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Resumen
TITULO: USO DE MICELAS INVERSAS EN LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE
PLATA CON ALTO EFECTO ANTIBACTERIAL Y ANTIFUNGICO*
AUTOR: Silvia Juliana Caballero Angarita**
Palabras clave: Nanotecnologia, nanoparticulas de plata, micelas inversas, actividad
antimicrobiana.
DESCRIPCION:

El estudio de sistemas a escala nanométrica y sus aplicaciones constituyen uno de los
mayores retos de la nanociencia y nanotecnologia. En medicina, la nanociencia ha tenido
grandes aportes mediante el uso de nanoparticulas (NPs) metélicas como agentes
antimicrobianos, llevando al desarrollo de nuevas tecnologias. Por esto, resulta interesante
abordar uno de los entornos mas vulnerables a la contaminacién por microorganismos: los
ambientes hospitalarios. Materiales como los textiles pueden representar sustratos para la
proliferacion microbiana, por lo tanto pueden ser una fuente importante de bacterias, virus y
hongos que pueden contaminar a los pacientes y al personal clinico. De esta manera, y con el
fin de impartir propiedades antibacterianas y antifungicas a los materiales textiles de uso
biomédico, se estudid la inhibicion del crecimiento de cepas patdgenas en telas impregnadas
con nanoparticulas de plata (AgNPs). Estas fueron sintetizadas mediante micelas inversas
(Mls), las cuales se forman por la disolucion de un surfactante en un solvente organico no polar,
ubicando los grupos hidrofilicos en el corazon polar, y las colas hidrocarbonadas al exterior,
permitiendo el confinamiento de los precursores para la formacién de metales a escala
nanomeétrica. Las AgNPs formadas fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas y de
dispersion y depositadas en telas. Finalmente, se realizaron los estudios cualitativos y
cuantitativos de la actividad antimicrobiana de las AgNPs soportadas en telas convencionales,
obteniendo resultados de inhibicion significativos para las diferentes cepas microbianas
estudiadas, principalmente para las cepas C. albicans ATCC, C. krusei ATCC 6258, C.
tropicalis Al, C. glabrata A2 y C. albicans Al, postuldndolas como alternativa para el
desarrollo de telas y superficies antifingicas que limiten la adhesion y el crecimiento de
microorganismos en ambientes especificos.

* Proyecto de grado
* Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Ledn, Quimico,
Doctor en Quimica. Co-directores: Jorge Gutiérrez, Doctor en Ciencias Quimicas
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Abstract
TITLE: USE OF REVERSE MICELLES IN THE SYNTHESIS OF SILVER
NANOPARTICLES WITH HIGH ANTIBACTERIAL AND ANTIFUNGICAL EFFECT*
AUTHOR: Silvia Juliana Caballero Angarita™
Keywords: Nanotechnology, silver nanoparticles, reverse micelles, antimicrobial activity.
DESCRIPTION:
The study of nanometric scale systems and their applications constitute one of the greatest
challenges of nanoscience and nanotechnology. In medicine, nanoscience has had great
contributions through the use of metallic nanoparticles (NPs) as antimicrobial agents, leading
to the development of new technologies. For this reason, it is interesting to address one of the
most vulnerable environments to contamination by microorganisms: hospital environments.
Materials such as textiles can represent substrates for microbial proliferation, therefore they
can be an important source of bacteria, viruses and fungi that can contaminate patients and
clinical staff. In this way, and in order to impart antibacterial and antifungal properties to textile
materials for biomedical use, the growth inhibition of pathogenic strains in fabrics impregnated
with silver nanoparticles (AgNPs) was studied. These were synthesized by reverse micelles
(Mls), which are formed by the dissolution of a surfactant in a non-polar organic solvent,
placing the hydrophilic groups in the polar heart, and the hydrocarbon tails to the outside,
allowing the confinement of the precursors for the formation of metals on a nanometric scale.
The AgNPs formed were characterized by spectroscopic and dispersion techniques and
deposited in fabrics. Finally, qualitative and quantitative studies of the antimicrobial activity
of AgNPs supported in conventional fabrics were performed, obtaining significant inhibition
results for the different microbial strains studied, mainly for strains C. albicans ATCC, C.
krusei ATCC 6258, C. tropicalis A1, C. glabrata A2 and C. albicans Al, applying them as an
alternative for the development of fabrics and antifungal surfaces that limit the adhesion and
growth of microorganisms in specific environments.

* Bachelor Thesis
* Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Ledn, Quimico,
Doctor en Quimica. Co-director: Jorge Gutiérrez, Doctor en Ciencias Quimicas
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Introduccion

En los Ultimos afios ha aumentado el interés y la necesidad por desarrollar agentes
antimicrobianos alternativos, rentables y eficaces que hagan frente a los microorganismos con
mayor repercusion en la salud publica como virus, parasitos, hongos y bacterias, debido
principalmente, a la resistencia generada por los mismos. Esto ha incrementado el nimero de
enfermedades infecciosas, aumentando ademés los costos de la atencidn sanitaria por la
necesidad de una atencion mas intensiva (OMS). Dentro de las bacterias con mayor impacto
denominadas las “super bacterias”, son las cepas patdgenas de Staphylococcus (Morgenstern
et al., 2016). Staphylococcus epidermidis, aureus ATCC y aureus resistente a meticilina
(SARM) son algunas de las principales clases de esta sUper bacteria que estan asociadas a
infecciones en todo el mundo. Se calcula que las infecciones por SARM afectan a mas de
150.000 pacientes anualmente en la Unidn Europea (UE), lo que da lugar a altos costos
hospitalarios adicionales de alrededor de 380 millones de euros para los sistemas sanitarios de
la UE (Morgenstern et al., 2016). Se calcula que los pacientes con infecciones por SARM tienen
una probabilidad de muerte 64% mayor que los pacientes con infecciones no resistentes
(Morgenstern et al., 2016). Adicionalmente, las nuevas cepas de SARM han surgido
recientemente como patdgenos humanos asociados a la comunidad y a la ganaderia en la
mayoria de los estados miembros de la UE (Kdck et al., 2010).

Sin embargo, las bacterias no son los Unicos microorganismos que presentan dicha
resistencia, otros de los cuales cuya resistencia es mas preocupante desde el punto de vista de
la salud publica son los hongos patdgenos presentes en el ambiente (OMS). Candidiasis es el
nombre que se le da a la infeccion por hongos causada por especies del hongo Candida,
especificamente por la levadura Candida albicans (C. albicans); se estima que ésta levadura es

la causante del 44% de los episodios de candidemia generales 2006-2010 en instituciones
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médicas de Brasil (Dzul-rosado & Regionales, 2016). La candidiasis se ha incrementado
recientemente de manera significativa, afectando principalmente a los pacientes
inmunodeprimidos. Sin embargo, el nimero de medicamentos antifungicos en el mercado es
limitado en comparacion con el nimero de medicamentos antibacterianos disponibles. Este
hecho, junto con el aumento de la frecuencia de hongos resistentes, hace que sea necesario el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas (Peron, Reichert-lima, & Busso-lopes, 2016) Los
antifingicos més utilizados contra la levadura Candida albicans son los derivados imidazdlicos
(fluconazol, itraconazol, ketoconazol, miconazol etc.), sin embargo, en la actualidad se observa
una disminucién en la efectividad de estos medicamentos, es decir, un fenémeno de resistencia
por parte del microorganismo a estos farmacos. Esto debido principalmente a la aparicion de
nuevas especies patdgenas, a la prescripcion irracional de antimicéticos como profilaxis y al
aumento de las dosis terapéuticas (Zaidi, Mani, Thawani, & Mehra, 2016).

La nanotecnologia ha aportado en el tratamiento de enfermedades infecciones con el uso
de nanoparticulas como agentes antimicrobianos, asi como sistemas de transporte de
medicamentos, ya que presentan ventajas relacionadas con la estabilidad del farmaco, la
reduccion de efectos secundarios, toxicidad de los medicamentos, entre otros (Harris, 2010;
Lucia Igufa Loépez, 2016; Villafuerte-Robles Leopoldo, 2010). Particularmente, las
nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido ampliamente utilizadas en diversas aplicaciones
como agentes antimicrobianos, anticancerosos, diagnosticos, biomarcadores, y sistemas de
administracion de farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades como cancer,
AH1N1 y por supuesto, infecciones causadas por microorganismos patdgenos como las super
bacterias y cepas Candida mencionadas anteriormente, debido a su alta capacidad microbicida
(Yohan & Chithrani, 2015).

Para cada una de las posibles aplicaciones de las AgNPs, se requieren de caracteristicas y

propiedades especificas como el tamafio, forma, distribucion, carga superficial, entre otras,
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para hacer mas efectiva su actividad, sin embargo, se ha dificultado la obtencion de AgNPs
homogéneas que permitan dicho direccionamiento, generando asi complicaciones en los
distintos sectores. Como antimicrobianos, se ha evidenciado un alto grado de citotoxicidad en
celulas humanas (Liu, 2010; Yen, Hsu, & Tsai, 2009) que sugiere el desarrollo de nuevos
protocolos de sintesis de nanoparticulas de plata que permitan controlar de manera precisa la
forma y el tamafio de las nanoparticulas, ademéas con alta capacidad de solubilizacion y
estabilidad termodinamica. Esto es posible mediante el uso de sistemas coloidales o medios de
reaccion confinados como micelas inversas (Lopez-quintela, 2003), disefiando y estableciendo
protocolos de sintesis de AgNPs de un tamafio considerable con el fin de aumentar la
reactividad de dichas particulas contra los microorganismos, evitando la citotoxicidad que
puedan presentar gracias a las bajas concentraciones necesarias para Sus respectivas
aplicaciones antimicrobianas.

Asimismo, los textiles recubiertos con agentes antimicrobianos pueden tener aplicaciones
potenciales en apositos para heridas, el revestimiento de la cama y como vendajes medicinales
(Perelshtein, llana & Applerot, Guy & Perkas, Nina & Guibert, Geoffroy & Mikhailov, Serguei
& Gedanken, 2008) también se pueden recomendar para la purificacion de equipos médicos y
de alimentos, limpieza doméstica, etc. Por esto, la modificacion en los parametros involucrados
en la sintesis quimica de nanoparticulas son factores claves en la generacion de diferentes
productos, ya que influye en el tamafio, la forma, la monodispersidad y la reactividad
superficial de las mismas, y como consecuencia en las diferentes aplicaciones biomédicas que
puedan tener.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo se oriento al uso y estudio de micelas inversas
de diferente naturaleza, como nanorreactores moleculares capaces de controlar el tamafio y a
su vez estudiar las propiedades antimicrobianas de las AgNPs para el desarrollo de nuevas

terapias alternativas.
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1. Objetivos

1.1 General

Sintetizar nanoparticulas de plata con potencial actividad antibacteriana y antifdngica

mediante el uso de micelas inversas como nanoreactores moleculares.

1.2 Especificos

Disefiar protocolos de sintesis de nanoparticulas de plata mediante micelas inversas de
diferente composicion.

Determinar las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales obtenidos.

Determinar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas obtenidas en solucién frente
a Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus ATCC 9213 y Staphylococcus epidermidis.

Modificar la superficie de telas con nanoparticulas de plata y evaluar sus propiedades
antibacteriales y antiflngicas sobre aeruginosa, Staphylococcus aureus ATCC 9213,
Staphylococcus epidermidis y Candida spp., como potencial tratamiento alternativo frente a

infecciones.
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2. Marco teorico

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia se puede definir como el estudio de los fendbmenos y propiedades de la
materia a escala nanométrica aplicada a diferentes &reas de estudio como la quimica, fisica,
ingenieria, biologia, etc., mediante la nanotecnologia, la cual esta encargada de la manipulacion
de atomos y moléculas para la fabricacion y produccion de materiales, y estructuras que
generan beneficios en maltiples campos (Briones, Casero, Martin, J, & Serena, 2009). Segun
un estudio publicado en 1999, desde la National Science Foundation (E.E. U.U.), “La
nanotecnologia es la habilidad de controlar y reestructurar la materia a niveles atbmicos y
moleculares en el rango de 1-100 nm” (Roco, 1999). El objetivo de esta ciencia es innovar y
desarrollar nuevos dispositivos y sistemas de impacto en diferentes areas, como, por ejemplo,
en la conversion de energia, almacenamiento de informacion, administracion de farmacos,
mejoramiento de los materiales de uso médico, etc. (Constanza Florez, 2014), asi como la
aplicacion de nuevos conceptos y propiedades que surgen como consecuencia de la reduccién
del tamario, con el fin de promover el desarrollo humano y mejorar la calidad de vida, teniendo
en cuenta el cuidado del medio ambiente.

A pesar de ser una ciencia relativamente joven, se tiene el conocimiento necesario para
usarse en una amplia variedad de campos asi se habla de disciplinas como nanoquimica,
nanoelectronica, nanomedicina o nanobiotecnologia; o de objetos denominados nanomateriales
tales como nanoparticulas, nanotubos, nanoimanes, entre otros (Briones et al., 2009).

El prefijo “nano” proviene del vocablo griego vavoc que significa diminuto, enano,

pequefio y equivale a una mil millonésima parte de un metro, es decir, 10° (Briones et al.,
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2009) una longitud 80000 veces mas pequefia que el didmetro de un cabello humano. En la

Figura 1 se muestra algunos objetos con su tamafio caracteristico.
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Figura 1. Diferentes objetos con su tamafio caracteristico (Imagen editada de
https://www.sothis.tech/el-internet-de-las-nano-cosas-iont-internet-of-nanothings/  Autores:

Maria Gabriela Passaretti, Luciana Andrea Castillo y Andrés Eduardo Ciolino).

2.3 Nanomateriales

Se consideran nanomateriales a aquellos que tienen componentes estructurados con al
menos una dimensién menor que 100 nm, dentro de los cuales se encuentran los recubrimientos
o peliculas delgadas como nanomateriales bidimensionales, por el nimero de dimensiones
fuera de la nanoescala, entre los nanomateriales de una dimension se encuentran el grafeno, los
nanotubos, las nanofibras y los biopolimeros, por su parte, los nanomateriales con sus tres
dimensiones nanométricas o cero dimensionales son las nanoparticulas, asi como los
precipitados, los coloides y los puntos cuanticos (Andrada, 2012). Los nanomateriales

presentan un cambio en las propiedades intrinsecas con respecto a su material a granel, como
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lo son, por ejemplo, el color, la fluorescencia, el punto de fusion, la dureza etc. (Soler lllia,
2009).

El interés que presentan los nanomateriales se basa en estas nuevas propiedades que
dependen y son funcién del tamafio y pueden diferir significativamente de otros materiales
debido a dos factore (Ouahid Hessissen, 2016).

1. Mayor relacion area/superficie, es decir hay mayor cantidad de atomos o moléculas
superficiales por unidad de volumen; proporcionandole asi, mayor reactividad.

2. Los efectos cuanticos como consecuencia de la reduccion del tamarfio y su composicion
baja de &tomos y moléculas. Dichos efectos dominan el comportamiento de las nanoparticulas
y los compuestos nanoestructurados, afectando sus propiedades o&pticas, electronicas y
magnéticas.

Esta alta relacion area/volumen significa un mayor empaquetamiento de 4&tomos, es decir,
se caracterizan por su alta densidad de &tomos lo que proporciona complejas interacciones
electrénicas y magnéticas entre estructuras adyacentes (Alivisatos & California, 2000). En un
material conductor, los electrones se desplazan por bandas o niveles de energia en donde el
movimiento electrénico esta permitido (Serena, 2010), cuando el tamafio del material
disminuye, los electrones libres comienzan a experimentar los efectos del confinamiento, lo
que significa que sus movimientos quedan limitados por el tamafio fisico de la region (Charles
P. Poole, 2007). Las bandas de valencia y de conduccion de los nanomateriales son mas
angostas que las de los materiales convencionales, esto hace que el band gap de un nanomaterial
sea mayor y, por ende, que las energias necesarias para pasar electrones de la banda de
conduccion a la de valencia sean mayores (Figura 2). Esto repercute en las propiedades de

conduccion electronica y en las propiedades Opticas de esto nanomateriales.
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Figura 2. Cambio en los niveles de energia de un metal cuando el numero de atomos del
material es reducido. (a) Banda de valencia de un metal; (b) Band gap de un nanomaterial de
100 atomos; (c) Band gap de un nanomaterial de 10 atomos (Imagen adaptada de (Charles P.

Poole, 2007)).

Comprender los efectos de confinamiento es fundamental para el desarrollo de
nanotecnologias y sus aplicaciones en los diferentes campos de interés, puesto que dichos
efectos son los responsables de los cambios y ventajas de las propiedades de los
nanomateriales, con respecto a materiales con tamafios superiores a la escala nanométrica. Por
ejemplo, algunas de las aplicaciones importantes basadas en las propiedades mecénicas de los
nanomateriales como resistencia, dureza, deformacion, etc., y en las propiedades eléctricas es
la produccion de nanopolvos de cerdmica (C. N. R. Rao, Achim Miuiller, 2004) debido al
aumento de atomos/iones interfaciales (Puriniah, 2001). Las aplicaciones basadas en las
propiedades Opticas de los nanomateriales incluyen detectores opticos, celdas solares, sensores,
colorantes, fotocatalisis, entre otros, gracias a los fenomenos fisicos de reflexion y refraccion,
absorcion 'y dispersion, y difraccion resultantes de su interaccion con la luz

(Parameswaranpillai, Hameed, Kurian, & Yu, n.d.).
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Por ultimo, en la nanoescala, los materiales magnéticos muestran efectos fisicos novedosos
como el superparamagnetismo que resulta de la influencia de la energia térmica en una
nanoparticula ferromagnética y sus principales areas de aplicacion son en biomedicina, catalisis
y purificacion ambiental (Zhu et al., 2018). EI desarrollo se sistemas nanoelectroquimicos,
chips de ADN, moléculas organicas incorporadas a dispositivos electronicos como sensores,
nanodispositivos de almacenamiento y otros fines, son algunas de las aplicaciones en las cuales
se introducen nuevos materiales y nuevas propiedades (Guozhong, 2004), se podria concluir
que los nanomateriales estan “disefiados deliberadamente” y orientados en la mejora de las
propiedades especiales en la nanoescala (Dargo, Ayaliew, & Kassa, 2017).

Dentro de los nanomateriales de mayor interés se encuentran las nanoparticulas (NPs)
debido la gran variedad de propiedades y aplicaciones que presentan segun su naturaleza. Sus
propiedades y caracteristicas especificas como el tamafio, la forma, la morfologia y la
estructura cristalina, las hacen adecuadas para muchas aplicaciones (Sayed, Saad, & Hagagy,
2018). Entre las mas relevantes se encuentran las NPs a base de carbono, de ceramica,
poliméricas, semiconductoras, metélicas, entre otras. (Khan, Saeed, & Khan, 2017). Los
fullerenos y los nanotubos de carbono (NTC) representan las principales NPs a base de
carbono, los NTC exhiben una variedad de propiedades mecanicas, dpticas, eléctricas Unicas y
alta estabilidad quimica, debido a esto son utilizados en la industria como material de refuerzo
en materiales compuestos, almacenamiento de hidrogeno, sensores etc., (Khan et al., 2017;
Saeed & Khan, 2013) y como medio de soporte para diferentes catalizadores inorganicos y
organicos (Khan et al., 2017). Por su parte las NPs de ceramica son sistemas inorganicos
compuestos principalmente por 0xidos, carburos, fosfatos y carbonatos de metales y metaloides
como el calcio, silicio, titanio, etc., los cuales tienen una amplia gama de aplicaciones en la
ciencia e los materiales, farmaceutica e ingenieria biomédica, debido a una serie de propiedades

favorables como su alta resistencia al calor y sustancias quimicas, como su facil disefio en
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tamafio y porosidad deseada (Thomas, Mishra, & Talegaonkar, 2015). Las NPs
semiconductoras son materiales con aplicaciones importantes en fotocatélisis,
fotosensibilizadores en la preparacion de celdas solares y dispositivos optoelectronicos
(Galoppini, 2004) gracias a sus propiedades caracteristicas de resonancias plasmonicas
altamente ajustables, bajas pérdidas 6hmicas y mayor estabilidad termoquimica. (Thakore,
Tang, Conley, Ala-nissila, & Karttunen, 2019). Las NPs poliméricas pueden ser nanoesferas o
nanocépsulas yson ampliamente utilizadas como portadoras para la liberacion controlada y
sostenida en sistemas de administracion de farmacos (Krishnaswamy & Orsat, 2019).
Finalmente, las NPs metalicas ademas de poseer propiedades optoeléctricas Unicas debido a las
caracteristicas de resonancia de plasmon superficial, estas NPs presentan propiedades
dependientes de la forma y el tamafio que son de interés para aplicaciones desde la catélisis,
dispositivos electrénicos y deteccidn Optica, hasta el medio ambiente, productos cosméticos y

la biomedicina (El-nour, Al-warthan, & Ammar, 2010).

2.4 Bionanotecnologia

El control de la nanoescala implica la posibilidad de enfrentar y combatir enfermedades
en el campo molecular (Soler Illia, 2009) la bionanotecnologia es la encargada de la produccion
de nanobiomateriales y nuevos nanosistemas que tienen como propo6sito el mejoramiento de la
calidad de vida. Los principales enfoques de la bionanotecnologia son el disefio de
medicamentos, la administracion de biomoléculas, la mejora en la calidad de los materiales de
uso médico, entre otros (Constanza Florez, 2014). Dentro de los dispositivos disefiados para el
transporte de medicamentos se encuentran los nano-complejos biocompatibles que van desde

las nanoparticulas formadas por metales, semiconductores y nanotubos de carbono, hasta las
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nano-capsulas, los sistemas micelares y los dendrimeros, entre otros (Figura 3) (Chen &
Schluesener, 2008).

La liberacion controlada de estos dispositivos al sitio de accion y la regulacién de la dosis
son las principales preocupaciones en el disefio de tales dispositivos. Dentro de las Nps
biodegradables utilizadas en la administracion de farmacos se encuentran los polimeros, los
liposomas y las NPs poliméricas, éstas Ultimas prometen algunas ventajas sobre las anteriores,
aumentando la capacidad de almacenamiento y control en la liberacién de farmacos (Khan et

al., 2017).

Nanocapsula

Nanotubo de
Dendrimero Caonjugado polimero-farmaco carbono

Figura 3. Representacion de nanoestructuras (a) organicas e (b) inorganicas para el transporte

y liberacion de farmacos (Briones et al., 2009).

Por su parte, las particulas inorganicas de tamafio nanométrico presentan propiedades
unicas que las llevan un marcado efecto antimicrobiano sobre una amplia variedad de
microorganismos tales como virus, bacterias y hongos (Constanza Florez, 2014). Entre estos
se encuentran las NPs métalicas que poseen propiedades Opticas, cataliticas y eléctricas que las
hacen adecuadas para una variedad de aplicaciones (Briones et al., 2009), la mayoria presentan
un potencial inmenso en el diagnostico y tratamiento del cancer debido a su resonancia de
plasmon superficial (SPR), una mayor dispersion y adsorcion de la luz (Khan et al., 2017). Su

capacidad microbicida esta vinculada a la naturaleza del material y a ciertas caracteristicas



NANOPARTICULAS DE PLATA 28

intrinsecas de las mismas como sus dimensiones nanométricas, lo cual les permite ser
internalizadas con mayor facilidad en microorganismos, asimismo a la alta relacion
area/volumen que permite un mayor contacto e interaccion con dichos microorganismos (Ag,
Gong, Li, He, & Wang, 2007). Debido a su alta actividad antimicrobiana, las nanoparticulas
de plata (AgNPs) son principalmente utilizadas en la industria biomédica como apdsitos,

catéteres, unguentos, entre otros (Khan et al., 2017).

2.5 Nanoparticulas de plata

Las AgNPs presentan propiedades Unicas, normalmente relacionadas con los metales
nobles como excelente conductividad, estabilidad quimica, actividad catalitica, ademas de
otras especificas que pueden ser controladas dependiendo del tamafio de las particulas, la
distribucion del tamafio y forma como comportamiento Optico no lineal y actividad
antimicrobiana, entre otras (Cebada, n.d.). En la actualidad, son ampliamente utilizadas en
aplicaciones en pléasticos, textiles, tratamiento de agua, industria de pintura y biosensores, y en
la fabricacion de electrodomésticos como refrigeradores, lavadoras y aires acondicionados
(Yin & Alivisatos, 2005). Por su parte, en el sector de la salud, las AgNPs son compuestos
antimicrobianos muy prometedores ya que han demostrado mediante una gran variedad de
estudios su alta actividad bactericida (Sayed et al., 2018) ya sea actuando por si solos como
agentes bacteridias en la instrumentacion medica, por ejemplo en implantes, vendajes, cremas
y geles etc., asimismo, en la fabricacion de textiles con propiedades que reducen la
proliferacion de hongos y bacterias (Briones et al., 2009) o como complementarios a los
antibioticos cominmente usados.

Las aplicaciones especificas de las nanoparticulas dependen de las propiedades de las

mismas, y éstas a su vez, pueden ser moduladas gracias a la manipulacion de las condiciones
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de sintesis ya que permite el control en la morfologia de las nanoparticulas (Zanella, 2012). Se
han desarrollado diversas técnicas fisicas y quimicas tales como fotorreduccion,
microemulsion, reduccidn quimica, biosintesis, ablacion laser, entre otras, teniendo en cuenta,

que cada método tiene sus propias ventajas y limitaciones (Artunduaga John, 2014).

2.6 Métodos de sintesis

Como se menciond anteriormente, se pueden emplear varios métodos para la sintesis de
NPs teniendo en cuenta que el método de sintesis afecta el tamafio y el diametro promedio, asi
también la distribucion de tamafio, la forma, la carga superficial y el rendimiento de la reaccion
de las NPs, entre otras. Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos
categorias, las aproximaciones de arriba hacia abajo o top down y las de abajo hacia arriba o
bottom up. La primera involucra principalmente métodos fisicos y consiste en la division de
solidos masicos en proporciones mas pequefias, la trituracién mecénica de metales a granel y
la subsiguiente estabilizacién de las particulas metalicas nanosizadas resultantes mediante la
adicién de agentes protectores coloidales, la evaporacion-condensacion y la ablacion con laser
son algunos de los ejemplos mas importantes de esta metodologia (Dargo et al., 2017). Por otro
lado, la estrategia de sintesis de abajo hacia arriba o bottom up, involucra principalmente
métodos quimicos, consiste en la fabricacion de nanomateriales a través de la condensacion de
atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en solucion (Zanella, 2012), se destacan
la reduccion de metales, agregacion coloidal, métodos electroquimicos, irradiacion con
microondas, sintesis solvotermal, método sol-gel entre otros.

La reduccion quimica es el enfoque mas comun para la sintesis de AgNPs, se aplican
agentes reductores organicos e inorganicos como citrato de sodio, borohidruro de sodio, acido

ascorbico, hidracina y ascorbato para la reduccién de iones plata (Ag*) en solucién, obteniendo
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una solucion de plata coloreada debido a los electrones libres de carga en la banda de
conduccidn y nucleos cargados positivamente (Dargo et al., 2017)

Si bien los nanomateriales se pueden obtener por diferentes rutas, las técnicas bottom up a
través de nanoreactores moleculares resultan bastante interesantes debido a su versatilidad,
entre estas se destacan los procesos que utilizan microemulsiones estabilizadas como micelas

inversas (Vidal-abarca et al., 2010).

2.6.1 Micelas Inversas. Las micelas inversas son "dispersiones™ coloidales de agua en
aceite (0 aceite en agua) estabilizadas por un surfactante en donde las moléculas surfactantes
se orientan con los grupos hidrofilicos hacia el interior, controlando asi, el crecimiento, la
dispersion del tamafio y la forma de las particulas resultantes que tienen lugar dentro de la fase
acuosa (Cushing, Kolesnichenko, & Connor, 2004) evitando procesos de aglomeracion
indeseables, mientras que los grupos no polares se orientan hacia el exterior donde se encuentra
el solvente organico como se muestra en la Figura 4; estas dispersiones termodindmicamente
estables se pueden considerar como verdaderos nanoreactores que pueden usarse para llevar a
cabo reacciones quimicas, y en particular, para sintetizar nanomateriales (Lopez-quintela,
2003) lo cual las distingue de las macroemulsiones tradicionales que son, por definicion,
termodinamicamente inestables (Cushing et al., 2004). Ademas, las microemulsiones presentan
propiedades excepcionales, tales como, tension interfacial ultra-baja, gran area interfacial,
constancia termodindmica y la capacidad de solubilizar liquidos inmiscibles(Dargo et al.,
2017). Por todo esto, esta técnica se ha extendido rapidamente para una amplia variedad de

aplicaciones industriales (Yin & Alivisatos, 2005).
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Figura 4. a) Imagen del surfactante anionico bis-(2-etilhexil)- sulfosuccinato de sodio (AQT).

b) Representacion micela inversa de AOT.
2.7 Técnicas Instrumentales

Una de las razones por las cuales la nanociencia y la nanotecnologia adquieren relevancia
es la capacidad para observar fendmenos en esta escala. Para ello se hace uso de diferentes
técnicas, que permitan obtener informacion precisa para comprender y luego disefiar
nanocompuestos. Estos nanocompuestos se presentan bajo una enorme variedad de
formulaciones, tamafios y formas: nanoparticulas, nanotubos, nanoredes, nanocircuitos,
moléculas, biomoléculas, polimeros, etc (Rojas-aguirre & Gonzélez-méndez, 2016).

En la nanotecnologia no solamente importa como es y qué tamarfio tiene el nano-objeto,
sino donde esta ubicado, quienes lo rodean, como acceder a él, como modificarlo, entre otras.
Por esto, surge la necesidad de disefiar métodos para acceder a los materiales a diferentes
escalas:

- Atémico/molecular (composicion, entorno atomico y posiciones relativas de los
atomos).

- Nanométrica (escala del nano-objeto: forma, tamafio, simetria).
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- Orientacion/Posicion en un dispositivo o sistema (conectividad, superposicion,
contacto entre objetos, en la escala de las decenas de nm).

- Agregacion e interaccion (escala de decenas de nm).

- Estructura y propiedades de la superficie (naturaleza, regularidad, propiedades de
tamano, conectividad, como cambian sus propiedades con el tamafio, con la conectividad, etc).

Hoy en dia se cuenta con un gran namero de herramientas que ayudan a comprender el
nanomundo entre las que se destacan técnicas espectroscopicas como Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR), Ultravioleta visible (UV-vis), Emision en estado
estacionario, Energia Dispersiva (EDS), Fluorescencia de Rayos X (XRF) y Dispersion
Dinamica de Luz (DLS); y las técnicas microscopicas como Microscopia electronica de barrido
(SEM), Electronica de Transmision (TEM), de Fuerza Atomica (AFM) y efecto tdnel (STM),
entre muchas otras (Soler Illia, 2009). Sin embargo, debido al limitado acceso a muchas de
estas técnicas instrumentales, en el presente trabajo se realizaran los estudios usando las
técnicas espectroscopicas FTIR, UV-vis, Fluorescencia y DLS, en conjunto con microscopia
TEM.

En general, la espectroscopia se puede definir como el estudio de la interaccién entre la
radiacion electromagnética y la materia (Takeuchi Naboru, 2009). Los atomos de cada
molécula o material vibran con frecuencias que dependen principalmente de la magnitud del
enlace entre los atomos, por eso, cada combinacion de atomos tiene una frecuencia particular,
la cual se puede usar para identificar la composicion del material, al someter la muestra a
radiacion infrarroja de diferentes frecuencias se puede observar la absorcién de la radiacion en
algunas de estas frecuencias en particular (Takeuchi Naboru, 2009), lo cual significa que la
energia es transferida al material, cambiando el modo de vibracion de las moléculas, sugiriendo
asi, qué tipo de interacciones se tiene en la muestra. También se puede usar luz ultravioleta, o

luz visible, para estudiar materiales. En este caso, la frecuencia de la luz incidente no coincide
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con la frecuencia de vibracion de las moléculas, sin embargo, la radiacion puede excitar
electrones hacia altos niveles de energia y a partir de la diferencia entre las frecuencias inicial
y final se puede obtener informacion acerca del material en estudio. La fluorescencia por su
parte, es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas por la absorcién de
radiacion electromagnética y al relajarse al estado basal liberan el exceso de energia en forma
de fotones. Existen muchos tipos de espectroscopias que al igual que las que se han mencionado
anteriormente, permiten conocer distintos aspectos del nanomundo (Takeuchi Naboru, 2009).

La forma, el tamafio y poli-dispersidad de los nanocompuestos se examina por medio de
las técnicas de microscopia SEM y TEM principalmente; la primera consiste en un haz de
electrones altamente energéticos que incide sobre la muestra, provocando el choque y
penetracion de en la superficie de la misma, esto produce una serie de interacciones que
conducen a la dispersion de los electrones incidentes, o bien, provocan la emision de electrones
secundarios por la muestra; los electrones dispersados y secundarios son recolectados en
detectores especificos y transformados en una imagen de la superficie del material. Por su parte
TEM, consiste en un haz de electrones acelerados y proyectados sobre una muestra
(previamente depositada en una rejilla de cobre), mediante un sistema de lentes magnéticas
condensadoras y objetivo. Una parte de los electrones son dispersados selectivamente por la
muestra, otros transmitidos, y todos ellos son conducidos y modulados por unas lentes
proyectoras sobre una pantalla fluorescente para formar una imagen final aumentada de la
muestra. De manera similar, el tamafio y polidispersidad de particulas en esta escala, se puede
realizar por medio de DLS, la informacion que se obtiene corresponde a la cantidad de luz
dispersada en 90° por las particulas suspendidas en un liquido en constante movimiento

browniano.
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3. Estado del Arte

El estudio de las NPs est4 en constante avance debido a sus diversas aplicaciones en
multiples sectores de la industria y la academia. Entre ellos, la medicina, especificamente en
salud publica, es un sector que combate grandes problematicas que impactan a toda la sociedad,
en donde uno de los problemas mas importantes estd relacionado con las enfermedades
infecciosas causadas por microorganismos patdégenos. En este sentido, la nanotecnologia ha
sido una buena alternativa mediante estudios antimicrobianos con nanoparticulas, dentro de las
cuales, las AgNPs han demostrado alta actividad bactericida, produciendo una mortandad del
99,9% con sblo pequefias dosis de estas (Constanza Florez, 2014), siendo esto de gran
relevancia teniendo en cuenta que hoy en dia, el mal uso y el abuso de antibi6ticos
convencionales ha generado microorganismos resistentes, suponiendo una amenaza cada vez
mayor.

El nimero de enfermedades ocasionadas por estos microorganismos multirresistentes ha
incrementado considerablemente en la Gltima década, segun la Organizacién Mundial de la
Salud cada afio 480000 personas presentan tuberculosis multirresistente. Esta
farmacorresistencia empieza a comprometer los tratamientos contra importantes patologias
como el VIH y el paludismo (OMS). Entre los microorganismos multirresistentes se encuentran
bacterias, virus y algunos parasitos, que generan mutaciones y adquisicion de genes, que trae
como consecuencia la resistencia a farmacos. Estudios recientes han demostrado el poder
bactericida de AgNPs frente a cepas patogenas de Escherichia coli O157:H7 y Staphlococcus
Aureus Resistente a la Meticilina (SARM) con AgNPs de 55 nm, obteniendo valores de CMI
y CMB de alrededor de 0,25 g/mL y 1 mg/mL, respectivamente (Paredes, Ortiz, & Torres,
2014). Sin embargo, la nanociencia sugiere la reduccion de tamafio de los materiales para una

mayor eficacia, lo que ha desembocado en estudios de AgNPs en el rango de 10-15 nm con
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mayor estabilidad y actividad antibacteriana siendo mas eficiente contra bacterias gram-
negativas (Shrivastava et al., 2007). Yu-Guo y colaboradores sintetizaron AgNPs esféricas de
11 nm de didametro y evaluaron su actividad frente dos bacterias patdgenas multirresistentes,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, que se aislaron a partir de muestras de
leche producidas por cabras infectadas con mastitis, obteniendo concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) de AgNPs de 1 y 2 ug/mL, respectivamente (Yuan, Peng, & Gurunathan,
2017).

Por otra parte, una de las principales cepas fangicas con mayor resistencia antibidtica es
la C. albicans, presentando resistencia del 50% para fluconazol y resistencia a itraconazol a los
32 ug/mL con valores de CMIsoy CMlgoa los 34 y 47 y 36 y 49 ug/mL, respectivamente (Marie
B. Coyle, 2015). Diferentes autores han sintetizado AgNPs esféricas con tamafios medios de
19 nm y carga superficial positiva por métodos amigables con el medio ambiente, y cisteina
como agente reductor. Estos investigadores evaluaron la actividad antifingica frente a especies
de Candida resistentes a fluconazol, cepas de Candida krusei y Candida glabrata, y
determinaron la concentracion inhibitoria minima (CIMsg) y la concentracion minima
fungicida (CMF) de 0,1 pg/mL AgNPs para todas las especies, y CMF de 0,25 y 0,5 pg/mL
para C. glabrata y C. krusei, respectivamente (Artunduaga John, 2014).

Diferentes metodologias se han desarrollado para la sintesis de NPs con el fin de estudiar
su efecto y encontrar la mayor eficacia de las mismas en las respectivas aplicaciones; D.K.
Bozanic et al., sintetizaron AgNPs estudiando dos metodologias diferentes que incluian
calentamiento rapido (usando radiacion por microondas) y lento (convencional) de las mezclas
de reaccion, en donde los resultados revelaron que las propiedades Opticas de los
nanocompuestos dependen fuertemente del método de preparacion, ademas de exhibir
propiedades antimicrobianas ligeramente diferentes (Dimitrijevi, Bibi, Luyt, & Djokovi, 2011).

No obstante, la evolucién de la técnica de microemulsién en los ultimos afios se ha evidenciado
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gracias a los mecanismos de control del tamafio de particula, a saber, el control mediante
microemulsiones apropiadas y el control mediante la adsorcion de surfactante (Lopez-quintela,
2003).

Uno de los entornos més vulnerables a la contaminacion por microorganismos es el
ambiente hospitalario, en el cual el agua, el aire, la comida y las superficies de materiales como
los textiles pueden representar sustratos para la proliferacién microbiana y por lo tanto ser
fuente importante de bacterias, virus y hongos que pueden contaminar a los pacientes y al
personal clinico (LApez-cerero, 2014). Debido a esto, ha surgido la necesidad de formular
textiles con capacidades antimicrobianas, H. J. LEE y colaboradores investigaron el efecto
antibacteriano de la solucién coloidal de plata nanométrica contra S. aureus y K. pneumoniae
depositando la solucién en telas textiles por el proceso de relleno logrando que todas las telas
de algodén, tefiidas o impresas, tuvieses una excelente bacteriostasis contra S. aureus y K.
pneumoniae y una buena durabilidad de lavado (Lee, Yeo, & Jeong, 2003). Por su parte, llana
Perelshtein et al., depositaron AgNPs mediante irradiacion con ultrasonidos en la superficie de
diferentes tejidos (nylon, poliéster y algodon) investigando el rendimiento de las telas
recubiertas con nanoplata como agente antibacteriano, y se demostré el excelente efecto
bactericida, ademas de presentar bajos costos y nula toxicidad en los materiales involucrados
(Perelshtein, llana & Applerot, Guy & Perkas, Nina & Guibert, Geoffroy & Mikhailov, Serguei
& Gedanken, 2008). Algunos estudios recientes de AgNPs soportadas en textiles se presentan

en la Tabla 1.

Tabla 1. Estudios recientes de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las AgNPs
soportadas en textiles.

Estudios publicados Cita

Advances in Nanotechnology Based Functional,

Smart and Intelligent Textiles:

A Review (Joshi & Adak, 2018)
Applications of Nanomaterials (Al, 2013)
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(Rahamim, Aliev, Zitoun, &
Inorganic Nanowires for Sensing Applications Gan, 2018)
Antibacterial Nanoparticles (Lagesse & Parke, 2018)

4. Metodologia

Disefio metodolégico

Determinacion de las
condiciones y variables

Sintesis de AgNPs
mediante micelas
inversas

|
! |

Caracterizacion
fisicoquimica de
AgNPs

Modificacion y

Transferencia de fase ~ evaluacion
antimicrobiana de telas

Estudios
antibacterianos

4.1 Sintesis de AgNPs

Se sintetizaron nanoparticulas de plata en micelas inversas de diferente composicion,
utilizando como surfactante el 4-etilhexil-sulfosuccinato de sodio (AOT) disuelto en tolueno e
isooctano como medio externo a una concentracion 0.1M, concentracion para la formacién de
los nanorreactores. Se encapsularon 31,6 pL nitrato de plata 0.05M e hidracina y borohidruro
de sodio 0.3M como agentes reductores en los sistemas micelares nimero uno y dos
respectivamente (RMs, por sus siglas en inglés Reverse Micelles), a una relacion molar Ws=

[Reductor]/[Surfactante]=7. Los sistemas RMsl y RMs2 se mezclaron bajo agitacion
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magnética constante, permitiendo una efectiva interaccion micela-micela y la formacion de las

AgNPs, como se muestra en la Figura 5.

RMs1 +

Figura 5. Diagrama de la interaccion micelar para la formacion de las AgNPs.

4.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas se caracterizaron por espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-vis)
(Espectrofotometro UV-Vis modelo UV-1800) con celdas de cuarzo a una longitud de onda A
= 250 - 900 nm, depositando en dos celdas de cuarzo 3 mL de nanoparticulas en solucién y 3
mL de blanco (respectivamente) para realizar la blasqueda de la banda caracteristica de
resonancia de plasmon superficial de las mismas. Mediante espectroscopia de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FTIR) se analizaron las interacciones de las nanoparticulas con el
surfactante empleado en el Espectrofotometro FTIR BRUKER Tensor 27 con celda ATR a un
nimero de onda v = 1800 — 900 cm™, usando como blanco el solvente organico respectivo.
Para conocer el tamafio y morfologia de las nanoparticulas de plata, se realizé un anélisis por
dispersion dindmica de luz (DLS) (Zeta-sizer z 90) con laser Helio: Nedn a 633nm,
depositandol mL de la muestra sobre una celda de vidrio. Se realizaron un total de 6 medidas
donde cada una de ellas consistia en 10 scans, para un total de 60 scans. Por ultimo, se
realizaron medidas de microscopia electrénica de transmision (TEM) (PHILIPS CM10)
depositando 50 puL de la solucién coloidal de nanoparticulas en una rejilla de cobre recubierta

con FORMVAR (carbono amorfo y un polimero resistente a solventes organicos) hasta su
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evaporacion. Por ultimo, se realizaron mediciones de potencial Z en un equipo Zetasizer Nano,

para cada una de las soluciones preparadas luego de realizar la transferencia de fase.

4.3 Transferencia de fase de las AgNPs

Las nanoparticulas fueron llevadas a medio acuoso realizandoles dos lavados adicionando
Yy Y del volumen de nanoparticulas sintetizadas de etanol y agua respectivamente, este Gltimo
por goteo. Se obtienen dos fases, como lo indica la Figura 6, en donde la superior corresponde
a las AgNPs suspendidas en fase orgénica y la fase acuosa con el exceso de surfactante. Se

procede a la extraccion de la fase organica, la cual fue llevada a sequedad con nitrégeno (Figura

7) y por ultimo, el sélido resultante se resuspendié en agua tipo I.

Figura 7. Montaje para llevar a sequedad con nitrégeno.
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4.4 Actividad antimicrobiana

La determinacion de actividad antimicrobiana se llevé a cabo mediante pruebas de
inhibicion de crecimiento bacteriano, determinacion de concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de cada agente, utilizando SARM, S. aureus ATCC 29213 (de acuerdo con el protocolo
del Clinical and Laboratory Standards). Se realiz6 previamente un screening de actividad
antimicrobiana el cual consisti6 en el analisis y evaluacion del crecimiento de 8 distintas cepas
bacterianas en un tiempo de 18 horas, frente a las NPs sintetizadas a una concentracion de

100ppm.

4.4.1 Evaluacion de actividad antimicrobiana. La concentracion minima inhibitoria
(CMI) fue determinada utilizando el ensayo de microdilucién en caldo (Espinel-ingroff, 2004;
Paredes et al., 2014). Se prepar6 un preindculo (10% del volumen total requerido para el
ensayo) de S. aureus ATCC 29213 y SARM en caldo Mueller-Hinton diluido a la mitad; se
incubo durante 12h a 37°C y agitacion orbital de 200 rpm. Los preindculos fueron incubados
hasta alcanzar una concentracion bacteriana de 4.6 x 108 unidades formadoras de colonia/mL
(UFC/mL) de acuerdo a la escala de Mcfarland. El indculo se preparo a partir del preindculo
llevandolo al volumen final con medio estéril, obteniendo una absorbancia entre 0,07 y 0,1
equivalente a ~5 x 10° UFC. Posteriormente se realizd el seguimiento de la cinética de
crecimiento empleando 100uL de este indculo bacteriano durante 9h, en microplacas de Elisa
que previamente contenian diluciones seriadas del Nps (100, 50, 25, 10, 5, 2.5 y 1.125 ppm)
manteniendo una agitacion orbital de 200 rpm. Las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro lector de microplaca ELISA (Biorad, Imarck) a 595 nm. La CMI fue

definida como la menor concentracion de las Nps que produce una inhibicién en el crecimiento
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de bacteriano. Los valores de CMIso y CMlgo corresponden a las dosis capaces de inhibir el 50

y 90% del crecimiento bacteriano, respectivamente(Cruz et al., 2013).

45 Telas con actividad antimicrobiana

Se impregnaron telas (80% algodon y 20% poliéster) sumergiéndolas completamente y en
agitacion constante por 20 horas en las nanoparticulas generadas (Figura 8), se evalud su
adherencia mediante espectroscopia ultravioleta-visible después de dos lavados
convencionales con detergentes comerciales. Finalmente se evalud su actividad antimicrobiana
sumergiéndolas por 2 horas en el indculo microbiano y soportandolas en una placa de Agar por

24 h.

Figura 8. Impregnacion de telas con las nanoparticulas de plata obtenidas.

4.5.1 Evaluacion cualitativa de la inhibicion del crecimiento plancténico y la adhesion
a superficie. Se realizo la evaluacion cualitativa de la capacidad de las telas con AgNps de
inhibir el crecimiento de S. aureus ATCC 29213, SARM, P. aeruginosa, S. epidermidis y
Candida sp en medio liquido, asi como la capacidad de disminuir la adhesion de
microrganismos a la superficie. Brevemente, se utilizaron muestras con recubrimiento de

AgNps y sin AgNps (control de crecimiento microbiano). Cada tela se colocé en un vial de
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vidrio de 10mL con 1mL de caldo bacteriano a una concentracion de 10° UFC/mL en medio
Mueller Hinton o RPMI 1640 y se incubaron a 37°C por 12 - 16 horas. Una vez finalizado el
tiempo de incubacion se registro el crecimiento microbiano de acuerdo a la turbidez del medio
de cultivo.

Posteriormente, cada una de las telas fue lavada con agua peptonada 1%, se colocé sobre
una placa de agar BHI y se incubo a 37°C por 12 horas. Finalmente se registrd el crecimiento
de los microorganismos en el medio de acuerdo a la Tabla 2.

Tabla 2. Procedimiento del analisis del crecimiento de los microorganismos.

Inhibiciones planctonicas
Resultado -
Visualizacién
No se evidencia Se observa
crecimiento Se observa crecimiento | abundante
Descripcion bacteriano en el | bacteriano, incremento en | crecimiento
medio de cultivo, | la turbidez del medio. bacteriano, medio de
medio traslucido. cultivo muy turbio.
Adhesion
Resultado - +
Visualizacioén !
No
. . Se observan observa | Crecimiento
evidencia
L . algunas creC|m|ento abundante de
Descripcion crecimiento . .
. colonias moderado en la | bacterias
bacteriano en la . .
bacterianas. tela. adheridas a la tela.
placa de Agar.

4.5.2 Evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana de telas. Se realizo la
evaluacion cuantitativa de actividad antimicrobiana de las telas con AgNPs frente a S. aureus

ATCC 29213, SARM, P. aeruginosa, S. epidermidis y Candida spp., siguiendo la metodologia



NANOPARTICULAS DE PLATA 43

de ISO 20743 con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizaron muestras con
recubrimiento de AgNps y sin AgNps (control de crecimiento microbiano). Cada tela se coloco
en un vial de vidrio de 20mL con 1mL de caldo bacteriano a una concentracion de 10° UFC/mL
en medio Mueller Hinton (bacterias) o RPMI 1640 (hongos) y se incubaron a 37°C por 18
horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacidn, las muestras fueron sonicadas por 5 min en
1mL de PBS para recuperar las células bacterianas adheridas a la tela. Se realiz6 el conteo de
colonias en placas de agar BHI para determinar las UFC/mL en la solucién, la cual permite
determinar el porcentaje de células viables después del procedimiento experimental.
Adicionalmente, se realiz6 el conteo de la UFC/mL en el medio de cultivo para observar si
hubo inhibicion del crecimiento general o inhibicidn de la adherencia a la superficie de la tela.

Los valores de actividad antimicrobiana A fueron determinados usando la siguiente formula:

A= (1gCt—1gCo) - (IgTt—IgTo) =F -G

Donde F (IgC: — 1gCo) representa el crecimiento de la muestra control (libre de AgNPs),
IgC: es el promedio del logaritmo decimal del nimero de bacterias encontradas en la muestra
control incubada por 18 horas, mientras 1gCo es el logaritmo decimal nimero promedio de
bacterias encontradas en la muestra control en el tiempo 0. G (IgT:— IgTo) es el crecimiento en
la muestra con el recubrimiento antimicrobiano de nanoparticulas, donde IgT: es el promedio
del logaritmo decimal del numero de bacterias encontradas en la muestra control incubada por
18 horas, mientras IgTo es el logaritmo decimal numero promedio de bacterias encontradas en

la muestra control en el tiempo 0.
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5. Analisis de Resultados

5.1 Sintesisy caracterizacion de AgNPs

Se realizaron los ensayos preliminares respectivos para determinar la concentracion de los
precursores, nitrato de plata (AgNO3) y agentes reductores, de 0.05M y 0.3M. Se estudiaron
tres concentraciones molares (3,7 y 10) siendo Ws=7 la concentracion en la cual se daba la
formacion de nanoparticulas con los tamafios deseados y alta estabilidad, evitando con ello su
aglomeracion y posterior precipitacion. Los graficos UV-Vis de las nanoparticulas sintetizadas
con Ws=3y 10 se encuentran en el Apéndice A y Apéndice B para las nanoparticulas AgNPs1
y AgNPs3 respectivamente.

Como se observa en la Figura 9, se obtuvieron 4 tipos de nanoparticulas gracias a la
naturaleza de los sistemas micelares estudiados, las nanoparticulas resultantes presentaron una
coloracion e intensidad representativa de las AgNPs. Se puede observar que las nanoparticulas
exhibieron una coloraciéon amarilla utilizando hidracina (N2H4) como agente reductor, y una
coloracion naranja utilizando borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor. Asi mismo
se evidencia un cambio en la intensidad de este segin el solvente orgéanico utilizado. Las
nanoparticulas sintetizadas se rotularon segin la Tabla 3.

Tabla 3. Rotulaciéon de las diferentes nanoparticulas obtenidas segun la naturaleza de los
sistemas organizados estudiados.

SOLVENTE ORGANICO

AGENTE

REDUCTOR Tolueno Isooctano
Hidracina AgNPs1 AgNPs3
Borohidruro de sodio | AgNPs2 AgNPs4
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Figura 9. Nanoparticulas de plata sintetizadas en micelas inversas utilizando como solvente
organico A) Tolueno y B) Isooctano, con dos agentes reductores i) N2H4 vy ii) NaBH4,

marcadas respectivamente como AgNPs1, AgNPs2, AgNPs3 y AgNPs4.

Las nanoparticulas obtenidas fueron analizadas por espectroscopia UV-Vis con el fin de
determinar su banda de plasmén superficial caracteristica, espectroscopia IR para evaluar su
interaccion con el surfactante, el cual presenta 3 bandas caracteristicas mostradas en la Figura
10, microscopia de transmision electronica (TEM) y dispersion dinamica de luz (DLS) para
determinar la forma y distribucion del tamafio de particula. Finalmente, se determiné la carga

superficial de las AgNPs mediante mediciones del potencial zeta.
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Figura 10. Espectro IR del AOT.

5.1.1 AgNPs en Tolueno. Se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion de

las AgNPs sintetizadas en el sistema Tolueno/AOT.
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Figura 11. Espectro UV-vis de las AgNPs1 (—) y AgNPs2 (-).
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En la Figura 11 se aprecia el espectro ultravioleta visible de las AgNPs1 y AgNPs2 a una

relacion molar Ws=7, usando como blanco el sistema micelar Tolueno/AOT encapsulando

agua a la misma relacion molar. Como lo indica el espectro, las AgNPs1 presentan una banda

de resonancia del plasmén superficial alrededor de los 400 nm representativa de las AgNPs, su

forma gaussiana y perfilada sugiere la formacion de nanoparticulas monodispersas y esféricas.

Por otra parte, las AgNPs2 presentan una banda ancha de baja intensidad, ademéas de un

corrimiento a los 412nm; lo anterior sugiere la formacion de nanoparticulas de un tamafio

mayor y/o altamente polidispersas.
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Figura 12. Espectros FTIR de las AgNPs1 y AgNP
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La Figura 12 muestra el espectro IR de las nanoparticulas encapsuladas en los
nanorreactores moleculares. Las bandas en 1243cm™, 1220cm™ y 1048cm (aprox) pertenecen
a la absorcion del grupo sulfonato (SOs) de estiramiento asimétrico y simétrico,
respectivamente. Se puede observar un cambio en la sefial asimétrica del SO3™ del AOT con
respecto a la Figura 10; teniendo en cuenta que la relacion asimétrica de esta banda corresponde
a la distancia entre el cation sodio y los grupos polares del surfactante, la disminucion de la
asimetria de estas sefiales sugieren un aumento en dicha distancia debido a la adsorcion de los
iones sulfonato en la superficie de las AgNPs, ofreciendo estabilidad a la nanoparticula a través
de interacciones electrostéticas (Bartlett John R. & Woolfrey James L., 1995 ).

Asi mismo, la banda en los 1735 cm™ corresponde a la sefial del grupo carbonilo del
surfactante AOT modificada a causa de las interacciones electrostaticas entre otras moléculas

de AOT en la interfase y las nanoparticulas formadas.



NANOPARTICULAS DE PLATA 49

A)

~4 nm

Statistics Graph (8 measurements)

20

Mumber (Percent)

100 1000 10000
Size (d.nm})

|i Wean with +-1 Standard Deviation error bar|

~ 281 nm

Statistics Graph (6 measurements)

1 10 100
Size (d.nm)

10000

[ Mean with +/-1 Standard Deviation error bar|

Figura 13. Histograma de distribucion de tamafio de particula y micrografia TEM A) AgNPs1

y B) AgNPs2.

Con el fin de evaluar el tamafio de las nanoparticulas obtenidas se realizé un analisis por
DLS, en la Tabla 4 y la Figura 13, se muestran los valores de tamafio y distribucion promedio

de los diametros hidrodindmicos, junto con la imagen TEM de las AgNPs1 y AgNPs2.
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Tabla 4. Datos obtenidos por DLS de las A) AgNPs1y B) AgNPs2, a una relacién molar Ws=7.

A) B)
No. Tamafio No. Tamaiio
Medicion Pl (nm) © Medicion Pl (nm) ©
1 04 95,9 +0,8 1 0,3 269,0 |+59,7
2 0,3 3,1 +0,6 2 0,4 269,0 |+66,4
y o o o 3 04  |2759 710
, : 0, 4 0,4 2850 |+66,1
5 0,4 4.4 +0,8
5 0,4 2892 |+76,3
6 0,4 4,0 +0,9 o 1z789
Promedio | 4,0 6 _ 0.3 301, -
Promedio | 281,5

Seguln los datos obtenidos, se obtuvieron nanoparticulas de un tamafio promedio de 4,0
nm, altamente monodispersas y una morfologia esférica. Lo anterior sugiere que las AgNPs1
son nanoparticulas independientes unas de otras y altamente monodispersas. En el caso de las
AgNPs2, se puede observar que presentan un tamafio promedio de 281,5 nm, sin embargo, la
imagen TEM sugiere tamafios menores alrededor de 20 y 30nm, esta diferencia puede deberse
a una aglomeracion de las nanoparticulas en solucién al momento de tomar el DLS ya que se
encuentran en constante movimiento browniano por lo que al momento de la incidencia del

laser puede estar captando méas de una nanoparticula a la vez.

5.1.2 AgNPs en Isooctano. Se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion de

las AgNPs sintetizadas en el sistema Isooctano/AOT.
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Figura 14. Espectro UV-Vis AgNPs3 y AgNPs4.

En la Figura 14 se aprecia el espectro ultravioleta visible de las AgNPs3 y AgNPs4 a una
relacion molar Ws=7, usando como blanco el sistema micelar Isooctano/AOT encapsulando
agua a la misma relacion molar. Como lo indica el espectro, las AgNPs3 presentan una banda
gaussiana de resonancia del plasmon superficial alrededor de los 400 nm representativa de las
AgNPs, su forma sugiere la formacion de nanoparticulas monodispersas y esféricas. A
diferencia de la banda para las AgNPs4, la cual presenta un ancho de banda considerable y baja

intensidad, ademas de un corrimiento a los 410nm; lo anterior sugiere la formacion de

nanoparticulas de un tamafio mayor.
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Figura 15. Espectro FTIR de las AgNPs 3 y AgNPs4 A) espectro de1350cm-1 a 950cm-1y B)
espectro de 1800cm-1 a 1650cm-1.

Por su parte, la Figura 15 muestra el espectro IR de las nanoparticulas encapsuladas en los
nanorreactores moleculares. Las bandas entre 1250cm™ y 1220cm™ pertenecen a la absorcion

asimétrica del grupo sulfonato (SO3") y la banda en 1047cm™ (aprox) a la tension simétrica del
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mismo. Se puede observar un cambio en la sefial asimétrica del SOs del surfactante Figura 10;
teniendo en cuenta que la relacidn asimétrica de esta banda corresponde a la distancia entre el
cation sodio y los grupos polares del surfactante, la disminucion de la asimetria de estas sefiales
sugieren un aumento en dicha distancia debido a la adsorcién de los iones sulfonato en la
superficie de las AgNPs, ofreciendo estabilidad a la nanoparticula a través de interacciones
electrostaticas (Novaki & Seoud, 1998). Finalmente, en la zona de los 1735 cm’
correspondiente al C=0, lo que sugiere que las nanoparticulas estan interactuando con todas
las partes de la zona polar del tensoactivo

De manera general, se puede observar un corrimiento de las sefiales hacia mayores
nameros de onda cuando se encapsulan las nanoparticulas de plata en las micelas inversas, lo
que sugiere la existencia de interacciones superficiales especificas entre el grupo polar del

surfactante y la nanoparticula (Calandra et al., 2006).
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Figura 16. Histograma de distribucion de tamafio de particula y micrografia TEM A)

AgNPs3 y B) AgNPs4.

Tabla 5. Datos obtenidos por DLS de las A) AgNPs3 y B) AgNPs4 a una relacion molar Ws=7

A) B)

No. Tamafio No. Tamafo

Medicion | 79! mm |° Medicion|P4" [om)  [°

1 0,3 10,0 +1,8 1 0,3 9,2 +1.1

2 0,3 9.7 1,9 2 03 9,7 +1,7

j 8‘3‘ gg :—:;fj 3 0,4 9,5 1,4
! : — 4 0,4 9,5 +1,3

5 0,3 9,8 +1,9 5 04 98 19

6 0,2 9,7 +1,6 : ! =

Promedio | 9,3 6 - 0,3 8,7 *12

Promedio | 9,4

Como se puede observar en las Tabla 5 y los histogramas en la Figura 16, las AgNPs 3 y
4 tiene un tamafio promedio cercano a los 9nm, con alta monodispersidad y morfologia esférica

segun las micrografias TEM.

5.1.3 Derterminacion del Potencial Zeta. Por ultimo en la Tabla 6 se pueden observar

los valores de potencial zeta obtenidos para las nanoparticulas sintetizadas.
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Tabla 6. Valores de potencial zeta de las AgNPs obtenidas en cada uno de los sistemas micelaes
estudiados.

Sistema micelar Potencial Zeta |o
Tolueno/Hidracina -73,5 +8,5
Tolueno/Borohidruro de sodio -57,8 +7,99
Isooctano/Hidracina -95,4 +7,3
Isooctano/Borohidruro de sodio  |-68,9 18,4

En la Tabla 6 se observa que los valores de potencial zeta de todas las nanoparticulas
sintetizadas corresponden a valores negativos, los cuales estdn asociados a la carga que
proporcionan las moléculas de AOT residuales en la superficie de la nanoparticula.

De manera general, se puede observar la importancia de la naturaleza de las micelas como
nanorreactor en la sintesis de nanoparticulas, en primero lugar es importante destacar la
importancia del surfactante, ya que es el principal causante de la forma de las nanoparticulas
debido a su estructura quimica y con ello su factor de empaquetamiento, el AOT forma micela
inversas esféricas en solventes aromaticos e hidrocarburos alifaticos sin la adicion de un
cosurfactante por lo tanto la morfologia esférica de las AgNPs es debida en gran medida al
AOT (Gutierrez, Luna, Correa, & Silber, 2014).

Por otro lado, el agente reductor juega un papel importante en la formacion de las
nanoparticulas segun su potencial y velocidad de reduccion y su relacion en concentracién con
el precursor (A. JadaJ. LangR. ZanaR. MakhloufiE. HirschS. J. Candau, 1990). El NaBH4 tiene
potencial de reduccion mas alto que la N2H4 y esto se evidencid en el proceso de sintesis, en
el cual la coloracién amarilla con hidracina demoraba en aparecer alrededor de 10 minutos,
contrario de los sistemas usando borohidruro de sodio que ocurria de manera inmediata, lo que
significa que la reaccion de reduccion de los iones Ag™ con el NaBH4 ocurren de manera
inmediata y espontanea. Adicionalmente, se conoce que la presencia del AOT ademas de jugar
un papel importante en la estabilidad de las AgNPs, también, influye en los procesos de

crecimiento de estas en presencia de iones plata, afectando asi, la velocidad de reaccién de los
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agentes reductores, asi como la forma y el tamafio final de las particulas obtenidas (Pinilla
Torres Ana Maria, 2018).

Finalmente, los resultados sugieren que el solvente orgéanico externo tiene gran
importancia en estos sistemas organizados y en la formacion de las nanoparticulas, debido a la
diferencia de resultados obtenidos con los mismos agentes reductores en las nanoparticulas
“AgNPs2 y AgNPs4”. Esto se debe, a una diferencia en el intercambio del material tras la
colision de las micelas y la rigidez de la capa del surfactante, los cuales, a su vez, dependen en
gran medida de la naturaleza del solvente organico externo a través de su penetracién en la
capa del surfactante y el efecto resultante sobre las propiedades de esta capa. Un aumento en
la longitud de la cadena del surfactante disminuye el tamafio de las gotas de agua, un aumento
en la longitud de la cadena del solvente (alcano) resulta en una variacion opuesta en las
microemulsiones w/o cuya estabilidad esta determinada por interacciones entre gotas (D.
Langevin, 1992). Por lo tanto, la extension del tamafio de las micelas depende de la longitud
de la cadena de hidrocarburos, el tamafio es mayor para los alcanos mas cortos. Esto puede
entenderse en términos de penetracion del solvente en el surfactante, los alcanos de cadenas
cortas penetran en la capa, aumentan el volumen de la cola de los hidrocarburos y disminuyen
el valor del parametro de empaquetamiento. EI comportamiento de los aceites aromaticos es
similar al de los alcanos de cadena corta (D. Langevin, 1992), por lo que los sistemas con
tolueno como solvente organico presentan mayor rigidez y una interaccion micelar mayor en
un solo plano, generando asimismo, canales intermicelares mas estrechos e inestables. Caso
contrario, los sistemas usando isooctano como solvente organico presentan resultados similares
en las nanoparticulas sintetizadas con los dos agentes reductores estudiados debido a la
estabilidad proporcionada en la interaccion entre micelas proporcionado. Se puede concluir que
las micelas inversas de AOT / isooctano proporcionan no solo un método ideal para la

preparacion de nanoparticulas metalicas, sino también un estabilizador favorable para las
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particulas metélicas, para evitar un mayor crecimiento y precipitacion del nucleo de

nanoparticulas (Sun, Qiu, Liu, & Miao, 2009).

5.2 Estudios Antimicrobianos de las AgNPs sintetizadas

5.2.1 Actividad antimicrobiana. La Tabla 7 muestra los resultados del screening
antibacteriano de las nanoparticulas sintetizadas en los sistemas de Tolueno e Isooctano usando
hidracina como agente reductor frente a 8 cepas bacterianas.

Tabla 7. Resultados de la actividad antibacteriana de las AgNPsl y AgNPs3 a una
concentracion de 100ppm.

Bacterias Porcentaje de inhibicion
AgNPs1 AgNPs3
E. coli O157:H7 6% 2%
S. enteritidis 1% 1%
S typhymurium 6% 1%
P. aeruginosa 99% 93%
E. coli ATCC 25922 7% 1%
S. aureus ATCC 29213 |99% 99%
SARM 22% 19%
S. epidermidis 99% 99%

En la Tabla 7 se presentan los resultados del screening antibacteriano de las nanoparticulas
AgNPs1 y AgNPs3 frente a E. coli O157:H7, S. enteritidis, S. typhymurium, P. aeruginosa, E.
coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 y S. epidermidis. Se puede observar que las AgNPs
presentan una alta inhibicion del crecimiento frente a S. epidermidis, S. aureus ATCC 29213 y
P. aeruginosa, lo cual sugiere un mecanismo inespecifico de accion por parte de las
nanoparticulas, puesto que presentaron una inhibicién del crecimiento a dos bacterias gram
positivas (+) y una bacteria gram negativa (-), por lo tanto, las AgNPs pueden estar

interactuando con la pared celular o incluso directamente con la superficie de la membrana
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plasmatica, lo que podria generar alteraciones en las funciones primarias como la

permeabilidad y respiracion (Panacek Ales, Kvitek Libor, Prucek Robert, Kolar Milan, 2006).

La Tabla 8 muestra los resultados de la actividad de concentracién minima inhibitoria de
las nanoparticulas de plata sintetizadas frente a S. aureus ATCC 29213 y SARM.

Tabla 8. Resultados CMIsg y CMIgo para las nanoparticulas sintetizadas frente a S. aureus

ATCC 29213 y SARM.

S.aureus ATCC 29213 SARM

MIC50 MIC90 MIC50 MIC90
AgNPs1 | 50ppm 100ppm 25ppm 100ppm
AgNPs2 | 50ppm 100ppm S0ppm 100ppm
AgNPs3 | 2.5ppm Sppm 2.5ppm S5ppm
AgNPs4 | 1.12ppm 2.5ppm 1.25ppm 2.5ppm
AOT >100ppm >100ppm >100ppm >100ppm

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los estudios de la concentracion minima
inhibitoria de las AgNPs frente a dos diferentes cepas bacterianas de S. aureus. Se evidencia
actividad antimicrobiana de las nanoparticulas evaluadas, observandose una inhibicion
significativa del crecimiento de las AgNPs3 y AgNPs4 contra ambas cepas de S. aureus. No
se evidencia diferencia significativa entre las concentraciones minimas inhibitorias en SARM
y S. aureus ATCC 29213 de las AgNPs3 lo cual puede indicar que posee un mecanismo de
accion o blanco comun a ambas cepas del microorganismo. Las nanoparticulas 3 y 4 poseen
actividad antimicrobiana significativa comparada con la reportada en la literatura la cual se
encuentra entre 25ppm y 100ppm (Du et al., 2019). Los resultados antibacterianos de las
nanoparticulas pueden ser influenciados por la estabilidad inicial proporcionada por la
composicion de los nanoreactores, sin embargo, en fase acuosa las nanoparticulas presentan
propiedades fisicoquimicas diferentes las cuales podrian estar siendo la causa de dicha

actividad. Las gréaficas de cinética de crecimiento de S. aurreus ATCC 29213 y porcentaje de
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inhibicion y viabilidad de las AgNPs frente a ella pueden observarse en los Apéndice C al

Apéndice F.

5.2.2 Evaluacion de la inhibicién del crecimiento plancténico y la adhesion a superficie
en cepas bacterianas. A continuacion se presentan los resultados de los ensayos cualitativos
y cuantitativos de la inhibicion del crecimiento bacteriano de las cepas SARM, Staphylococcus
aureus ATCC29213, P. aeruginosa y S. epidermidis en telas dopadas con nanoparticulas de
plata.

Tabla 9. Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de recubrimientos de AgNPs

frente a cepas de bacterianas.

Microorganismo | Muestra AgNPs1 | AgNPs2 | AgNPs3 | AgNPs4 | Blanco
SARM Crecimiento | ++ + ++ ++ ++
plancténico
Adhesion +++ +++ +++ ++ +++
S. aureus Crecimiento | ++ ++ ++ ++ ++
planctonico
Adhesion +++ +++ +++ ot F++
P. aeruginosa Crecimiento | - - ++ ++ ++
plancténico
Adhesién + + +++ -+ 4+
S. epidermidis Crecimiento | + + ++ ++ —
plancténico
Adhesion + +++ +++ ++ +++

++ 0 +++: Crecimiento cualitativo de la cepa estudiada

+: Crecimiento cualitativo leve de la cepa estudiada

-: No crecimiento de la cepa estudiada (Inhibicion)

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos en la inhibicion cualitativa del crecimiento
bacteriano de las nanoparticulas de plata frente a las 4 cepas bacterianas que presentaron una
mayor inhibicion en solucion. Es importante destacar la nula inhibicion del blanco en el

crecimiento de las bacterias, esto indica que las inhibiciones presentadas por las nanoparticulas

frente a las bacterias, podrian deberse a la accién propia de las NPs.
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Tabla 10. Reduccidn logaritmica del crecimiento de las cepas bacterianas adheridas a las telas

con recubrimiento de AgNPs.

Muestra AgNPs1 | AgNPs2 | AgNPs3 | AgNPs4
Reduccion | SARM -0,013 | 0,006 -0,496 | -0,468
logaritmica

S. aureus 0,906 0,903 0,758 1,053

P. aeruginosa 2,734 3,122* | 1,543 -0,327

S. epidermidis 2,283 -0,041 | 0,799 2,666

*Se considera significativa una RL si es >3.

5.2.3 Evaluacion de la inhibicion del crecimiento plancténico y la adhesion a
superficie en cepas fungicas. A continuacién se presentan los resultados de los ensayos
cualitativos y cuantitativos de la inhibicion del crecimiento fungico de las cepas Candida
albicans ATCC, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC, Candida tropicalis
Al, Candida glabrata A2 y Candida albicans Al en telas dopadas con nanoparticulas de plata.
Tabla 11. Evaluacion cualitativa de la actividad antifingica de recubrimientos de AgNPS

frente a cepas de Candida.

Microorganismo | Muestra AgNPsl1 | AgNPs2 | AgNPs3 | AgNPs4 | Blanco
C. albicans ATCC | Crecimiento | + ++ + ++ ++

plancténico

Adhesién + ++ +++ o+ 4+
C. krusei ATCC | Crecimiento | ++ + ++ - ++
6258 plancténico

Adhesion ++ ++ ++ + 4+
C. parapsilosis | Crecimiento | ++ ++ ++ ++ ++
ATCC plancténico

Adhesion +++ ++ +++ - +++
C. tropicalis Al Crecimiento | + - ++ ++ ++

plancténico

Adhesién ++ + + + 4+
C. glabrata A2 Crecimiento | ++ - - - ++

plancténico

Adhesion + - - + t
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C. albicans Al Crecimiento | ++ ++ ++ ++ ++
plancténico
Adhesion ++ ++ +++ +++ +++

++ 0 +++: Crecimiento cualitativo de la cepa estudiada

+: Crecimiento cualitativo leve de la cepa estudiada

-: No crecimiento de la cepa estudiada (Inhibicion)

Tabla 12. Reduccion logaritmica del crecimiento de las cepas de candida adheridas a las telas

con recubrimiento de AgNPs.

Muestra AgNPsl1 | AgNPs2 | AgNPs3 | AgNPs4
C. albicans ATCC 2,982 0,279 0,006 0,329
C. krusei ATCC 6258 0,358 0,071 0,153 4,744*
Reduccion C. parapsilosis ATCC 0,040 2,331 -0,677 2,382
logaritmica | C. tropicalis Al 0,680 0,247 6,233* | 1,983
C. glabrata A2 -0,029 | 5,690* 4,380* | 5,548*
C. albicans Al 2,855 0,186 -0,100 | 3,862*

*Se considera significativa una RL si es >3.

Las imagenes de los resultados de las pruebas cualitativas en telas se muestran en los
Apéndice G, Apéndice H, Apéndice I, Apéndice J, Apéndice K, Apéndice L, Apéndice M,
Apéndice N, Apéndice O y Apéndice P para las distintas cepas bacterianas y fungicas.

La actividad antimicrobiana de las telas fue evaluada frente a 4 cepas bacterianas, 3 Gram
positivas y una Gram negativa, de forma cualitativa y cuantitativa. Todos los recubrimientos a
excepcion de AgNPs 1 tuvieron actividad antimicrobiana significativa frente al menos 2 de las
cepas de estudio. El sistema AgNPs1 inhibio el crecimiento en las pruebas cualitativas de
crecimiento planctonicos y de adhesion en las cepas de P. aeruginosa, S. epidermidis y C.
albicans ATCC. Sin embargo, esta inhibicion no fue mayor a 3 reducciones logaritmicas (2,73;
2,28 y 2,98) lo cual puede indicar que se requiera recubrimiento con una concentracion mas
alta para alcanzar un RL >3. La inhibicion del crecimiento en el medio de cultivo puede ser
atribuida a la liberacion de nanoparticulas al medio, por lo cual para estudios posteriores se
recomiendan ensayos que determinen el deterioro del recubrimiento con el tiempo y el lavado

del material.
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Las AgNPs 2 presentaron actividad frente a P. aeruginosa en todas las pruebas realizadas
a nivel cualitativo y cuantitativo, indicando una actividad antimicrobiana constante que se
permea incluso al medio de cultivo. Este microorganismo es un patdégeno nosocomial de
importancia clinica, por lo cual el sistema puede analizarse para aplicaciones en otras
superficies como material quirtrgico. Asi mismo, presento una actividad antifingica
significativa (RL >5) contra el aislado clinico C. glabrata Al. A pesar de no presentar
resultados concluyentes en la prueba cuantitativa para los de mas microorganismos evaluados,
el sistema 2 presenta actividad en las pruebas cualitativas frente S. epidermidis, C. krusei
ATCC 6258 y C. tropicalis, lo cual indica que concentraciones mas altas de AgNPs en el
recubrimiento puede aumentar el espectro de accion antimicrobiano.

El sistema AgNPs3 obtuvo Unicamente actividad antifingica contra C. tropicalis y C.
glabrata en las pruebas cualitativas como cuantitativas, indicando un posible uso como
antimicotico. Finalmente el sistema AgNps 4 presenté actividad antimicrobiana con un RL >3
contra 3 de las 6 especies de candida (C.glabrata, C. tropicalis y C. krusei) y una actividad

fungistatica evidenciada en la evaluacion cualitativa contra C. parapsilosis ATCC.

6 Conclusiones
Se sintetizaron nanoparticulas de plata altamente monodispersas, esféricas con didmetros
menores a 10 nm mediante micelas inversas en los sistemas Tolueno/AOT/Hidracina —
Isooctano/AOT/Hidracina — Isooctano/AOT/Borohidruro de sodio y menores a 30 nm en el
sistema Tolueno/AOT/Borohidruro de sodio.
Las nanoparticulas obtenidas fueron caracterizadas a traves de técnicas espectroscopicas,
microscopicas y de dispersion, dando informacion sumamente interesante respecto a sus

propiedades fisicoquimicas.
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Se evaluo la actividad antibacteriana de las nanoparticulas AgNPs1 y AgNPs3, mediante
la inhibicion del crecimiento de 8 cepas diferentes de bacterias obteniendo un porcentaje de
inhibicion >90% frente a P. aeruginosa, S. aureus ATCC 29213 y S. epidermidis a una
concentracion de 100ppm.

De acuerdo a los resultados de MIC50 y MIC90, se determiné que el efecto de las AgNPs
sintetizadas es bacteriostatico debido a que no producen muerte celular pero si generan una
inhibicion del crecimiento. Las AgNPs4 presentaron los resultados mas significativos,
presentando un MIC50 y MIC90 de 1,12ppm y 2,5ppm para S. aureus ATCC29213 y 1,25ppm
y 2,5ppm para SARM respectivamente.

Finalmente, se realizaron los estudios cualitativos y cuantitativos de la actividad
antimicrobiana de las AgNPs soportadas en telas convencionales, obteniendo resultados de
inhibicion significativos para las diferentes cepas microbianas estudiadas, principalmente para
las cepas C. albicans ATCC, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis Al, C. glabrata A2 y C.
albicans Al, postulandolas como alternativa para el desarrollo de telas y superficies
antifangicas que limiten la adhesion y el crecimiento de microorganismos en ambientes

especificos.
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7. Recomendaciones

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de plata en fase acuosa, con
el fin de estudiar el cambio en las propiedades de las sintetizadas inicialmente y poder asi,
atribuir su actividad antibacteriana.

Se recomienda el analisis de la actividad citotoxica de las nanoparticulas sintetizadas para
determinar las concentraciones Optimas en futuras aplicaciones clinicas como ropa médica o
utensilios quirdrgicos.

Realizar micrografias SEM a las telas tratadas con las nanoparticulas y evaluadas frente a
los microorganismos, para observar el efecto bacteriostatico de las AgNPs frente a los

microorganismos estudiados.
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Apéndice A. Espectros UV-Vis de las AgNPs1 para una concentracion molar Ws=3 (-) y
Ws=10 (-)
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Apéndice B. Espectros UV-Vis de las AgNPs3 para una concentracion molar Ws=3 (-) y
Ws=10 (-)
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Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con
AgNPs1

—0—50ppm
—0—25ppm
—0-—10ppm

5ppm
—0—2,5ppm
—e—1,12ppm

S. aureus ATCC

Tiempo (h)

Porcentaje de inhibicién de AgNPs1 sobre el crecimiento de S. aureus

ATCC 29213

100,000
90,000
80,000
< 70,000
% 60,000
£ 50,000
3 40,000
& 30,000
20,000

10,000 I I I I
0,000

50,000 25,000 10,000 5,000 2,500 0,000

Concentracion (ppm)
u % de Inhibicion  m 9% de viabilidad

Concentracién 7o e, de % - de
Inhibicion viabilidad
50ppm 28,593 71,407
25ppm 28,338 71,662
10ppm 24,604 75,396
S5ppm 24,757 75,243
2,5ppm 18,21 81,79
1,12ppm 17,494 82,506

MICso: 100ppm
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Apéndice C. (a)Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AgNPs1, (b)
Porcentaje de inhibicion de AgNPs1 sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (c)
Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AgNPs a diferentes concentraciones.

Cinetica de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con
AgNps2

—0—50ppm
—0—25ppm
—o—10ppm

S5ppm
—0—2,5ppm
—o—1,12ppm

S. aureus ATCC

Tiempo (h)

Porcentaje de inhibicion de AgNPs2 sobre el crecimiento de S.

aureus ATCC 29213
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< 70,000
3 60,000
£ 50,000
& 40,000
& 30,000
20,000 I
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50,000 25,000 10,000 5,000 2,500 0,000
Concentracion (mg/mL)
m % de Inhibicion ® % de viabilidad
.. % de|% de
Concentracion |, \inicion | viabilidad
50ppm 40,489 59,511
25ppm 11,116 88,884
10ppm 9,152 90,848
5ppm 14,135 85,865
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2,5ppm 14,087 85,913
1,12ppm 22,329 77,671

MICso: 50ppm
Apéndice D. (a)Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AgNPs2, (b)

Porcentaje de inhibicion de AgNPs2 sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (c)
Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AgNPs2 a diferentes concentraciones.

Cinetica de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con

AgNPs3

0,800

IS

5

2 —0—50ppm
a

g —0—25ppm
8 —o—10ppm
g’ 5ppm
g —0—2,5ppm
% —o—1,12ppm
a

S. aureus ATCC

Tiempo (h)

Porcentaje de inhibicion de AgNPs3 sobre el crecimiento de S.

aureus ATCC 29213

100,000
90,000
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8 40,000
& 30,000
20,000

10,000 I I I I
0,000

50,000 25,000 10,000 5,000 2,500 0,000

Concentracion (mg/mL)
®m % de Inhibicion =% de viabilidad

Concentracién % e de % - de
Inhibicion viabilidad
50ppm 34,164 65,836
25ppm 24,149 75,851
10ppm 21,945 78,055
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5ppm 24,389 75,611
2,5ppm 22,616 77,384
1,12ppm 27,839 72,161

MICso: 100 ppm.

Apéndice E. (a)Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AgNPs3, (b)
Porcentaje de inhibicién de AgNPs3 sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (c)
Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AgNPs3 a diferentes concentraciones.

Cinetica de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con

AgNPs4
0,800
= —e—50ppm
n
o
o 0,400 —o—10ppm
3 5ppm
£ 0,200 PP
o —o—2,5ppm
g 0,000 —e—1,12ppm
2 0 2 § 0 8 S ATCC
a Tiempo (h) - aureus

Porcentaje de inhibicion de AgNPs4 sobre el crecimiento de S.

aureus ATCC 29213
100,000
80,000
S
' 60,000
i)
c
3 40,000
o
[a
20,000 I
50,000 25,000 10,000 5,000 2,500 0,000

Concentracion (mg/mL)
m 9% de Inhibicion ®% de viabilidad

Concentracion % e, de % - de
Inhibicion viabilidad
50ppm 49,305 50,695
25ppm 31,984 68,016
10ppm 11,787 88,213
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5ppm 12,506 87,494
2,5ppm 9,583 90,417
1,12ppm 9,775 90,225

MIC50: 50ppm

Apéndice F. (a)Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AgNPs4, (b)
Porcentaje de inhibicion de AgNPs4 sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (c)
Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AgNPs4 a diferentes concentraciones.

>4
Apéndice G. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos Frente a SARM

Apéndice H. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a S. aureus ATCC
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Apéndice |. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a S. epidermidis.

Apéndice J. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a P. aeruginosa.
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Apéndice K. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. albicans.ATCC 10231.
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Apéndice L. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. krusei. ATCC 6258.
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Apéndice M. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. tropicalis.
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Apéndice N. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. glabrata.
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Apéndice O. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. albicans Al.

—

Apéndice P. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes
recubrimientos frente a C. parapsolosis ATCC 20101.




