluando concentraciones de
nanoparticulas de plata desde 20 hasta 100 ppm.

Tabla 4.10.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras

conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ”, expuestas a la bacteria
Escherichia coli ATCC-25922.

Actividad o
To T __ . Inhibicién
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 23,478 46,977,778 0 0

PVA + 25 ppm Ag NP's (in situ) 23,478 39 6.08 99.99
PVA + 50 ppm Ag NP's (in situ) 23,478 0 8.72 100
PVA + 100 ppm Ag NP's (in situ) 23,478 59 5.90 99.99

Como se puede observar en la tabla 4.10, se obtuvieron valores de actividad antimicrobiana
mayores al 2% en membranas obtenidas de la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata con
PVA con una concentracion mayor de 25 ppm de nanoparticulas, indicando una inhibicion del

99.9% de la bacteria de E. Coli, asi como una inhibicion total de la bacteria en las membranas con

Bl
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una concentracion de 50 ppm de nanoparticulas de plata. En base a lo anterior se puede confirmar
que las membranas obtenidas de la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata con el PVA
presentan un mejor efecto bactericida en comparacién con las membranas obtenidas mediante el
mezclado de las nanoparticulas de plata con el PVA, debido a que se obtiene una mejor dispersion
de las nanoparticulas en las nanofibras, asi como la obtencion de nanoparticulas de menor tamafio,
lo que provoca que un mayor nimero de nanoparticulas interaccionen con la superficie de las

bacterias.

4.9.2.2 Evaluacién contra Staphylococcus aureus ATCC-29213

Para la evaluacion de las membranas contra Staphylococcus aureus, se consideré la minima
concentracion que mostré un efecto positivo en la inhibicidn de la bacteria de E. Coli. y se evalud

una concentracion menor.

Tabla 4.11.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras

conteniendo nanoparticulas de plata de la reaccion “in situ”, expuestas a la Dbacteria
Staphylococcus aureus ATCC-29213.

Actividad L
o . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 36,167 120,900,000 0 0
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ) 36,167 88,525,656 0.14 26.77
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ) 36,167 0 8.56 100

Los resultados de actividad antimicrobiana mostrados en la tabla 4.11, indican que las membranas
obtenidas a partir de la solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata con el PVA, y
con una concentracion mayor o igual a 20 ppm de nanoparticulas de plata, pueden considerarse
como un material con actividad antimicrobiana con un 99.9 % de inhibicién de la bacteria

Staphylococcus aureus.
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4.9.2.3 Evaluacién contra Pseudomona aureoginosa ATCC- 27853

Para esta evaluacion se emplearon las mismas concentraciones de bacterias que se probaron contra

el S. Aureus.

Tabla 4.12.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras

conteniendo nanoparticulas de plata de la reaccion “in situ”, expuestas a la bacteria Pseudomona
aureoginosa ATCC-27853.

Actividad -
To T2 - . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) C)
(%)
PVA 15,200 18,583,333 0 0

PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ) 15,200 7,842,944 0.37 57.79
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ) 15,200 0 8.31 100

En los resultados de actividad antimicrobiana e inhibicién presentados en la tabla 4.12 se puede
inferir que para obtener material con una inhibicidn total de la bacteria Pseudomona aureoginosa,
se debe preparar una membrana a partir de una muestra de la reaccion “in situ” con una

concentracion de nanoparticulas de plata mayor a 20 ppm.
4.9.2.4 Evaluacion contra Aspergillus niger ATCC 9642

La evaluacion de la actividad antifungica con el Aspergillus niger se realizé a nivel de esporas,

realizando el conteo de esporas por placa y determinando el porcentaje de inhibicién.
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Tabla 4.13.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata de la reaccion “in situ”, expuestas al hongo Aspergillus niger
ATCC-9642.

Actividad o
To Tos o . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)

PVA 22,022 19,989 0 9.23
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ) 22,022 9,489 0.32 52.53
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ) 22,022 0 5.35 100

En la tabla 4.13 podemos ver los resultados de la evaluacion del Aspergillus niger, donde se
obtuvo una inhibicion total de las esporas del hongo con una concentracion de 20 ppm de
nanoparticulas de la reaccion “in situ”. Debido a que se trabajé a nivel de esporas, no se observa
un crecimiento de esporas mayor al valor inicial después de las 24 horas, Gnicamente se presenta

la eliminacion de las esporas por accion de las nanoparticulas de plata.
4.9.2.5 Evaluacion contra Candida Albicans

Candida Albicans es un hongo levaduriforme que se uso para evaluar la actividad antifingica de
las membranas poliméricas con nanoparticulas de plata y determinar asi el porcentaje de

inhibicion.

Tabla 4.14.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata de la reaccién “in situ”, expuestas al hongo de Candida
Albicans.

Actividad o
To Toa — . Inhibicién
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 25,333 2,016,667 0 0
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ) 25,333 70 4.46 99.99
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PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ) 25,333 0 7.35 100

Analizando los resultados de la tabla 4.14, se obtuvieron valores de actividad antimicrobiana
mayores al 2% en membranas obtenidas de la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata con
PVA con una concentracion de 10 ppm de nanoparticulas, indicando una inhibicion del 99.9% de
la Candida albicans, asi como una inhibicién total del hongo en las membranas con una
concentracion a 20 ppm de nanoparticulas de plata. Analizando estos resultados se puede
confirmar un mejor efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata al estar expuestas al
hongo de Candida albicans, en comparacion con las otras cepas de microorganismos probadas, ya
que para este caso se requirid de una menor concentracién de nanoparticulas para obtener una
membrana con actividad antimicrobiana con un 99.9 % de inhibicion del hongo de la Candida
albicans.

4.9.3 Evaluacion antimicrobiana de las membranas obtenidas mediante el empleo de la

solucion de la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata y adicion de quitosan

Para comprobar la efectividad del quitosdn como agente bactericida, se evaluaron las membranas
obtenidas de la solucion de reaccidn “in situ” de las nanoparticulas de plata y la adicién de

quitosan, contra cada una de las bacterias y hongos utilizados con las otras membranas.

Tabla 4.15.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ” y quitosan, expuestas a la
bacteria Escherichia coli ATCC-25922.

Actividad o
To T __ . Inhibicién
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 32,822 95,600,000 0 0
PVA + Quitosan 32,822 0 9.03 100

PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ)+

o 32,822 0 9.03 100
Quitosan
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PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ)+

) 32,822 0 9.03 100
Quitosan

Tabla 4.16.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ” y quitosan, expuestas a la
bacteria Staphylococcus aureus ATCC-29213

Actividad o
To Toas o . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 36,167 120,900,000 0 0
PVA + Quitosan 36,167 0 9.13 100
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ)+
o 36,167 0 9.13 100
Quitosan
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ)+
o 36,167 0 9.13 100
Quitosan

Tabla 4.17.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ” y quitosan, expuestas a la
bacteria Pseudomona aureoginosa ATCC-27853.

Actividad o
To Toa __ . Inhibicién
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 15,200 18,583,333 0 0
PVA + Quitosan 15,200 0 8.31 100
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ)+
) 15,200 0 8.31 100
Quitosan
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ)+
PP ) J ) ( ) 15,200 0 8.31 100
Quitosan
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Tabla 4.18.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras

conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ” y quitosan, expuestas al
hongo Aspergillus niger ATCC-9642.

Actividad -
To Tos o . Inhibicion
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 22,022 19,989 0 9.23
PVA + Quitosan 22,022 1,008 1.30 94.96
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ)+
) 22,022 40 2.70 99.80
Quitosan
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ)+
o 22,022 45 2.65 99.77
Quitosan

Tabla 4.19.- Comportamiento de la actividad antimicrobiana de membranas de nanofibras
conteniendo nanoparticulas de plata obtenidas de la reaccion “in situ” y quitosan, expuestas al
hongo Candida Albicans.

Actividad o
To Toa o . Inhibicién
Muestra antimicrobiana
(UFC/mL) (UFC/mL) (%)
(%)
PVA 25,333 2,016,667 0 0
PVA + Quitosan 25,333 0 7.35 100
PVA + 10 ppm Ag NP's (in situ)+
) 25,333 0 7.35 100
Quitosan
PVA + 20 ppm Ag NP's (in situ)+
o 25,333 0 7.35 100
Quitosan

En un analisis rapido de los resultados de la evaluacion antimicrobiana de las membranas
preparadas con la solucidon de nanoparticulas de la reaccion “in situ” y la adicion de quitosan, con

cada una de las bacterias y hongos (Tabla 4.15- 4.17), se puede observar que la membrana
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obtenida de la mezcla de PVA y quitosdn presenté por si sola, una inhibicién total en los
microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aureoginosa, indicando
con ello una alta eficacia del quitosan como agente bactericida. Sin embargo, para la actividad
antifungica solo se presentd este comportamiento para la Candida albicans (Tabla 4.18), ya que
para las esporas de Aspergillus niger solo se obtuvo una inhibicion del 94.96 % en las membranas
de PVA vy quitosén, dado que el micelio del Aspergillus niger es una fuente alternativa de
obtencion de quitosan, por lo que se ve reducido su efecto antimicrobiano. En este caso es
importante hacer notar que la adicion de las nanoparticulas de plata resulté positiva en la
promocion de su inhibicion, aunque el incremento en la concentracion de nanoparticulas de plata
para las membranas con quitosan, no mostré un efecto significativo en el porcentaje de inhibicion
del A. niger, lo que puede atribuirse a que el quitosan actia también como agente quelante,
uniéndose a las nanoparticulas de plata y reduciendo su poder antimicrobiano.

Rabea y col. ¥

, proponen un mecanismo de accion antimicrobiana del quitosan, en el cual el
quitosan interactta con la membrana de la celula para alterar su permeabilidad. La interaccion
entre las moléculas cargadas positivamente del quitosan, con la membrana de la célula microbiana
cargada negativamente aumenta la permeabilidad de la membrana celular lipidica provocando la

fuga de componentes intracelulares y materiales esenciales para el metabolismo celular.

Hasta la fecha no se ha propuesto ningin mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata
sobre los hongos. Por lo que en este trabajo sugerimos la hipétesis de que las nanoparticulas de
plata presentan un efecto durante la etapa de formacion del micelio. EI crecimiento del hongo
surge mediante la germinacion de la espora, provocando la formacion de un tubo germinal que
crece linealmente convirtiéndose eventualmente en una hifa. La hifa puede estar dividida, segun su
composicion citoplasmatica de organelos, en tres regiones principales: apical, subapical y distal.
Al exceder una cierta longitud se forma una nueva extremidad o rama a lo largo de la hifa. El
incremento en las ramificaciones de las hifas origina la formacion del micelio ®*9. Durante la
formacién del tubo germinal, la pared de la hifa es mas delgada y fragil en la parte apical,
proponiendo que éste sea el momento que permita la interaccion de las nanoparticulas de plata en
la pared celular, provocando un efecto similar al que ocurre con las células de bacterias, en las
cuales se incrementa la permeabilidad de la membrana y con ello la liberacién de componentes

esenciales para el metabolismo de la célula.
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ONCLUSIONES

El extracto de cladodios de nopal (Opuntia sp.) cataliza la reduccién de iones de plata a Ag°,
formando nanoparticulas de plata con morfologia predominantemente esférica y tamafios que
oscilan entre 5-28 nm, con un tamafio promedio de 13 nm. Estos datos se confirmaron por

espectroscopia Uv-visible, microscopia HR-TEM vy difraccion de rayos X.

El contenido alto de fenoles y azucares reductores en el extracto de los cladodios de nopal
sugiere que estos compuestos son los responsables de la actividad reductora en la sintesis de
nanoparticulas de plata. El rendimiento en la formacion de estas nanoestructuras es

comparativamente mas alto que otros extractos vegetales reportados en la literatura.

Con el procedimiento utilizado en este trabajo de tesis, el rendimiento de extracto de nopal
seco fue del 2% vy los principales componentes que participan en la reduccion de los iones
plata son moléculas de peso molecular igual o inferior a 3000 Kg/mol, segun lo revela los
datos de micro y ultrafiltracion a través de membranas de fibra hueca. Las nanoparticulas de
plata sintetizadas con esta fraccion, mostraron la misma morfologia que con el extracto

completo. El diametro de las nanoparticulas fue de 4-30 nm, con un promedio de 17 nm.

Mediante el uso del SDS como agente estabilizante se obtuvieron nanoparticulas con
morfologia esférica y con una distribucion de tamafios homogénea, sin embargo, el uso del
PVA como agente estabilizante y medio de soporte para la fabricacion de membranas

permitioé obtener una mayor concentracion de nanoparticulas esféricas con didmetros menores.

Haciendo un analisis de las nanofibras obtenidas por electrohilado, se puede concluir que la
manera mas adecuada y eficaz para incorporar las nanoparticulas de plata en la solucion
polimérica es mediante la reaccion “in situ” de las nanoparticulas de plata empleando el PVA
como agente estabilizante, ya que mediante esta forma se obtiene una mejor dispersion de las

nanoparticulas con un menor tamafio de diametro.

Las nanofibras obtenidas al mezclar la solucion de PVA con las nanoparticulas de plata
presentaron una distribucion de tamafios homogénea con un tamafio promedio de diametro de

200 nm, no obstante, mostraron un mayor nimero de defectos en comparacion con las
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nanofibras obtenidas mediante los otros métodos de preparacion de la solucion polimérica, las
cuales presentaron fibras mas uniformes con tamafios promedio de diametro de 250 nm para
la solucion de reaccidon “in situ” de las nanoparticulas de plata, y de 280 nm para la solucion

de reaccidn “in situ” de nanoparticulas de plata con quitosan.

Mediante la estrategia de la reaccidon “in situ” se consiguieron membranas fibrosas con alta
actividad antimicrobiana debido a la buena dispersion de las nanoparticulas en el interior de

las nanofibras.

Se comprobd la inhibicion antibacteriana de las membranas de nanofibras cargadas con
nanoparticulas de plata, donde las membranas obtenidas mediante el mezclado de la solucion
de PVA con las nanoparticulas de plata fue de 99.9% para Escherichia coli y 94.1% para el
Staphylococcus aureus, utilizando en ambos casos una concentracion de 300 ppm de
nanoparticulas de plata.

Se logrd una inhibicion antimicrobiana con las membranas obtenidas a partir de la solucion de
la reaccion “in situ” de nanoparticulas de plata con PVA para los casos probados (E.coli, S.
aureus, Pseudomona aureoginosa, Candida albicans y esporas de A. niger), con una

concentracion de 20 ppm de nanoparticulas de plata.

Se obtuvo una inhibicion total de las cepas de bacterias y hongos con las membranas de PVA
y quitosan, excepto para las esporas de Aspergillus niger, donde con el quitosan (incorporado
en las nanofibras) por si solo permitié una inhibicion del 95%, en tanto que el quitosan con

una concentracion de 10 ppm de nanoparticulas de plata la inhibicion fue del 99.8%.
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ANEXOS

6.1 Determinacién de AzUcares Totales por el Método de Antrona

Fundamento

R. Dreywood en 1946 establecié que la Antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) en solucién con
acido sulfarico concentrado (H,SO,), reacciona especificamente con muchos carbohidratos
generando o produciendo una coloracion caracteristica azul-verde. Esta coloracion ha sido
atribuida a los productos de reaccion de hidroximetilfurfural o furfural y la antrona. Esta técnica se
basa en el uso de una solucion del reactivo de antrona en acido sulfurico concentrado el cual se
aplica a la muestra disuelta en agua, la cual al ser sometida a ebullicion en bafio Maria genera una

reaccion de color caracteristica cuando existe la presencia de carbohidratos.

Reactivos
- Glucosa grado reactivo
- Acido Sulfurico concentrado (H2SO4)

- Reactivo de Antrona

Preparacion de los Reactivos
Solucion estandar de Glucosa. Se prepara una solucion stock conteniendo 100 microgramos de
glucosa/mL. Se preparan de ahi las diluciones correspondientes para preparar la curva de

calibracion y los estandares en cada uno de los analisis.

Stock de Acido Sulfurico. Este se prepara utilizando 750 mL de acido y 250 mL de agua destilada.
Como nota adicional, también se puede utilizar acido sulfurico concentrado en la preparacion del

reactivo.

Reactivo de Antrona. El reactivo se prepara adicionando 5 mL de etanol absoluto en un matraz de

aforacion de 100 ml, agregar 200 mg del reactivo de Antrona y aforar a 100 mL con el &cido al 75
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% o con el acido sulfarico concentrado. Agitar hasta que se disuelva (es importante evitar la
presencia de particulas flotantes de antrona sin disolver).

NOTA: El reactivo de Antrona se debe preparar unas horas antes de efectuar la prueba para que se
active, se debe mantener en hielo hasta su uso y protegido de la luz. La incorporacion de etanol en
el reactivo se debe a que se estabiliza el color del reactivo que de otra manera tiende a debilitarse.

Observaciones: el reactivo de antrona presenta un color amarillo traslucido.

Curva de calibracion
Para obtener la curva de calibracion se prepara una solucién stock de glucosa conteniendo 1000
png/mL. Esto se obtiene pesando 0.1 g de glucosa en 100 mL de agua destilada. A partir de esta

solucion stock se preparan los estandares siguientes:

Concentracion estandar

Solucioén stock (mL) Agua destilada (mL)
(Hg/mL)
0.1 10 10
0.3 10 30
0.6 10 60
0.9 10 90
1.2 10 120

Nota: Se tomd de la solucion stock el volumen correspondiente y se aforé a 10 mL en cada
estandar.
Tomar 1 mL de la muestra preparada con 5 mg de material vegetal en 10 mL de agua destilada.

Al mismo tiempo preparar un blanco de reactivo conteniendo 1 mL de agua destilada.

Procedimiento

1.- Pipetear 1 mL de la muestra o de una solucién estandar de glucosa. En el caso de las muestras
menores a 1 mL, aforar a este volumen. Al mismo tiempo se prepara un blanco de reactivo
conteniendo 1 mL de agua destilada.

2.- Los tubos conteniendo 1 mL de muestra se enfrian en una gradilla sumergida en agua y hielo,
al igual que el reactivo de antrona. Cuando este la muestra se encuentre fria, afiadir a los tubos

5 mL del reactivo de antrona manteniéndolos en agua fria y rotando el tubo durante la adicién.
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Observaciones: Al afadir el reactivo de antrona a los tubos que contienen la muestra de
extracto, estos tornan una coloracion amarillenta, forméndose en la superficie una capa
blanca, después de poco tiempo la tonalidad blanca cambia a un color azul que al mezclarse

con la coloracién amarilla produce un color verde claro.

3.- Después de mezclar, dejar en reposo durante 10 minutos.

4.- Pasar los tubos a un bafio de agua hirviendo y calentar durante 10 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, enfriar en bafio de agua y hielo.
Observaciones: Las muestras cambian de color verde claro a un color entre verde y azul

(oscuro)

5.- Tomar las lecturas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm, utilizando

celdillas de 1 cm y tomando como referencia el blanco de reactivos.

Caélculos
La concentracion de azUcares presentes en la muestra se obtendra extrapolando las lecturas de

absorbancia obtenidas en la curva de calibracion preparada.

Referencias
1.-Herbert, D., Philips P. J. and Strange R.E. “Chemical analysis of microbial cells. Methods in
Microbiology”. Academic Press, London, (1971), Vol. 5B.

6.2 Determinacion de Solidos Insolubles y Totales
El analisis de solidos totales se efectia pesando 0.5 g de extracto seco en un vaso de precipitado
de 80 mL vy disolviéndolo en 10 mL de agua desionizada. La solucion preparada es agitada de 30

minutos a 1 hora para posteriormente centrifugarla a 14,000 rpm durante 15 minutos.

Al finalizar el proceso de centrifugacion, se observa la formacion de dos fases en la muestra:

sobrenadante (fase liquida) e insoluble (fase solida).

By



! Anexos

El sobrenadante es retirado de la muestra y se vacia en otro recipiente, mientras que la parte
insoluble situada en el fondo del tubo se diluye en 10 mL de agua y se dispersa para centrifugarla

nuevamente.

Este procedimiento se realiza dos veces, y el sobrenadante e insoluble recolectado en cada etapa se
congela para posteriormente secarlos en el liofilizador y después determinar el peso de sélidos

solubles e insolubles respectivamente.

6.3 Determinacién de Fenoles Totales

Los fenoles son grupos heterogéneos de sustancias naturales caracterizados por anillos aromaticos
junto con uno o mas grupos hidroxilo. ElI nimero de fenoles identificados hasta la fecha excede los
100,000 (Waterman & Mole 1994). Los fenoles pueden contener monOmeros como grupos
hidroxilo. EI método de Folin- Ciocalteu se basa la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin- Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La
transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotungstico en
oxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno y molibdeno, siendo proporcional este

color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula.

Curva de calibracion
1.- Preparar una solucion stock de 25 mg de acido tanico en 100 mL de acetona (30% de agua,

70% acetona).

Solucién Stock (mL) Agua (mL)

0.2 0.8
0.4 0.6
0.6 0.4
0.7 0.3
0.8 0.2
0.9 0.1
1.0 0
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2.- Anadir 5 mL de Na;COs al 2 % w/V en 0.1 N de NaOH y mezclar.
3.- Después de 5 minutos, afiadir 0.5 mL de reactivo de Folin- Ciocalteu y mezclar.
4.- Después de 120 minutos leer a 760 nm de absorbancia.

5.- Graficar concentracién de acido tanico vs absorbancia.

Medicion

1.- Pesar aproximadamente 100 mg de material vegetal y transferir a tubos eppendorf.

2.- Extraer fenoles con 5 mL de acetona al 70% durante 1 hora a 4°C.

3.- Centrifugar a 15,000 rpm a 10°C durante 15 minutos.

4.- Tomar 0.1 mL del sobrenadante y completar a 1 ml con agua destilada.

5.- Después de 10 minutos, agregar 5 ml de Na,CO3 y 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu.

6.- Después de 120 minutos, leer a 760 nm la absorbancia de la muestra.

7.- Los calculos se realizan utilizando los valores de absorbancia correspondientes a la muestra y

utilizando la ecuacioén lineal de la curva de calibracion.

Referencias
2.- M.A.S Graca, F. Bérlocher, M.O. Gessner “Methods to Study Litter Decomposition: a
practical Guide” Springer, (2005), pp 97-100

6.4 Determinacion de proteina total (método de microkjeldahl)

La muestra se oxida por calentamiento en H,SO,4 concentrado, de tal manera que los compuestos
que contienen N, se convierten en sulfato acido de amonio (NH4)HSO,, del cual se desprende el
amoniaco, alcalinizando y destilando la solucion. EI amoniaco liberado y absorbido en &cido

bérico, se titula con una solucién valorada de acido mineral.

Procedimiento

Pesar 0.2 g de la muestra homogeneizada y colocarla en el matraz microkjeldahl de 100 mL.
Afadir 1.3 g de mezcla reactiva de selenio. Agregar 5mL de H,SO, concentrado. Colocar los
matraces en el digestor (Labconco). Poner la mezcla a ebullicion suave hasta total digestion, la
cual se reconoce cuando la muestra adquiere una coloracion verde claro sin tintes amarillos,

generalmente se completa en una hora.

5
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Enfriar el producto y diluir con 10 mL de agua destilada. Posteriormente se transfiere al matraz de
destilacion enjuagando con 2 o 3 porciones de agua destilada.

Colocar el refrigerante de manera que el extremo del condensador quede sumergido en la solucién
fijadora (20 mL de H3BO; con 2-3 gotas de indicador). Por el embudo muestreador se afiaden 15
mL de NaOH al 67% al matraz destilacion enjuagando con 5 mL de agua destilada. Bajar el
matraz receptor hasta que el extremo del condensador quede sobre la solucién fijadora y continuar
destilando durante un minuto mas, lavar el extremo del condensador con agua destilada. Enjuagar

el microkjeldahl con dos porciones de 5 mL de agua destilada.

Titular con solucion valorada de H,SO4 0.1N, la solucién cambia de color verde a violeta. Titular
un blanco que haya sido sometido a todo el procedimiento, utilizando los mismos reactivos con la

muestra.

% N = (V, — V5)N (0.0114)(100)/W
% Proteina = (%4N)(6.25)

V1 : mL de H,SO, gastados en la titulacion del producto.
V, : mL de H,SO, gastados en el blanco
N : normalidad del H,SO4

W: peso en gramos de la muestra

6.5 Determinacion de Proteina Soluble

El ensayo de proteina de Bio-rad es un ensayo obligatorio de coloracion basado en el cambio
diferencial de color en respuesta a varias concentraciones de proteina. En usos de investigacion
recomiendan a este ensayo como un remplazo para otros ensayos de proteina, sobre todo el

método de Lowry extensamente usado, para varios motivos:

1.- El ensayo Bio-rad es mucho maés facil de usar. Esto requiere un reactivo y de 5 minutos para
funcionar, comparado con otros reactivos de 30 y 40 minutos tipicos como el ensayo de Lowry.
2.- Porque el complejo de proteina es relativamente estable, el ensayo de bio-rad no requiere el

engranaje de distribucion critico para Lowry.

!
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3.- El ensayo de Bio-rad es libre de la mayor parte de las interferencias que limitan el uso de

Lowry.

El método de Biorad se basa en la observacion de la absorbancia maxima por la solucién &cida
azul brillante de Comassie, los cambios de 465 a 595 nm ocurren capturando la proteina.

Muestra

Pesar 2 mg de BSA (Albdmina Sérica Bovina) y disolver en 10 mL de agua, de esa solucién tomar
1 mL y disolver en 10 mL de agua, para obtener una concentracién de 2 pg/mL de proteina.

En todos los casos se agregan 0.2 mL de concentrado de Biorad para la obtencién de la
concentracion de proteina. Los datos son llevados a gréfica y la ecuacion obtenida es utilizada

para el calculo de la misma.

La medicién de la absorcion se lleva a cabo a una longitud de onda de 595 nm.

6.6 Determinacién de Pectina

Se prepara una muestra de 50 g de extracto de nopal parcialmente seco y pulverizado, a la cual se
le adiciona agua destilada hasta completar un litro de solucion. La mezcla se agita constantemente

y se aflade HCI hasta ajustar el pH a 2-3.

Posteriormente la mezcla se somete a calentamiento durante 60 minutos a 85 °C con agitacion
constante para evitar que los materiales solidos precipiten. Enseguida la mezcla se filtra usando un
papel filtro, presionando suavemente para separar el material sélido del liquido. La fraccién
liquida se enfria rapidamente por debajo de 25°C para minimizar la degradacion térmica de la
pectina y se centrifugd en tubos cubiertos durante 10 minutos a 3000 rpm. Se adiciona etanol 95%
al sobrenadante mediante agitacion lenta y constante. La mezcla permanece en reposo durante 1

hora.

La pectina es separada de la solucion mediante filtracién con papel filtro. El papel filtro se lava en
un recipiente con etanol y se coloca en una caja de Petri. La caja Petri se dispone en una estufa de
secado a una temperatura de 40°C. Se monitorea el peso del papel filtro hasta obtener un peso

constante.
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El porcentaje de pectina se obtiene de la diferencia del peso del papel filtro vacio con el peso del
papel filtro seco con la muestra.

6.7 Proceso de Ultrafiltraciéon

En el proceso de ultrafiltracion, la solucidén que contiene los componentes a separar se hace fluir
con una presion tangencial a las paredes de la membrana de fibra hueca. Las moléculas con un
tamafio promedio igual o menor al poro de la membrana, consiguen atravesarla permitiendo su
separacion del resto de las moléculas de mayor tamafio que permanecen en la solucién madre. La
solucion de la fraccion con moléculas de menor tamafio se conoce como ‘“permeado”, y la
solucion con las moléculas que no atraviesan el poro de la membrana de fibra hueca se le llama

“retenido” (Figura 6.1).

En general el proceso de ultrafiltracion precisa de una fuerza impulsora que ayude a las particulas
0 moleculas a fluir a través de los poros de la membrana. En este proceso se utilizo como fuerza
impulsora el gradiente de presion, originado entre la presion ejercida por la bomba peristaltica
ubicada en la linea de entrada; la cual permitio el desplazamiento de la muestra de extracto hacia
la membrana, y la presion realizada por la valvula localizada en la linea de salida hacia el retenido;

con la que fue posible regular el flujo de permeado y retenido.

Valvula

XS

Retenido

v r (
Bomba
Peristaltica Permeado

Membrana de Fibras Huecas |

Fluido para
filtrar

Figura 6.1.- Esquema del sistema de ultrafiltracion empleando membranas de fibra hueca.




