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Resumen

TITULO: SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO ISOTROPICAS Y
ANISOTROPICAS CON POTENCIAL ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA *

AUTOR: Maria Alejandra Guerrero Amados*=*

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de oro, micelas inversas, surfactante anidnico,
surfactante catidonico, actividad antimicrobiana.

DESCRIPCION:

En la actualidad, la nanotecnologia es un gran desafio de vital importancia en medicina y
atencion médica, que enfrenta problemas producidos por microorganismos patdgenos resistentes
a los antibioticos convencionales. Asimismo, involucra la transformacion a escala nanométrica
de las propiedades fisicas y quimicas de algunos metales nobles como el oro (Au), que presentan
efecto fototérmico y actividad antimicrobiana inclusive al depositarse en textiles convencionales
para el tratamiento de multiples enfermedades. Las nanoparticulas (NPs) pueden ser sintetizadas
utilizando diversas metodologias, que incluyen el uso de sistemas coloidales en medios de
reacciéon confinados como las micelas inversas (MIs), las cuales garantizan estabilidad
termodindmica, alta capacidad de solubilizacidon, tamafio y morfologia especifica a escala
nanométrica, que permiten potencializar sus propiedades en aplicaciones biomédicas. En este
sentido, se sintetizaron nanoparticulas de oro (AuNPs) empleando Mls de solvente
organico/AOT (1,4-bis-2-etilhexilsulfosuccinato de sodio) y solvente organico/BHDC (Cloruro
de bencil dimetil-N-hexadecil amonio). Las AuNPs obtenidas fueron caracterizadas y analizadas
por técnicas espectroscopicas, microscopicas y de dispersion, y depositadas en telas para
ensayos antimicrobianos. Los resultados mostraron AuNPs de morfologia isotropica y
anisotropica con geometrias tipo esférico, elipsoidal, triangular y pentdgono con tamafios
aproximados a 10 y 40 nm. Finalmente, en los estudios cualitativos y cuantitativos para la
actividad antimicrobiana de las AuNPs soportadas en telas convencionales, y evaluadas frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y SARM, se obtuvieron resultados de la inhibicion del
crecimiento bacteriano significativos para las AuNPS sintetizadas mediante MIs de solvente
organico/BHDC, postulandolas como alternativas para el desarrollo de vendajes, textiles o
materiales para terapias antibacterianas.

* Proyecto de grado

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Leon, Quimico,
Doctor en Quimica. Co-directores: Jorge Andrés Gutiérrez Cifuentes, Doctor en Ciencias
Quimicas
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Abstract

TITLE: SYNTHESIS OF ISOTROPIC AND ANISOTROPIC GOLD NANOPARTICLES
WITH POTENTIAL ANTIBACTERIAL ACTIVITY *

AUTHOR: Maria Alejandra Guerrero Amado*

KEY WORDS: Gold nanoparticles, reverse micelles, anionic surfactant, cationic surfactant,
antimicrobial activity.

DESCRIPTION:

Nowadays, the nanotechnology is a big challenge of vital importance in medicine and
healthcare, facing issues produced by pathogenic microorganisms resistant to conventional
antibiotics. Nanotechnology involves the transformation on a nanometric scale of the physical
and chemical properties of some noble metals such as gold (Au), which have a photothermal
effect and antimicrobial activity even when deposited in conventional textiles for the treatment
of multiple diseases. The nanoparticles (NPs) can be synthesized using various methodologies,
including the use of colloidal systems in reaction media confined as reverse micelles (RMs),
which ensure thermodynamic stability, high solubilizing capacity, size and specific morphology
nanoscale, which allow to enhance its properties in biomedical applications. In this sense, gold
nanoparticles (AuNPs) were synthesized using RMs of organic solvent / AOT (1,4-bis-2-
ethylhexylsulfosuccinate) and organic solvent / BHDC (Benzyl dimethyl-N-hexadecyl
ammonium chloride). The AuNPs obtained were characterized and analyzed by spectroscopic,
microscopic and dispersion techniques, and deposited in fabrics for antimicrobial assays. The
results showed AuNPs of isotropic and anisotropic morphology with spherical, ellipsoidal,
triangular and pentagon type geometries with approximate sizes at 10 and 40 nm. Finally,
qualitative and quantitative studies for the antimicrobial activity of AuNPs supported on
conventional fabrics were perfomed, and evaluated against Staphylococcus aureus ATCC 29213
and SARM, significant bacterial growth inhibition results were obtained for AuNPS synthesized
by RMs of organic solvent / BHDC, applying them as alternatives for the development of
bandages, textiles or materials for antibacterial therapies.

* Bachelor Thesis

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Leon, Quimico,
Doctor en Quimica. Co-directores: Jorge Andrés Gutiérrez Cifuentes, Doctor en Ciencias
Quimicas
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Introduccion

La resistencia de los microorganismos patdgenos a los antibioticos convencionales ha
generado gran preocupacion a nivel mundial, sobre todo por la aparicion y propagacion de
nuevas infecciones causadas por virus, hongos, pardsitos y bacterias multirresistentes, poniendo
no solo en peligro la salud publica (World Health Organization, 2017), sino también de sanidad
animal y del medio ambiente. Provocando un mayor aporte econdmico por parte del gobierno
para garantizar la atencion sanitaria de los pacientes infectados, empleando los recursos en
hospitalizacion y atencion médica especializada (Castillo et al., 2012; World Health

Organization, 2017).

Uno de los principales problemas a nivel mundial es la generacion de infecciones de heridas
en el periodo postoperatorio, puesto que causan enfermedades comunes como forunculosis,
impétigo e incluso enfermedades graves como neumonia, septicemia, endocarditis (Castillo et
al., 2012; Olarte et al., 2010) Estas enfermedades se le atribuyen al microorganismo
Staphylococcus aureus, patégeno Gram-positivo que se encuentra presente en la mucosa de
individuos sanos. Desde su aparicion ha reportado resistencia a los farmacos en especial a la
meticilina, antibidtico betatalactimico que era usado en el tratamiento de infecciones
provocadas por bacterias Gram-positivas productoras de betalactamasa (Fosch, Yones, Trossero,
Grosso, & Nepote, 2012; Tarai, Das, & Kumar, 2013). Otros mecanismos usados para combatir
estas enfermedades, ha sido el uso de péptidos antimicrobianos y nanoparticulas de oro de
tamafos de 25 nm, que presentan limitaciones por toxicidad y gran cantidad de uso que van de
50 a 200 ug/mL (Mohamed, Fouad, Elshoky, Mohammed, & Salaheldin, 2017) que al igual que

muchos antibioticos necesitan grandes concentraciones para producir un efecto significativo en
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los pacientes; aunque se calcula que los portadores con infecciones de Staphlylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) presentan una mortalidad mayor al 64 % frente a los pacientes

con infecciones no resistentes.

Por otra parte, las infecciones adquiridas de dicho patdégeno provienen comuinmente de
hospitales, donde se tiene una tasa de colonizacion 25.8 % (182 pacientes) y 7.2 % resistentes a
meticilina, pero en zonas de cuidados intensivos se puede obtener una colonizacion por SARM
hasta de 9.1 % (Abante et al., 2016; Fosch et al., 2012; Tarai et al., 2013), haciendo que sea una
de las bacterias mas estudiadas por su alta capacidad de colonizacion, crecimiento Yy
diseminacion. Ademas, un estudio realizado por el grupo para el estudio de la resistencia a los
antibioticos en Medellin (GERMEN), reveld la resistencia a antibidticos por las principales
bacterias como E. coli para salas de hospitalizacion con un 29.8% y en cuidados intensivos un
15.3 %, seguido de S. aureus con un 12.8 % (Londofo, Macias, & Ochoa, 2016; Montalvo,

Huaroto, Alvarezcano, Ticona, & Garcia, 2009).

El principal desafio que enfrenta la salud publica es la lucha constante contra nuevas
patologias causadas por microorganismos, dando lugar a la busqueda de nuevas estrategias
efectivas a partir de la ciencia moderna, siendo la nanotecnologia una de las mas llamativas. En
este sentido las nanoparticulas (NPs) metélicas, se destacan ya que a escala nanométrica generan
propiedades fisicas y quimicas tnicas que difieren del comportamiento clasico. Particularmente,
las nanoparticulas de oro (Au) han generado mucha atencion en los ultimos afios, debido a sus
excelentes propiedades Opticas, cataliticas y electronicas dependiendo de la forma y tamano
sintetizado, promoviendo su uso en varios campos, como espectroscopias mejoradas,
aplicaciones biomédicas que incluyen administracion de farmacos, bioetiquetado, biosensores,

terapia fototérmica y tratamientos antibacterianos. Las AuNPs presentan relativamente pocos
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estudios sobre sus propiedades antibacterianas en comparacion con las investigaciones
realizadas para las nanoparticulas de plata como agentes antimicrobianos, que a tamafos
inferiores a 10 nm exhiben un alto grado de citotoxicidad en células humanas (Gliga, Skoglund,
Odnevall Wallinder, Fadeel, & Karlsson, 2014; Sun, Qiu, Liu, & Miao, 2009; Yen, Hsu, & Tsai,
2009), sugiriendo la formaciéon de un nanocompuesto no téxico, con alta capacidad de
solubilizacion, estabilidad termodindmica y un tamafo especifico. Esto es posible mediante el
uso de sistemas coloidales o medios de reaccion confinados como micelas inversas, para generar
nanoestructuras de oro con diferentes tamafios y morfologias que interactien de forma mas
eficiente con la pared celular de la bacteria, ocasionando lisis debido a las altas tensiones
celulares o ruptura de la pared del microorganismo (Penders, Stolzoff, Hickey, Andersson, &

Webster, 2017).

Por lo anterior, este trabajo se enfoco en la sintesis de nanoparticulas de oro en el interior de
micelas inversas de diferente naturaleza para la obtencién de productos modulables en tamafio y
morfologia, con el fin de desarrollar y modificar textiles revestidos con nanoparticulas que
puedan aplicarse en prendas de vestir, vendajes medicinales e instrumentacion quirdrgica y que
sean capaces de actuar de manera efectiva en la inhibicién de crecimiento bacteriano, y sobre

cepas de Staphyococcus aureus.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas de oro de diferentes morfologias a partir de micelas inversas para

evaluar su actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus.

1.2 Objetivos Especificos

Formar micelas inversas como nanoreactores moleculares de diferente composicion con
surfactantes anionicos o cationicos en diferentes solventes organicos.

Generar nanoparticulas de oro menores a 10 nm con diferentes morfologias mediante micelas
inversas.

Determinar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas mediante
técnicas espectroscopicas, microscopicas y de dispersion.

Estudiar el efecto antibacteriano de los nanocompuestos isotropicos y anisotropicos formados

frente a Staphylococcus aureus.
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2. Marco Teorico

2.1 Nanotecnologia y Nanomateriales

Durante los ultimos afos la ciencia se ha encargado de investigar, estudiar y analizar nuevos
fenomenos, herramientas y aplicaciones que contribuyen con el desarrollo industrial,
tecnoldgico, ambiental, medicinal, entre otros. Permitiendo asi, el desarrollo de campos
“invisibles” o “microscopicos” que aluden a la visualizaciéon y manipulacion de los dtomos y
moléculas, mediante el estudio de ciencias aplicadas como la nanociencia y la nanotecnologia.
El término nanociencia se puede definir como el estudio de procesos fundamentales (analisis de
propiedades quimicas, mecénicas, eléctricas, Opticas y magnéticas) que se generan
especialmente en estructuras con tamafos entre 1 -100 nm, es decir, nanoestructuras. Por otro
lado, la nanotecnologia es el area de la investigacion encargada del disefio y desarrollo de
tecnologias a base de nanociencia (Andrada, 2012; Cao, 2004; Miller, Serrato, & Represas-
Cardenas, Jose Miguel Kundahl, 2005; Takeuchi, 2010). Esto es debido a que los elementos a
una escala nanométrica presentan un comportamiento diferente generado por el confinamiento
de los electrones, variando propiedades fundamentales como la conductividad eléctrica, color,
punto de fusion, entre otras, que son consideradas caracteristicas constantes (Cao, 2004; Liu,

2006).

La nanotecnologia se ocupa del disefio de estructuras o materiales a nivel atémico y

molecular. La dimension tipica proviene del prefijo nano, que en latin es conocido como
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“nanus”, (Takeuchi, 2010), que significa enano y en la actualidad hace referencia a lo
nanométrico (nm), es decir, un nandémetro es igual a una milmillonésima parte del metro (10
m) que equivale a 10 atomos de hidroégeno dispuestos sobre una linea uno tras de otro. Por lo
tanto, un atomo es mas pequefio que un nandémetro, pero una molécula puede ser mayor, por
ejemplo, un cabello humano que tiene un diametro alrededor de 80000 nm o el diametro de un
globulo rojo que es aproximadamente de 3000 nm (Andrada, 2012; Galo, 2009). En la Figura 1

se muestran algunos objetos con tamafios en esta escala.
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Figura 1. Escala de tamafios. (Adaptado de: Takeuchi, 2010)
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En la edad media los artesanos decidieron mezclar oro o plata con vidrio y obtuvieron
diferentes colores, que fueron usados en los vitrales de las iglesias, aunque ellos no sabian
explicar este fendmeno, hoy se sabe que fue debido a la formacién de pequenas nanoparticulas

con diametros menores a 100 nm (Takeuchi, 2010).

De acuerdo con la linea de tiempo, el concepto de nanotecnologia se introdujo por primera
vez por el fisico Richard Feynman en 1959 en su discurso “There's plenty of room at the
bottom” durante la reunion de la Sociedad Americana de Fisica (Feynman, 1960; Yadugiri &
Malhotra, 2010), dando la posibilidad de manipular la materia a escala atdmica. Pero fue, hasta
1974 cuando el profesor Norio Taniguchi mencion6 su término para describir la precision en la

elaboracion de materiales a escala nanométrica.

En los ultimos anos el desarrollo de los nanomateriales ha tenido un gran auge debido a las
propiedades que surgen, puesto que un material en escalas reducidas cambia su conductividad,
su Optica, su magnetismo y resistencia, que tienen una mayor relacion area superficial / volumen
de la particula. Ademaés, algunas propiedades de los nanomateriales también se pueden
relacionar con una fraccion de 4tomos y energias superficiales segun el confinamiento espacial.
Este ultimo se da por la restriccion de los electrones para moverse en una o mas dimensiones
espaciales o de como se encuentran ordenados los 4&tomos en el interior del material (Cao, 2004;

Galo, 2009; Miller et al., 2005).

Algunos de los cambios en las propiedades fisicas de los nanomateriales se pueden dar en la

disminucién significativa de su punto de fusion o temperatura de transicion de fase, debido a una
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enorme fraccion de atomos superficiales. De igual manera, la conduccion de electrones cambia
con el tamafio, puesto que al reducir un material su conductividad eléctrica disminuye por un
aumento en la dispersion de los electrones en la superficie. Sin embargo, en muchos
nanomateriales se puede aumentar significativamente la conduccion de electrones por un
ordenamiento en su estructura. Por otra parte, las propiedades Opticas de los nanomateriales son
diferentes de cristales a granel. Por ejemplo, en una nanoparticula semiconductora, la banda de
absorcion Optica se desplaza a una longitud de onda corta, ya que la banda prohibida conocida
como “band gap” en un nanomaterial es mayor y, por ende, se requiere una mayor energia para
pasar los electrones de la banda de valencia a la de conduccion. No obstante, en nanoparticulas
metalicas el color cambia con el tamafo de las mismas, debido a la resonancia del plasméon
superficial (RPS) y no a un proceso de absorcion, la RPS consiste en una oscilacion colectiva de
los electrones de conduccion a una energia especifica cuando interactian con la radiacion

electromagnética (Andrada, 2012; Cao, 2004; Galo, 2009).

Uno de los avances mas significativos de la nanociencia ha sido el desarrollo de
nanoparticulas de diferentes materiales tales como, ceramica, polimeros, metales nobles y
semiconductores. Estas poseen propiedades eléctricas, quimicas, estructurales y magnéticas
modulables con su volumen. Ademas, es posible controlar el método de sintesis dependiendo en
gran medida de la aplicacion que se quiera implementar. Una de las aplicaciones mas frecuentes
para las nanoparticulas son las biocataliticas como consecuencia de la gran actividad quimica y a
la capacidad de modificar facilmente su superficie (Devi et al., 2019). Las nanoparticulas
poliméricas, presentan un sistema de nanocdpsulas y nanoesferas que contribuyen

fundamentalmente a la administracion de farmacos debido a su tamafio subcelular y



NANOPARTICULAS DE AuNPs 26

biocompatibilidad, que permiten la liberacion controlada y sostenida de medicamentos. De
igual forma, las nanoparticulas cerdmicas son ampliamente usadas como portadores o vehiculos
de farmacos como resultado de sus propiedades fisicoquimicas de alta resistencia al calor,
tamafio y porosidad (Jeevanandam, Aing, Chan, Pan, & Danquah, 2017; Moreno-Vega, Gémez-
Quintero, Nufiez-Anita, Acosta-Torres, & Castafio, 2012; Thomas, Harshita, Mishra, &
Talegaonkar, 2015). Los semiconductores por sus propiedades Opticas y electronicas presentan
multiples estudios y aplicaciones como nanoelectronica, catalisis o conversion de energia,
descomposicion de contaminantes organicos, desarrollo de energias limpias, sensores,
biosensores, entre otros (Juarez, 2011). Por ultimo, la nanoparticulas metalicas como el oro,
cobre, platino, plata, paladio, rutenio, etc., han generado gran interés en las aplicaciones
biomédicas, ya qué pueden actuar como agentes antimicrobianos con un alto potencial en la
liberacion dirigida y controlada de farmacos sobre un 6rgano especifico con solo cambiar su
tamafio a nivel nanométrico, mejorando asi sus propiedades Opticas, electronicas y cataliticas

(Brust, Walker, Bethell, Schiffrin, & Whyman, 1994; Devi et al., 2019; Poole & Owens, 2007).

2.2 Métodos de Sintesis

Existen dos vias generales para la generacion de nanoparticulas y nanomateriales, “top-
down’ o sintesis de arriba hacia abajo y “bottom-up” o sintesis de abajo hacia arriba. La primera
se desarrolla mediante métodos fisicos como la molienda o el grabado. Esta ultima ocasiona la
ruptura de un solido macizo con instrumentos tales como laseres que irradian dicho solido
produciendo nanomateriales anisotropicos a escala nanométrica, por lo que esta técnica, usada

convencionalmente en litografia, puede causar dafios cristalograficos significativos e introducir
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defectos que afectan estructuralmente la superficie. No obstante, la técnica top-down ofrece
confiabilidad y produccion masiva de nanoestructuras que permiten la fabricacion de
dispositivos complejos aun cuando se requiere un gasto significativo de energia y la generacion

de residuos contaminantes (Andrada, 2012).

Por otra parte, la metodologia bottom-up, que es la mas usada en la sintesis de nanoparticulas,
consiste en la fabricacion de nanomateriales a partir de compuestos mas pequefios (dtomo por
atomo o molécula por molécula) con control termodindmico y de nucleacion. Esta técnica, estd
impulsada principalmente por la reduccion de la energia libre de Gibbs, de modo que las
nanoestructuras y nanomateriales producidos se encuentran en un estado mds cercano a un
estado de equilibrio termodinamico (Cao, 2004). Esta via de sintesis se desarrolla a través de
reacciones quimicas de reduccidn, deposicion quimica de vapor y agregacion coloidal (Liu,

2006; Yadugiri & Malhotra, 2010) (véase Figura 2) .
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Figura 2. Métodos generales de sintesis de nanoparticulas.
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La técnica bottom-up, presenta diversos métodos quimicos que utilizan reactivos en
disolucion para la sintesis de nanoparticulas. Donde existen ciertos métodos que dependen del
volumen efectivo en el que tiene lugar la reaccion como: a) método sol-gel e hidrotermal, que
tiene un volumen ilimitado para obtener una precipitacion homogénea. b) emulsiones y
aerosoles con restriccion a pequefios volimenes. Las emulsiones son dispersiones de un liquido
inmiscible en otro liquido, constituido por dos fases la dispersa (acuosa) y la fase continua
(oleosa) usadas ampliamente en la fabricacion de nanoestruturas. Sin embargo, una emulsion es
inestable por su propia naturaleza, por lo que es necesario introducir en el medio dos tipos de
sustancias, ya sea, un tensoactivo o surfactante y/o un espesante. Dependiendo del tamafio de la
fase dispersa las emulsiones pueden distinguirse como microemulsion o nanoemulsion (Padua &

Wang, 2012).

Las microemulsiones son sistemas micro-heterogéneos, que a simple vista presentan una sola
fase, siendo consideradas como soluciones homogéneas por ser traslucidas en escala
macroscopica. Es preciso mencionar, que los sistemas micro-heterogéneos son
termodindmicamente estables e isotropicos (Nudelman, 2004). Por el contrario, las
nanoemulsiones son sistemas que no se encuentran en equilibrio termodindmico y que tienen
tendencia espontanea a separarse de las fases que lo conforman. Sin embargo, pueden poseer
una estabilidad en suspension relativamente alta debido a que son emulsiones de tamafio
nanométrico y tiene la capacidad de estabilizarse con una reducida cantidad de emulsionantes o
surfactantes que disminuyen la tension interfacial y le permiten tener un aspecto traslucido como

las microemulsiones (Gutiérrez et al., 2008; Padua & Wang, 2012).
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Por lo anterior, las nanoemulsiones permite la preparacion de nanoparticulas del tamafo
deseado y de forma controlada empleando surfactantes anidnicos, cationicos o anfoteros. Estas
moléculas se componen de una parte polar y no polar. La parte polar conocida como cabeza
hidrofilica contiene heterodtomos (O, S, N Y P) unidos a grupos funcionales como alcohol,
éster, tiol, éter, amida y aminas; la cola que se caracteriza por ser no polar, es decir, hidrofobica,
generalmente es un hidrocarburo alifatico o aroméatico. Los surfactantes pueden compatibilizar
con compuestos polares y no polares permitiendo la formacion de soluciones en una sola fase,
garantizando una autoagregacion espontdnea y asi un sistema homogéneo, que al ser expuestas
en disolventes orgéanicos tanto polares como no polares forman micelas inversas, micelas

directas, liposomas, vesiculas, entre otras como se observa en la Figura 3.

Vﬁ?ﬂ fu: orgénica

monocapa micel normal micel inversa

AL

Figura 3. Representacion simplificada de estructuras organizadas en diferentes medios.

(Adaptado de: Nudelman, 2004).
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2.2.1 Micelas Inversas (Mls). Las micelas son agregados moleculares (Nudelman, 2004),
que poseen un ordenamiento de las moléculas del surfactante en el medio, de tal forma que los
grupos polares se orientan hacia el interior, mientras que los no polares hacia afuera donde se
encuentra el solvente organico de baja polaridad. Las micelas inversas constan de tres regiones:
una microfase acuosa interna denomina corazon polar; la interfaz (region en donde se ubican los
grupos cabezas polares y contraiones del surfactante) y la fase organica externa (solvente no
polar) (véase Figura 4) (Harris, Gaster, & Gelabert, 2019; Nudelman, 2004). La formacion de
estos agregados moleculares se caracteriza por ser isotropicos, es decir, poseen estructuras de
forma homogénea. Pero a la vez son sistemas versatiles que permiten modificar la cristalizacion
de los nanocompuestos, dando como resultado estructuras isotropicas o anisotropicas (Cushing,

Kolesnichenko, & Connor, 2004; Yin & Alivisatos, 2005).

Moléculas del surfactante

——»Cabeza polar
— Colas apolares

»Corazén polar

Fase orgénica externa

Figura 4. Representacion de las regiones de las micelas inversas.

La formacion de micelas es una asociacion cooperativa donde a partir de una concentracion

micelar critica las moléculas del surfactante se agregan para formar un sistema organizado.
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Ademads, pueden encapsular diferentes cantidades de precursores segin su relacidon molar:

precursor disuelto en agua / surfactante, definido como Wo.

__ [Agual |
# [Furfactante] ° )

Los principales estudios de las micelas inversas se ven impulsados por el tamaiio de la
cavidad interior y la curvatura de la interfaz micelar, puesto que son factores influyentes en la
reactividad de estos sistemas, los cuales controlan variables como las concentraciones de
reactivos, es decir, la ubicacién de estos dentro de la cavidad, el tamafo y forma de
nanocompuestos que puedan ser sintetizados en su interior. Por ello, los nanoreactores son
sistemas de vital importancia para la sintesis y desarrollo de nanoestructuras con propiedades
quimicas y fisicas unicas, de gran interés en las aplicaciones quimicas y bioldgicas (Correa et

al., 2004; Moilanen, Levinger, Spry, & Fayer, 2007).

En los tltimos afios los surfactantes anionicos y catidnicos mas usados para la formacién de
MIs tanto en presencia como ausencia de cosurfactantes son el 1,4-bis-2 etilhexilsulfosuccinato
de sodio (AOT) y cloruro de bencil-n-hexadecildimetilamonio (BHDC), respectivamente, los

cuales se representan en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura molecular del AOT y BHDC.

El AOT es un surfactante capaz de formar micelas inversas en diferentes medios no polares.
Su estructura le da propiedades especiales sobre todo por presentar una cadena carbonada que
confiere solubilidad en la fase acuosa, a temperatura ambiente, ademads, tiene la capacidad de
solubilizar una alta cantidad de agua con valores de Wo=40-60 segtin el medio no polar en el que
se encuentre (Blach & Martinez, 2017; Correa et al., 2004; Gutierrez, Luna, Correa, Silber, &
Dario Falcone, 2015; Nudelman, 2004). Las micelas inversas formadas con AOT son esféricas,
ideales para exhibir efectos de confinamiento tridimensionales (Harris et al., 2019; Silva,
Correa, Silber, De Rossi, & Fernandez, 2014). Al ser un surfactante no toxico, es usado en
preparaciones farmacologicas y bioldgicas. Las micelas inversas formadas por BHDC en
comparacion al AOT solo pueden solubilizar el agua hasta un Wo=20, segtin su solvente externo.
En estas MIs las propiedades interfaciales se compartan de manera similar a la de otros
nanoreactores inversos, debido a que el agua ubicada en el corazén polar del BHDC, muestra sus

propiedades caracteristicas del agua en masa, solo cuando se alcanza una cantidad de agua



NANOPARTICULAS DE AuNPs 33

mayor a la necesaria para la solvatacion del surfactante (Correa et al., 2004; Silva et al., 2014).
Por lo tanto, las propiedades del agua son diferentes al ser encapsulas en un sistema de MIs

anionicas o cationicas.

2.3 Técnicas Instrumentales

2.3.1 Espectroscopia ultravioleta visible. Es una técnica que utiliza la radicacién del
espectro electromagnético para excitar los electrones a niveles de mayor energia. Los espectros
de absorcion para nanoparticulas dan informacion sobre las propiedades Opticas de estos
sistemas, en el caso de los metales nobles el espectro uv-vis no esta dado por absorcion como
una molécula organica, en este caso se genera por el fenomeno de resonancia del plasmén
superficial, el cual da lugar a una banda caracteristica de cada particula y brinda una idea del

polidispersion y modificacion superficial (Skoog D, Holler J, 2009).

2.3.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR). La
espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR), es una técnica analitica basada
en la absorcion de radiacion infrarroja por parte de los diferentes grupos funcionales presentes
en los compuestos, para obtener un patron de sefiales caracteristicas de éstos. La Transformada
de Fourier, se utiliza para el tratamiento de los datos, y el resultado es un espectro infrarrojo el
cual tiene picos de absorcién que corresponden a las frecuencias de vibracion entre los enlaces
de los atomos que constituyen la molécula. Esta técnica analitica es una herramienta de
identificacion importante ya que permite determinar grupos funcionales presentes en la

estructura molecular del compuesto (Nicolet, 2001; Skoog D, Holler J, 2009).
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2.3.3 Dispersion diniamica de luz (DLS). Determina el tamano y polidispersion de
particulas coloidales. Es una técnica fisicoquimica, que se aplica a particulas suspendidas en un
liquido en constante movimiento Browniano, que tiene un pequefio desplazamiento de la
longitud de onda por el efecto Doppler. El desplazamiento es tan leve que solo se puede medir
por un laser de He:Ne pasando a través del liquido o dispersion coloidal. Las particulas de
diferentes tamafios dispersan la luz con diferentes intensidades dependiendo del angulo de
lectura. Por lo que, existe un angulo optimo de dispersion para cada tamafio de particula. No
obstante, algunos equipos DLS miden en angulo fijo, por lo que determinan el tamafio medio de
la particula en un rango limitado, caso contrario a los multiangulares, que pueden determinar la
distribucion de tamafio de la particula completa (Gennaro, 2003; Horiba Scientific, 2000;
LSinstruments, 2007). Por otro lado, la velocidad del movimiento Browniano que experimentan
las particulas depende de su tamano, temperatura y viscosidad del medio dispersante. Este
movimiento estd modelado por la ecuacion de Stokes-Einstein (véase Ecuacion 2) para la
obtencion del diametro hidrodinamico, asumiendo en la mayor parte de los casos, que la forma
de las particulas son de tipo esférico. En este sentido, el coeficiente de difusion Do estéd
directamente relacionado con el tamafio de la particula para las geometrias como elipsoides,
cilindros, esferas y ovillos; Dn representa el diametro hidrodindmico de la particula, Ks la
constante de Boltzmann, T la temperatura y 1 la viscosidad del medio (Clementi, Gugliotta, &

Vega, 2009; Gennaro, 2003; Horiba Scientific, 2000).
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2.3.4 Microscopia electronica de trasmision (TEM). La microscopia TEM por sus siglas
en inglés, se usa para analizar la estructura cristalografica, el tamafo, la morfologia y
composicion de un material. Esta técnica, presenta una gran resolucion que permite el andlisis a
escala atomica, usando un haz de electrones con energias > 60 keV (Tortora, Funke, & Case,
2007). El microscopio funciona con los principios basicos de un microscopio Optico, pero
utilizando un haz de electrones acelerados y proyectados sobre una muestra delgada mediante un
sistema de lentes condensadoras. Una parte de los electrones son dispersados, otros absorbidos o
transmitidos por la muestra para formar una imagen magnificada y focalizada por un sistema de
lentes electromagnéticos, los cuales chocan con una pantalla fluorescente para ser detectados por
una camara CCD (dispositivos de carga acoplada) y generar una fotografia de “sombras” de la
muestra aumentada hasta un millon de veces, con diferentes grados de oscuridad que varian de

acuerdo con la densidad del material (Gomez, 2009; Takeuchi, 2010).
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3. Estado del Arte

Desde su descubrimiento, el oro, fue uno de los materiales mas usados, incluso en la época
alquimista, por ser un metal noble de alta ductilidad, densidad y maleabilidad, al cual se le
atribuye un valor medicinal e indestructible. Afios mas tarde, durante la época romana se fue
desarrollando el uso de oro nanoparticulado con propositos decorativos. Sin embargo, hasta
1857 Faraday estudio las interacciones de la luz con particulas metalicas de oro, profundizando
en la formacion y naturaleza de las propiedades fisicas de este material. Siendo, uno de los
primeros en observar que las soluciones coloidales tenian propiedades diferentes a las del oro
granel, ya que el fluido rubi obtenido era compuesto de oro dispersado en un liquido de forma
metalica finamente divida, a lo que llam¢é “estado de oro divido”. Estas fueron sintetizadas por
reduccion acuosa de cloro-aurato usando fosforo en disulfuro de carbono para la formacion de
un sistema de fases (Faraday, 1857). Gracias a las investigaciones realizadas por Faraday se dio
el nacimiento de la quimica coloidal y el desarrollo de las propiedades opticas de las peliculas

preparadas con soluciones coloidales.

En 1890, Robert Koch pionero de la microbiologia, evidenci6 que los compuestos elaborados
con oro inhibian el crecimiento de bacterias (Fuentes, Castillo, & Blanco, 2007). Por lo cual, las
nanoparticulas de oro (AuNPs) cuentan con una inmensa area de investigacion biomédica, ya
que estas nanoestructuras se pueden conjugar o funcionalizar facilmente con moléculas
bioldgicamente activas como farmacos, acidos nucleicos, proteinas y péptidos (Nirmala Grace &
Pandian, 2007). Por otra parte, con el desarrollo del microscopio electronico se pudieron

estudiar la forma, tamafo y distribucion del tamano de los diferentes sistemas coloidales de oro
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mencionados por Faraday. En 1951, Turkevich emple6 multiples metodologias de sintesis,
obteniendo tamafios de 10 a 500 A, donde a las particulas <10 A no fue posible determinar su
distribucion de tamafio, de igual forma ocurrié con las particulas muy grandes, puesto que la
extensa variabilidad de la forma no permitia determinar una curva de distribucion. Sin embargo,
el método que permitio el andlisis Optico de las nanoparticulas de oro fue el proceso de Sol-
Citrato de sodio, en el que al 4cido tretracloaurico (III) (HAuCls) se le agregaba citrato de sodio
(Na3CeHs07) en altas temperaturas, para la obtencion de un coloide altamente reproducible y de
particulas esféricas con un diametro de 200 A, de coloracion rojo vino (Turkevich & Hillier,

1949; Turkevich, Stevenson, & Hillier, 1951).

Las nanoparticulas de oro son uno de los nanomateriales més sintetizados, puesto que en su
forma coloidal se considera hidrofébico con un tamafio de particula menor al limite de
resolucion del microscopio Optico, y que al exponerse a la luz genera una excitacion colectiva de
los electrones de conduccion para dar lugar a fenomenos plasmonicos; generando asi multiples
aplicaciones dentro de la fisicoquimica. No obstante, cuando se generan nanoparticulas menores
a 2 nm de diametro, se produce una cuantificacion de la banda de conduccion, por lo que es
necesario un control atdbmico preciso de las particulas, llamadas clusters (Jana, Gearheart, &
Murphy, 2001b). Estas presentan propiedades fluorescentes, quirales y magnéticas, debido al
fuerte confinamiento en la adicion o eliminacion de atomos de oro, lo cual cambia
significativamente su estructura y sus propiedades Opticas y electronicas (Qian, Zhu, Wu, & Jin,
2012). Muchas de las investigaciones realizadas a los clusters de oro se basan en el tamafo y
estabilizacion mediante condiciones de reaccion y no de reduccion de iones metalicos. Por ello,

muchas veces los clusters metalicos son funcionalizados o recubiertos en su superficie con
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moléculas organicas tales como tioles, lo que permite una manipulaciéon y caracterizacion
similar a la de los compuestos quimicos, es decir, que pueda precipitarse, re-disolverse y
purificarse mediante cromatografia sin ningiin cambio en las propiedades (Brust, Fink, Bethell,

Schiffrin, & Kiely, 1995; Brust, Walker, Bethell, Schiffrin, & Whyman, 1994).

Una de las caracteristicas mas importantes de las AuNPs son sus propiedades Opticas,
presentan bandas de absorcion en un rango de longitudes de onda desde el visible al infrarrojo
cercano (IRC)(Link & El-Sayed, 1999). La banda de plasmén superficial para el oro
nanoestructurado se encuentra normalmente ubicada alrededor de los 520 nm, pero dicha
longitud de onda puede cambiar con el tamafio, morfologia y agregacion del sistema (Cruz et al.,

2012; Link & El-Sayed, 1999), otorgandole, una amplia gama de aplicaciones.

Actualmente, las nanoparticulas de oro son objeto de estudio, porque poseen estabilidad
quimica y facil funcionalizacién superficial (Liu, 2006), siendo utilizadas en farmacos,
regulacion de genes intracelulares, bioimagenes, entre otras (Regiel-Futyra et al., 2015).
También, por su baja toxicidad y generacion de calor, que amplia el uso biomédico para el
transporte y funcionalizacién de medicamentos, terapia fototérmica y radioterapia, ya que a
escala nanométrica este tipo de sistemas tienen una mayor selectividad en la entrega de
principios activos en lugares determinados de las células, lo que contribuye al tratamiento de
enfermedades cancerigenas y microorganismos multirresistentes (Pissuwan, Cortie, Valenzuela,

& Cortie, 2010).
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Diferentes autores han encontrado que las AuNPs son eficaces en el desarrollo de vias de
administracion sistematica, que mejoran la biodisponibilidad de farmacos poco adsorbidos por la
pared bacteriana. Ademds, se ha demostrado que una combinacion de antibidticos y
nanoparticulas de oro de 15 a 20 nm tiene una profunda eficacia antibacteriana contra cepas de
bacterias Gram positivas y Gram negativas como Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa a una concentracion minima inhibitoria (CMI) de
nanoparticulas funcionalizadas con antibiotico de 0.5 mM (Nirmala Grace & Pandian, 2007).
Otros autores, también determinaron la CMI de AuNPs de 16 nm impregnadas con quitosano
para las cepas S. aureus y P. aeruginosa, obteniendo un efecto bactericida total con una

concentracion de 10 mM (Li et al., 2014; Regiel-Futyra et al., 2015).

Por otro lado, en los estudios realizados por Shahzadi Shamaila, las nanoparticulas con
tamanos de 6-34 nm han presentado una mayor actividad antibacteriana en comparacion con las
de tamanos de 20-40 nm. La capacidad bactericida se evaludé en cuatro cepas patogenas
causantes de infecciones diarreicas en nifos y adultos, que afectan gravemente el sistema
inmune humano, E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis y Klebsiella pneumoniae obteniendo valores
de CMI para las NPs pequefias (G1) de 2.93 pg / mL, 3.92 ng / mL, 7.56 pg / mL y 3.15 pg /
mL, respectivamente y para las NPs grandes (G2) una CMI de 2.96 pg / mL, 3.98 ng / mL, 8.61
pg / mL y 3.3 ug /mL (Shamaila et al., 2016) (véase Tabla 1). En conclusion, las AuNPs
mejoran su potencial en los campos de la fisica, la biomedicina y la quimica debido a sus
excelentes caracteristicas funcionalmente activas (Li et al., 2014; Mohamed et al., 2017; Prema,

Inya, & Immanuel, 2016).
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Recientemente, se estan desarrollando investigaciones de productos textiles con multiples
funcionalidades debido al aspecto de salud e higiene en los ambientes hospitalarios, demandado
la modificacion de sus superficies con nanoparticulas por sus propiedades antibacterianas,
bloqueo UV, coloracion y propiedades hidrofobicas (Ganesan & Gurumallesh Prabu, 2015). Las
estrategias para obtener estas combinaciones, han incluido tratamiento con plasma, ensamblaje
electrostatico, quelacion por grupos activos y sintesis in situ de metales nobles (Emam, El-
Hawary, & Ahmed, 2017; Tang, Sun, Kaur, Yu, & Wang, 2014). RM. Ganesan y colaboradores
obtuvieron resultados satisfactorios de telas de algodon soportadas con AuNPs reducidas por un
extracto de rizoma de Acorus calamus frente a E. coli y S. aureus. Las cuales presentan una
mayor actividad antibacteriana en comparacion de las telas sin recubrimiento y telas con
extracto puro, ademas, el tejido con NPs mostré6 una mejor propiedad de bloqueo de UV
respecto a los otros (Ganesan & Gurumallesh Prabu, 2015). Otros estudios relacionados con la
industria textil, se han enfocado en la sintesis de nanoparticulas de oro para la coloracion de las
telas de seda de forma in situ por la propiedad optica de RPS que permite la tincién del material,
debido a que muchos tintes se desvanecen al exponerse a la luz solar por efecto de la
fotodegradacion de las estructuras quimicas presentes. Las sedas tratadas con AuNPs exhibieron
una buena solidez y estabilidad del color, luego de ser expuestas a lavados e irradiacion de luz,
facilitando la aplicacion industrial de la técnica de coloracion in situ con NPs de metales nobles

(Tang et al., 2014, 2015; Zhang, Lv, Chen, & An, 2019).
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Tabla 1. Efecto antibacteriano en Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E.

coli), Klebsiella pneumonia (K. pneumonia) y Bacillus subtilis (B. subtilis) para dosis bajas,

medias y altas de nanoparticulas de oro (NPs) de dos tamafios, nombradas como muestra G1y

G2
(%) Reduccion de crecimiento en la (%) Reduccion de crecimiento en la
muestra G1 de AuNPs muestra G2 de AuNPs
(% + Error Estandar) (% + Error Estandar)
Bacterias Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
Baja Media Alta Baja Media Alta
1.35 2.03 2.7 1.35 2.03 2.7
ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL
Staphylococcus
464+04 3375+12 224+08 53.1=+0.6 40+1.3 23.7+0.8
aureus
Escherichia coli 452+14 26.6+0.8 42+09 476+13 322+0.8 6.2+0.9
Klebsiella
383+02 22.8+0.3 10,0+£02 42.7+£03 26.8+0.1 13.8+0.2
pneumonia
Bacillus Subtilis 57.8+0.2 52.1+0.1 452+0.2 60.7+02 563=+0.1 49.4+0.2

(Adaptado de: Shamaila et al., 2016)
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4. Metodologia

Con el fin de cumplir los objetivos propuestos, se planted el siguiente disefio metodoldgico.
Adicionalmente, en este proyecto, se obtuvieron cuatro sistemas de nanoparticulas metalicas de
oro (AuNPs), sintetizadas mediante micelas inversas. Las nanoparticulas fueron caracterizadas
por diversas técnicas espectroscopicas, microscopicas y de dispersion. Por tltimo, se determino

la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos soportados en telas y en solucion.

Disefio metodologico

Sintesis de AuNPs mediante micelas
inversas

Caracterizacion fisicoquimica

Transferencia de fase Impregnacion de AuNPs y
evaluacion antimicrobiana

de telas

Estudios
antibacterianos
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4.1 Materiales y Reactivos

Los reactivos utilizados en esta investigacion fueron: 1,4-bis-2 etilhexilsulfosuccinato de
sodio, AOT (97 % Sigma-Aldrich), cloruro de bencil-n-hexadecildimetilamonio, BHDC, (=99
%, Sigma-Aldrich), tolueno (> 99.9 %, Merck), n-hexano (= 99 %, Merck), hidracina anhidra,
N2Ha, (98%, Sigma-Aldrich), acido tetraclorodurico trihidratado, HAuCls.3H20, (99.9 %,

Sigma-Aldrich), L-cisteina (97%, Sigma-Aldrich).

Para la sintesis de nanoparticulas, se usaron viales de vidrio los cuales se lavaron previamente
con agua regia (HCI:HNOs, 3:1), seguido de una solucion de jabon neutro, luego una solucion
de NaOH al 10%. Finalmente, se lavdo con exceso de agua tipo 1, para retirar cualquier

contaminante que interfiriera en la reaccion.

4.2 Sintesis de Nanoparticulas Mediante Micelas Inversas

La sintesis de nanoparticulas de oro de tamafios menores a 10 y 20 nm con morfologias
isotropicas y anisotropicas, se realizo a través de micelas inversas, Mls, empleando dos
surfactantes de tipo anidnico y catidnico disueltos en solventes no polares tales como, tolueno y
una mezcla de tolueno-hexano (70:30), controlando el tiempo de sintesis mediante la adicion de

un agente estabilizante (Cisteina, Cys) a 3 relaciones molares diferentes Ws=3,5y 7.

4.2.1 Micelas inversas usando surfactante anionico en solventes no polares. En la

formacién de micelas inversas con surfactantes anidnicos se utilizdé 1,4-bis-2-etilhexil
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sulfosuccinato de sodio (AOT) disuelto en solventes organicos de baja polaridad como el
tolueno (Tol) o la mezcla de tolueno-hexano (Tol-Hx,70:30) a una concentracion 0.1 M. Como

precursores se usaron el HAuCl4 0.05 M, N2H4 0.3 M y Cys 0.03 M.

Para la sintesis de nanoparticulas se tienen dos sistemas micelares (MIs) A y B de
Solvente/AOT 0.1 M a una relacién molar Ws=7. La MIs A tiene una soluciéon de 2.5 mL de
Solvente/AOT con 31.6 pL de HAuCls 0.05 M; la MIs B presenta el mismo volumen de
Solvente/AOT con 31.6 uL. de N2H4 0.3 M. Cada sistema se homogenizé empleando agitacion
magnética constante por 2 minutos, a una temperatura ambiente aproximada de 20 °C,
seguidamente se agreg6 la micela B a A en continua agitaciéon magnética; y debido a que las
micelas inversas estdn sujetas al movimiento Browniano, experimenta multiples colisiones entre
ellas, permitiendo que la interfaz micelar se abra y se una con otra micela para la conformacion
de un dimero, en el que se intercambian los solutos que contiene cada sistema, llevando a cabo
la reduccion del metal para formar las nanoparticulas de oro y finalmente la separaciéon micelar
(Eastoe, Hollamby, & Hudson, 2006), como se muestra en la Figura 61. Es de resaltar que este
proceso ocurre en segundos, por lo que es necesario la adicion de un agente estabilizante capaz
de detener la reaccion y el crecimiento del material nanoparticulado. Para la obtencion de
nanoparticulas menores a 10 nm, se agregd como agente estabilizante 15 pL cisteina 0.03 M
para 5 mL en un tiempo de 12 segundos después de mezclarse los MIs A y B. Para determinar
las de mejores condiciones de sintesis se varid el tiempo de agitacion tanto de los precursores, como

la mezcla de los mismos.
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4.2.2 Micelas inversas usando surfactante cationico en solventes no polares. Se utiliz6
cloruro de bencil-n-hexadecildimetilamonio (BHDC) como surfactante catidnico para micelas
inversas disueltas en solventes organicos no polares como el Tol o la mezcla Tol-Hx a una
concentracion 0.1 M, la cual fue sonicada por 2 minutos a temperatura de 50 °C para la
formacion de dichas micelas. Se usaron los mismos precursores del sistema anterior, HAuCl4
0.05 M, N2H4 0.3 M y Cys 0.03 M. En este sistema micelar se emplearon dos metodologias
diferentes para la obtencién de nanoparticulas de oro isotrdpicas y anisotropicas, basadas en el

articulo de (Gutierrez et al., 2015).

4.2.2.1 Sintesis de AuNPs anisotropicas en BHDC. En esta sintesis se tienen tres sistemas
micelares (MIs) A, B y C de To/BHDC 0.1 M a una relacion molar Ws=7. Inicialmente, se
utiliz6 la metodologia convencional (dos sistemas), El sistema micelar A tiene volumen de 3 mL
de Tol/BHDC con 37.8 pL. de HAuCl4 0.05 M; la MIs B presenta un volumen de 1.5 mL de
Tol/BHDC con 18.9 uLL de N2Hs4 0.3 M. Cada sistema se homogenizd en un bafo ultrasonido
Elmasonic E30H por 3 minutos a una temperatura aproximada de 50 °C, seguidamente se agrego
el sistema micelar B a A para la obtencion semillas de Au’, pero el contraién CI- del BHDC,
afecta las capas cristalinas del Au’ formadas en la nucleacion, induciendo cambios drasticos en
la morfologia. Posteriormente, se agregd el sistema micelar C de volumen de 1.5 mL de
Tol/BHDC con 18.9 pL de N2H4 0.3 M para hacer crecer las semillas de AuNPs con morfologia
anisotropica. Para frenar el proceso de reaccion y evitar la aglomeracion de las nanoparticulas,
se afiadio 15 pL cisteina 0.03 M y se sénico por 4 minutos hasta quedar disuelta en la solucion,

la representacion de la sintesis se observa en la Figura 6.
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4.2.2.2 Sintesis de AuNPs Isotropicas en BHDC. Esta sintesis se desarrolla de forma
similar a la del surfactante anionico. Se tiene dos sistemas micelares (MIs) A y B de Tol-Hx
/BHDC 0.1 M a una relaciéon molar Ws=7. La MIs A tiene una solucion de 2.5 mL de Tol-Hx
/BHDC con 31.6 pL de HAuCls4 0.05 M; la MIs B presenta el mismo volumen de Tol-Hx
/BHDC con 31.6 pL de N2H4 0.3 M. Los sistemas se homogenizaron en el bafio de ultrasonido
por 4 minutos, a una temperatura aproximada de 50 °C. Seguidamente se agreg6 la micela B a A
en agitacion magnética constante, dando como resultado la formacion de nanoparticulas
instantaneamente, por lo cual, se agregd 15 pL cisteina 0.03 M, que se agitaron rapidamente y

sonicada por 4 minutos hasta quedar disuelta en la solucion (Figura 61).

Figura 6. Representacion de la metodologia (I) convencional (morfologia isotropica) y (1)
convencional modificada (morfologia anisotropica) para la sintesis de nanoparticulas de oro a

través de micelas inversas.

4.3 Caracterizacion Fisicoquimica de Nanoparticulas de Oro

4.3.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible. Las mediciones se llevaron a cabo en el

Espectrofotometro UV-vis modelo UV-1800, usando dos celdas simultdneamente, una de blanco
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y la otra con analito. En las celdas de cuarzo, se depositd 3 mL del analito (las nanoparticulas en
solucion) y 3 mL de blanco (todo el sistema menos el producto) para determinar la banda

caracteristica de RPS de las nanoparticulas, en la region de 900 a 250 nm.

4.3.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR). Los espectros
FT-IR se obtuvieron del equipo BRUKER Tensor 27, recolectando un total de 32 scans con
resolucion de 2 cm™!. Las muestras fueron soportadas sobre una celda ATR modelo Platinum con
cristal de diamante y se cubrieron con un lamina delgada de vidrio (cubreobjetos) para evitar la
evaporacion del solvente. Las mediciones se realizaron en la region de 4000 — 400 cm’
determinando las interacciones de las nanoparticulas con el surfactante y solvente organico en el

que s¢e encuentran.

4.3.3 Dispersion dinamica de Luz (DLS). Se utiliz6 un equipo Zetasizer Nano S90
Malvern, tomando los datos de didmetro hidrodindmico obtenidos por numero y el indice de
polidispersidad a temperatura constante. Se depositdé 1 mL de las AuNPs sobre una celda de
vidrio de cuatro caras transparentes, y se recolectd la dispersion obtenida a 90°. Se realizaron un
total de 6 medidas, cada una de ellas consiste en 10 scans para un total de 60 scans, esto con el

fin de promediar las medidas en un valor confiable.

4.3.4 Microscopia Electronica de transmision (TEM). La morfologia y confirmacion de
tamafio de las nanoparticulas se realizaron en el equipo marca TEM JEOL JEM 1011 con
kilovoltaje de 100KV, sistema de fotografia que incorpora una cadmara digital de 11 Mpixels

(Gatan), un dispositivo de placas que permite alcanzar 600.000 aumentos y un poder de
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resolucion entre puntos de 0.4 nm y entre lineas de 0.2 nm. Para las medidas de TEM se agreg6
50 puL de la solucion coloidal de nanoparticulas en una rejilla de cobre recubierta con
FORMVAR (carbono amorfo y polimero resistente a solventes organicos), esto con el fin de que

la rejilla no se deteriorard en presencia del medio dispersante.

4.3.5 Microscopia Electronica de Barrido para Transmision (STEM). El analisis
morfolégico de un sistema de nanoparticulas, se ejecutd en el Microscopio Electrénico
QUANTA FEG 650 (FEI) en modo de alto vacio y equipado con un detector de electrones
secundarios, como el detector STEM I XT de electrones transmitidos y detector BSED de
electrones retrodispersados para modo de alto y bajo vacio. La muestra se deposito en la rejilla

de cobre recubierta con FORMVAR.

4.4 Transferencia de fase de las AuNPs

Para el cambio de fase de las nanoparticulas se realizaron dos lavados de etanol/agua (1:1).
Al volumen de solucion obtenido de NPs se le adicion6 la mitad del volumen de etanol/agua. Se
obtuvieron dos fases, siendo la superior la fase organica con AuNPs y la inferior la fase acuosa.
A la fase organica se le realizd nuevamente el lavado con etanol/agua y se extrajo para llevar a
sequedad con nitrogeno (N2) y finalmente, el sélido resultante se resuspendid en agua tipo 1. El

procedimiento de la transferencia de fase se puede observar en la Figura 7.
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Figura 7. Procedimiento de transferencia de fase.

4.5 Estudio de la Actividad Antibacterial de las AulNPs Sintetizadas

La determinacion de actividad antimicrobiana se llevé a cabo mediante pruebas de inhibicion
de crecimiento bacteriano, determinacidon de concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
cada agente, utilizando SARM, Staphylococcus aureus ATCC 29213 (de acuerdo con el
protocolo del Clinical and Laboratory Standards y adaptados a los protocolos del grupo de

investigacion en bioquimica y microbiologia de la escuela de quimica).

4.5.1 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI). La concentracion

minima inhibitoria (CMI) fue determinada utilizando el ensayo de microdilucion en caldo (Cruz
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et al., 2017; Paredes, Ortiz, & Torres, 2014). Primero, se preparé 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 incub6 durante 12 h a 37 © C con agitacion orbital de 200 rpm. Los
preinoculos fueron incubados hasta alcanzar una concentracion bacteriana de 4.6 x 10 unidades
formadoras de colonia/mL (UFC/mL) de acuerdo a la escala de Mcfarland. El inoculo se prepar6
a partir del preindculo llevdndolo al volumen final con medio estéril, obteniendo una
absorbancia entre 0.07 y 0.1 equivalente a ~5 x 10> UFC. Posteriormente, se realizé el
seguimiento de la cinética de crecimiento empleando 100 puL de este indculo bacteriano durante
9 ha37 °C, en microplacas de Elisa que contenian previamente diluciones seriadas de 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 de bacteriano. Los valores de CMIso y CMlIoo corresponden a las
dosis capaces de inhibir el 50 y 90 % del crecimiento bacteriano, respectivamente (Cruz et al.,

2014).

4.5.2 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 y en los blancos de cada sistema (Figura 8), se evalu6 su adherencia
mediante espectroscopia ultravioleta-visible después de dos lavados convencionales con
detergentes comerciales. Finalmente se evaluo su actividad antimicrobiana sumergiéndolas por 2

horas en el indculo microbiano y soportdndolas en una placa de Agar por 24 h.
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Figura 8. Telas impregnadas con nanoparticulas de oro.

4.5.2.1 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
AuNPs de inhibir el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y SARM en medio liquido, asi como
la capacidad de disminuir la adhesion de microrganismos a la superficie. Brevemente, se
utilizaron muestras con recubrimiento de AuNPs y sin AuNPs (control de crecimiento
microbiano). Cada tela se coloc6 en un vial de vidrio de 10 mL con 1 mL de caldo bacteriano a
una concentracion de 10° UFC/mL en medio Mueller Hinton y se incubaron a 37 ° C por 16 - 18
horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se registré el crecimiento microbiano de
acuerdo con la turbidez del medio de cultivo. Posteriormente, cada una de las telas fue lavada

con agua peptonada 1%, se coloco sobre una placa de agar BHI y se incubo a 37 © C por 12
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horas. Finalmente se registré el crecimiento de los microorganismos en el medio seglin el

procedimiento de andlisis mostrado en la Tabla 2.

Tabla 2. Procedimiento de Analisis para la Evaluacion Cualitativa de la Inhibicion del

Crecimiento Planctonico y la Adhesion a Superficie

Inhibicion planctonicas

Resultado - + ++

Visualizacién
No se evidencia Se observa abundante
Se observa crecimiento
crecimiento bacteriano en crecimiento bacteriano,
Descripcion bacteriano, incremento en
el medio de cultivo, medio de cultivo muy
la turbidez del medio.
medio traslucido. turbio.
Adhesion
Resultado - + ++ +++

Visualizacion
No se evidencia Se observa Crecimiento
Se observan algunas
crecimiento crecimiento abundante de
Descripcion colonias
bacteriano en la moderado enla  bacteria adheridas
bacterianas.

placa de agar. tela. a la tela.
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4.5.2.2 Evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana de telas. Se realiz6 la
evaluacion cuantitativa de actividad antimicrobiana de las telas con AuNPs frente a S. aureus
ATCC 29213 y SARM siguiendo la metodologia de ISO 20743 con algunas modificaciones.
Brevemente, se utilizaron muestras con recubrimiento de AuNPs y sin AuNPs (control de
crecimiento microbiano). Cada tela se colocd en un vial de vidrio de 10 mL con 1 mL de caldo
bacteriano a una concentracion de 10° UFC/mL en medio Mueller-Hinton y se incubaron a 37
°C por 18 horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, las muestras fueron sonicadas por
5 min en ImL 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 solucion, 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 inhibicion 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 (1gC: — 1gCo) representa el crecimiento de la muestra control (libre de AuNPs), 1gC:
es el promedio del logaritmo decimal del nimero de bacterias encontradas en la muestra control
incubada por 24 horas, mientras 1gCo es el logaritmo decimal nimero promedio de bacterias
encontradas en la muestra control en el tiempo 0. G (IgT: — 1gTo) es el crecimiento en la muestra

con el recubrimiento antimicrobiano de nanoparticulas, donde 1gT: es el promedio del logaritmo
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decimal del nimero de bacterias encontradas en la muestra control incubada por 24 horas,
mientras 1gTo es el logaritmo decimal nimero promedio de bacterias encontradas en la muestra

control en el tiempo 0 (Figura 9).

Incubar

7 37°C por 18h

Inocular
10° UFC/mL

»
L]

Sonicarpor 5minen

1mL de PBS

Figura 9. Esquema general para la evaluacion cuantitativa de actividad antimicrobiana en

telas con AuNPs.
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5. Resultados y Discusion

A continuacion, se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de las
nanoparticulas obtenidas para cada surfactante (véase Figura 10) en una relacion molar de
Ws=7, seguido del andlisis bacteriano, donde se exhibe una comparacion al exponer las

nanoparticulas sintetizadas con dos metodologias de actividad antibacteriana.

!%1

Figura 10. Nanoparticulas de oro sintetizadas en micelas inversas de (a) Tol/AOT, (b)

Tol:Hx/AOT, (c) Tol/BHDC y (d) Tol:Hx/BHDC a Ws=7.

5.1 Caracterizacion de AulNPs Sintetizadas con Surfactante AOT
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5.1.1 Micelas Inversas de AuNPs en Tol/AOT y Tol:Hx/AOT. Los sistemas micelares de

AuNPs en Tol/AOT y Tol:Hx/AOT fueron analizadas

mediante diferentes técnicas

espectroscopicas, microscopicas y de dispersion. Ademads, se realizé un estudio previo de la

relacion molar a Ws= 3, 5 y 7, seleccionando este ultimo, por presentar mayor estabilidad,

aumento del plasmon superficial y formacion de nanoparticulas. En los Apéndice A y B, se

observan los espectros UV-Vis de los Ws de cada sistema micelar.

Inicialmente se evaluaron sus propiedades Opticas mediante el UV-Vis mostrado en la Figura

11, usando como blanco una solucién de Tol/AOT y Tol:Hx/AOT encapsulando Agua a la

misma relacion molar para cada sistema (ya que los precursores se encontraban disueltos en

dichos solventes).
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Figura 11. Espectro UV-Vis de AuNPs sintetizadas en micelas inversas de: (a) Tol/AOT (b)

Tol:Hx/AOT.
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En la Figura 11 se determiné la posicion de la resonancia de plasmon superficial de las
AuNPs sintetizadas en nanoreactores de Tol/AOT y la mezcla de Tol:Hx/AOT. De acuerdo con
los estudios realizados por (Jana, Gearheart, & Murphy, 2001a; Sun et al., 2009), las
nanoparticulas de oro presentan su RPS caracteristico a una A=530 y 540 nm, para un tamafio
aproximado de 3-4 nm y 5-10 nm, respectivamente. Lo anterior correlaciona los resultados
obtenidos en el sistema de Figura 11a, ya que al reducir el HAuCls mediante micelas inversas de
Tol/AOT se observan AuNPs con RPS tipo gaussiana en 537 nm, que sugieren la formacion de
NPs esféricas y monodispersas con tamafios promedios de 5-6 nm. Por otra parte, en la Figura
11b, las NPs presentan una A menor en 529 nm, pero con ancho de banda significativamente
mayor en comparacion al sistema (a), sugiriendo que las especies reducidas de Au presentan

mayor polidispersidad en este sistema, con un tamafio aproximado de 13 nm.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en este trabajo se pueden comparar con los estudios
realizados por (Gutierrez et al., 2014), en el cual determinaron el efecto de la mezcla de
solventes en las propiedades interfaciales de los medios MIs de AOT, demostrando que los
tamanos de las micelas, la micropolaridad interfacial y las interacciones de agua-AOT dependen
de la composicion del medio organico no polar. Por lo tanto, el desplazamiento en las longitudes
de onda del sistema (a) y (b), obedece al comportamiento del surfactante con los solventes
organicos escogidos. En el sistema de Tol/AOT, el tolueno al tener una estructura aromatica
contribuye con una densidad electronica mayor que la de una estructura alifatica, ademas, los
enlaces del anillo aromdtico le confieren una estructura rigida y plana, que forma canales
intermicelares mas estrechos, ocasionando una disminucion en las interacciones atractivas entre

particulas y, por consiguiente, una reduccion de los tamafios micelares. Caso contrario ocurre
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con el sistema Tol:Hx/AOT, que al presentar una pequefia adicion de solvente alifatico, es capaz

de crear canales entre micelas més grandes y estables, que aumentan la interaccion con el

surfactante, favoreciendo el intercambio micelar, con una disminucion en la velocidad de

formacion de nanoparticulas y un corrimiento hipsocromico con longitudes de ondas més cortas

(Agazzi, Falcone, Silber, & Correa, 2011; Gutierrez et al., 2014).

Es de resaltar que los espectros UV-Vis sugieren tamafios aproximados de las AuNPs

sintetizadas por micelas inversas de Tol/AOT y Tol:Hx/AOT, siendo necesario la caracterizaron

mediante DLS como se muestra en la Tabla 3 y la Figura 12, en donde se evidencia el diametro

hidrodindmico (dap) y el indice de polidispersidad para cada medicion.

Tabla 3. Datos obtenidos por DLS de las AuNPs en Tol/AOT y Tol:Hx/AOT a una relacién

molar de Ws=7

Sistema No. Dsap Dap X
PDI c
Micelar Medicion (nm) (nm)
1 0.221 4.825
AuNPs
2 0.227 5.698 5.162 0.5
Tol/AOT
3 0.220 4.964
1 0.331 14.30
AuNPs
2 0.341 1225 13.770 =£1.3
Tol:Hx/AOT
3 0.300 14.76
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Conforme con los datos de la Tabla 3 se obtuvieron AuNPs con tamanos hidrodindmicos de

5+0.5 nm para el sistema de Tol/AOT y 13+1.3 nm para Tol:Hx/AOT, con un indice de

polidispersidad menor a 0.5, sugiriendo que las AuNPs presentan alta monodispersidad.

Adicionalmente, se muestran los graficos del didmetro hidrodindmico aparente y el

histograma para tres medidas de AuNPs.

Size Distribution by Number tatistics Graph (3
AT BT T | I B R
= e | - 2 S '
5 .
2 T S | B S DU | B S
g : :
o} SRREEERREPETRRES e
x T | I T T T e | [ P A
E :
5 .
[=2IRT/T T :
: ] e U e R RN
: 100 1000
0 Size (d.nm)
01 1 10 100 1000
Size (d.nm)
! Mean with +/-1 Standard Deviation error bar
Size Distribution by Number Statistics Graph (2 measurements)
T T BT« r e e e e e e
B304 o §
5 &
[y P
S0 e ]
2 g
E =
z 11 S I I O B I L
+ + t + +
0 : : 100 1000
0.1 1 100 1000 Size (d.nm)
Size (d.nm)
E Mean with +/-1 Standard Deviation error bnl]

Figura 12. Diametro hidrodinamico e histograma de medidas de AuNPs obtenidas por medio

de Micelas Inversas de: (a) Tol/AOT (b) Tol:Hx/AOT.
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En la Figura 12 se observa que AuNPs presentan una alta monodispersidad, ya que prestan
una sola poblacion de tamafios y distribucion de las particulas en suspension. Con esto, se tuvo

una idea inicial del tamafio de particula sintetizado y de la morfologia esférica en cada sistema

micelar.

Para analizar las interacciones moleculares existentes entre la superficie de las nanoparticulas

y el surfactante que las estabiliza, se realizaron medidas de espectroscopia infrarroja, Figura 13.
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Figura 13. Espectro infrarrojo del estiramiento del carbonilo C=0 y estiramiento asimétrico y
simétrico del SOs™ para los sistemas (a) AuNps Tol/AOT (linea naranja) y blanco de Tol/AOT

(linea negra) (b) AuNps Tol:Hx/AOT (linea roja) y blanco de Tol:Hx/AOT (linea negra).

En la Figura 13 se puede observar una modificacion de las intensidades, la forma y
frecuencia de los espectros para cada sistema micelar, sugiriendo que la superficie de las AuNPs
presenta una fuerte interaccion con la cabeza polar del surfactante AOT. Para la Figura 13a, se
observa un aumento en la intensidad de la sefal asimétrica del SO3™ para sistema de AuNPs-MIs
y una disminucién en la frecuencia de los picos en un rango de 1241-1217 cm™ (linea naranja),
respecto al blanco del sistema (linea negra), debido a que en esta zona se atribuyen las
interacciones del estiramiento asimétrico del SO3™ con el contraion Na’. El corrimiento de las
sefiales en este sistema, indica un desplazamiento del cation Na”, por la insercion de AuNPs en
los iones sulfonato, que confieren la estabilidad a las nanoparticulas por interacciones
electrostaticas. Asimismo, se experimentaron cambios en la zona de menor energia, entre 1046

cm’! correspondiente al estiramiento simétrico del SO3", y un cambio en la simetria en la zona de
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los 1734 cm™! correspondiente al C=0, lo que sugiere que las nanoparticulas estan interactuando

con todas las partes de la zona polar del tensoactivo.

Por otra parte, en la Figura 13b se puede evidenciar una fuerte interaccion entre la superficie
de AOT y AuNPs en el sistema de Tol:Hx. Se generé un aumento en el splitting (division) del
estiramiento asimétrico del sulfonato, disminuyendo la asimetria de la banda, debido al
desplazamiento del contraién de sodio por la presencia de AuNP en la superficie polar del
surfactante. En la region de 1044 cm™ la banda simétrica del SO3™ y el carbonilo en 1735 cm™
también presentan cambios atribuidos por las interacciones débiles del cation-anion de la cabeza

polar (Moran, Bowmaker, Cooney, Bartlett, & Woolfrey, 1995).

Por lo tanto, el corrimiento de las sefiales hacia menor nimeros de onda ocurre cuando el oro
encapsulado interactia fuertemente con el grupo polar del AOT, e interponiéndose y alejando el

Na" de la superficie polar.

Con el fin de comprobar la morfologia y tamafio de las NPs se realizO microscopia

electronica de trasmision (TEM) véase Figura 14.
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Figura 14. Micrografias TEM de AuNPs obtenidas a través de Micelas Inversas de: (a)

Tol/AOT (b) Tol:Hx/AOT a Ws=17.

Como puede observar en la Figura 14, las nanoparticulas sintetizadas presentan morfologia
esférica con tamafios inferiores a 10 nm y alta monodispersidad e independencia unas de otras.
Para las AuNPs sintetizadas mediante Tol/AOT presentan tamafos promedios de 5.5 nm,
aunque se pueden evidenciar especies con diametros desde 3 hasta 8 nm, debido a que el canal
intermicelar con tolueno es mas rigido y estrecho, provocando un crecimiento desordenado de
las nanoparticulas (pequefias y grandes). Las AuNPs obtenidas a través Tol:Hx/AOT tienen un
tamafio promedio de 5.7 nm, ya que al adicionar el solvente alifatico la interfaz micelar es mas
fluida, permitiendo el paso directo de los precursores y llevar acabo la reduccion de forma

ordenada, generando nanoparticulas mas monodispersas entre si, por lo que en la Figura 14b, se
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pueden observar la mayoria de las especies de un mismo tamafio. Cabe resaltar que los tamafios
obtenidos por el DLS difieren, quizas por una aglomeracion de las nanoparticulas en solucion al
momento de tomar la medicion. No obstante, las nanoparticulas obtenidas en estos
nanoreactores, se consideran como un sistema monodisperso puesto que la diferencia de
tamafios es pequefia (2-3 nm) en estas soluciones coloidales, algo muy dificil de obtener en

comparacion con otras metodologias de sintesis.

5.2 Caracterizacion de AulNPs Sintetizadas con Surfactante BHDC

5.2.1 Micelas Inversas de AuNPs en Tol/BHDC y Tol:Hx/BHDC. A las AuNPs
sintetizadas en Tol/BHDC y Tol:Hx/BHDC se les determiné sus propiedades fisicoquimicas
mediante técnicas espectroscopicas, microscopicas y de dispersion. De igual manera, se estudio
la relacion molar a Ws= 3, 5 y 7, seleccionando este ultimo, por presentar mayor estabilidad,
aumento del plasmon superficial y formacion de nanoparticulas. En los Apéndice C y Apéndice

D, se pueden observar los espectros UV-Vis de los Ws de cada sistema micelar.
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Figura 15. Espectros de UV-Vis de: (a) AuNPs formadas por metodologia de Sistema A +
Sistema B + Sistema C de Tol/BHDC. (b) Espectro final después de 2 minutos. (¢c) AuNPs

formadas por metodologia convencional de Sistema A + Sistema B de Tol:Hx/BHDC.

En la Figura 15a y Figura 15b se observa el espectro de UV-Vis para la formacion de
AuNPs anisotropicas en el sistema micelar Tol/BHDC en un tiempo de reaccion total de 120
segundos. La sintesis de AuNPs de morfologia no definida, inici6 con la formacion de semillas

de Au por la metodologia convencional (dos sistemas micelares), las cuales muestran una
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resonancia de plasmon superficial de baja absorbancia a 545 nm, transcurridos 15 segundos de
reaccion se observa un perfilamiento de la banda y leve corrimiento en la longitud de onda a 552
nm. Al agregar el tercer sistema micelar, se evidencia una deformacion y aumento en la
intensidad de la banda RPS principal con un Amax a 592 nm, asimismo, con el tiempo surge una
segunda banda en 795 nm que se atribuye a las nanoparticulas de morfologia anisotropica. El
espectro final se muestra en la Figura 15b después de 2 minutos, en el que ocurre una
disminucién en la absorbancia de las dos bandas presentes, la banda de alta energia tiene un
corrimiento hipsocromico durante la reaccion, dando como resultado una Amax a 563 nm, y la
banda de baja energia, un corrimiento batocrémico en 846 nm. La morfologia obtenida en este
sistema, se pueden atribuir a la poca flexibilidad que otorga el solvente organico al surfactante,
ocasionando una disminucion en la interaccion micela-micela, y, por ende, un intercambio bajo
de precursores que permite que el contraion Cl del surfactante afecte los procesos de nucleacion
en las capas cristalinas del oro favoreciendo asi, el crecimiento anisotropico y policristalino de
las nanoparticulas (Abante et al., 2016; Blach & Martinez, 2017; Gutierrez et al., 2015; Lisiecki,

2005; Pileni, 2007).

Por otro parte, las AuNPs sintetizadas por el sistema micelar de Tol:Hx/BHDC mediante la
metodologia convencional, exhiben una RPS tipo gaussiana a A=546 nm (Figura 15c) constante
en el tiempo. La posicion y ancho de banda sugieren AuNPs mas pequefias que las obtenidas en
el sistema de tolueno/BHDC, también se puede inferir una morfologia isotrépica y monodispersa
al tener una unica banda en el espectro UV-Vis. En este sistema micelar se puede resaltar, como
una pequefia adicion del solvente alifatico en la fase organica, mejora la efectividad de las

interacciones micela-micela, confiriendo una mayor flexibilidad y aumento del ancho del canal
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intermicelar (Gutierrez et al., 2015; Silva et al., 2014), que favorecen el intercambio de
precursores y evita la insercion del contraion Cl en las primeras etapas cristalinas del oro,
sugiriendo como resultado nanoparticulas de morfologia tipo esférica, de menor tamafio y baja
polidispersidad. Por lo tanto, al comparar las micelas inversas de BHDC como nanoreactores en
tolueno con tolueno:hexano, se evidencia que el solvente alifitico mejora el proceso de reaccion
y nucleacion. De esta manera, es importante destacar que: 1) El tamafio del corazén polar es
crucial en la anisotropia de las nanoparticulas debido a la insercion del contraion CI" de BHDC
en las capas de cristalinidad ocasionando cambios en la morfologia. II) La efectividad de la
interaccion intermicelar y el proceso de reduccion aumentan con la adicion de hexano para la

obtencion da AuNPs més definidas y pequefias.

Con el fin de evaluar el tamafio de las nanoparticulas obtenidas se realiz6 un andlisis por
DLS, en la Tabla 4 y la Figura 16, se muestran los valores de tamafio y distribucion promedio

de los diametros hidrodinamicos.

Tabla 4. Datos obtenidos por DLS de las AuNPs en Tol/BHDC y Tol:Hx/BHDC a una

relacion molar de Ws=7

Sistema No. Dap Dap X
PDI c
Micelar Mediciéon (nm) (nm)
1 0.476  32.17
AuNPs
2 0.584  40.68 35.52 +4.5
Tol/BHDC

3 0.685 33.71
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1 0.499 27.55
AuNPs
2 0.782 42.49 35.07 +7.5
Tol:Hx/BHDC
3 0.483 35.17
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Figura 16. Diametro hidrodinamico e Histograma de medidas de AuNPs obtenidas por medio

de Micelas Inversas de: (a) Tol/BHDC (b) Tol:Hx/BHDC.

Los tamafios promedio del didmetro hidrodinamico mostrados en la Tabla 4 para las NPs
sintetizadas en Tol/BHDC y Tol:Hx/BHDC son 35.52 £ 4.5 y 35.07 &+ 7.5, respectivamente. Para
el sistema de Tol/BHDC el tamafio y la polidispersidad coinciden con lo planteado en el analisis

de UV-Vis, puesto que se esperan obtener especies de morfologia anisotropica, lo que implica
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que el didmetro obtenido por DLS solo obedece a nanoparticulas tipo esféricas y no de
geometria no definida. Caso contrario ocurre en el sistema Tol:Hx/BHDC, puesto que al
ensanchar el canal intermicelar se sugiere la sintesis de especies mas monodispersas y de menor
tamafio, como se exhiben en la Figura 16b, donde la bandas e histogramas son mas estrechos y
pueden corresponden a un limitado rango de tamafio en comparacion con la Figura 16a, que
tiene bandas mas anchas en la que posiblemente existen poblaciones de nanoparticulas con

diferentes tamafos.

Para analizar las interacciones moleculares existentes entre la superficie de las nanoparticulas

y el surfactante que las estabiliza, se realizaron medidas de espectroscopia infrarroja, Figura 17.
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Figura 17. Espectro Infrarrojo del estiramiento asimétrico, simétrico y flexién del N'-CH3
para los sistemas (a) AuNps Tol/BHDC (linea verde) y blanco de Tol/BHDC (linea negra) (b)

AuNps Tol:Hx/BHDC (linea azul) y blanco de Tol:Hx/BHDC.

En la Figura 17 se muestran las principales bandas vibracionales del grupo amino cuaternario
del surfactante BHDC. Las bandas en 3404, 1210 y 895 cm™! del sistema Tol/BHDC y 3409,
1212 y 893 cm’!, corresponden a la absorcion del grupo N*-R de estiramientos asimétricos,

simétrico y de flexion. Los espectros IR de las nanoparticulas encapsuladas en estos dos
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sistemas micelares, presentan un aumento significativo en la absorcion del estiramiento Figura
17 se evidencia el estiramiento de simétrico del C-N a menor energia con una pequefia

disminucidn en su absorbancia.

Con el fin de comprobar la morfologia y tamafio de las NPs se realizO6 microscopia

electrénica de trasmision (TEM).

HV
30.00 kV
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Figura 18. Micrografias STEM y TEM de AuNPs obtenidas a través de Micelas Inversas de:

(a) Tol/BHDC (b) Tol:Hx/BHDC, respectivamente a Ws= 7.

En la Figura 18a, se confirma la anisotropia de las nanoparticulas de oro obtenidas mediante
Tol/BHDC. En la imagen de STEM se logra visualizar AuNPs de tipo esferas, triangulos,
decaedros, pentagono y morfologia no definida, con tamafos que corresponden a los obtenidos
en DLS de acuerdo a su geometria. Con esta micrografia se complementa lo planteado para las
dos bandas de RPS presentes en dicho sistema, puesto que obedecen a la anisotropia de las
especies resultantes de la sintesis con un solvente de poca interaccion efectiva entre micelas, que
permite la insercion del contraion Cl” en las etapas cristalinas del oro y, por ende, un crecimiento
desordenado de nanoparticulas. Por otra parte, en la Figura 18b se muestra que la adicion de un

solvente de cadena lineal mejora la interaccion micela-micela e impide la insercién del contraion
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del surfactante BHDC, dando como resultado nanoparticulas de oro isotrépicas de morfologia

elipsoidal con tamafios alrededor de 16 nm.

La estabilidad y carga de las nanoparticulas después de realizar la transferencia de fase fue

determinada mediante el potencial zeta como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de potencial zeta de las AuNPs obtenidas en cada uno de los sistemas

micelares

Sistema Micelar Potencial Zeta

(mV)
Tol/AOT -63.8 +9.1
Tol:HX/AOT -50.2 +94
Tol/BHDC + 65.6 +6.8
Tol:HX/BHDC + 68.6 +5.8

El potencial zeta es una medida de la repulsion o atraccion electrostitica que presentan las
particulas o soluciones coloidales, y puede expresarse en valores positivos o negativos. Cuando
las dispersiones tienen valores mds positivos que +30 mV o mas negativos que -30 mV son

consideradas estables (Mahendran & Ranjitha Kumari, 2016).

Los valores de potencial zeta de la Tabla 5 sugieren nanoparticulas estables, debido a las
repulsiones electrostaticas generadas por las moléculas residuales de los surfactantes empleados.

Las AuNPs obtenidas mediante sistemas micelares de AOT, presentan valores negativos,
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asociados a la carga que proporcionan las moléculas residuales (SO37) del surfactante anidnico
en la superficie de las NPs. Caso contrario a las NPs sintetizadas con BHDC, que tiene valores

positivos, asociados a la carga que proporcionan las moléculas residuales (NR4") del surfactante

cationico en la superficie de las NPs.

5.3 Estudios Antibacterianos de las AuNPs sintetizadas

5.3.1 Actividad antimicrobiana. La Tabla 6 muestra los resultados de la actividad de
concentracion minima inhibitoria de las nanoparticulas de oro (después de la transferencia de

fase) frente a S. aureus ATCC 29213 y SARM.

Tabla 6. Resultados CMI50 y CMI90 para las nanoparticulas sintetizadas frente a S. aureus

ATCC 29213 y SARM
S.aureus ATCC 29213 SARM
AuNPs CMIS0 CMI90 CMIS0 CMI190
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
Tol/AOT 50 100 25 100
Tol:Hx/AOT 50 100 50 100
Tol/BHDC 2.5 5 2.5 5
Tol:Hx/BHDC 1.12 2.5 1.25 2.5
AOT >100 >100 >100 >100
BHDC ~10 >50 ~10 >50
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De acuerdo con los resultados reportados en la Tabla 6, se evidencia que las nanoparticulas
de oro que presentaron una inhibicion significativa del crecimiento bacteriano para las dos cepas
tratadas son las sintetizadas en los sistemas micelares de BHDC. Ademas, las concentraciones
del CMI entre SARM y S. aureus ATCC 29213 no difiere significativamente entre si, sugiriendo
que poseen un mecanismo de accidon o blanco comun a ambas cepas del microorganismo. De
igual manera, la actividad antibacteriana de estas AuNPs se compar6 con los estudios reportados
por (Elbehiry, 2018) para un CMIso y un CMloo, en el cual reportan una inhibicion del 50 % y 90
% del crecimiento de las bacterias a una concentracion de 6.25 y 25 ppm, respectivamente,
sugiriendo que las nanoparticulas sintetizadas mediante los sistemas micelares de BHDC actian
de manera efectiva en la inhibicién de crecimiento bacteriano respecto a las sintetizadas

mediante AOT vy la literatura.

Cabe resaltar que para estos ensayos las AuNPs fueron sometidas a un cambio de fase, por
lo que la estabilidad inicial proporcionada por los nanoreactores puede cambiar, influyendo
principalmente en las propiedades fisicoquimicas mostradas en la fase organica, atribuyendo en
gran parte su actividad a estas nuevas propiedades. Las graficas de cinética de crecimiento de S.
aurreus ATCC 29213 y SARM vy el porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AuNPs frente a

ella pueden observarse en los Apéndice E al Apéndice L.

5.3.2 Caracterizacion de las telas soportadas con AulNPs. Las telas impregnadas con
nanoparticulas de oro fueron caracterizadas mediante las técnicas de UV-Vis y microscopia

SEM como se muestra en la Figura 19 y Figura 20.
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Figura 19. Espectro UV-Vis de las telas recubiertas con AuNPs sintetizadas por micelas

inversas de (a)Tol:Hx/AOT, (b)Tol/BHDC y (c) Tol:Hx/BHDC.

Los espectros UV-Vis de las telas soportadas con AuNps, se realizaron con el fin de asegurar
la impregnacion y fijacion de estas después de ser lavadas rigurosamente. En la Figura 19, se
logra evidenciar de forma definida la resonancia de plasmén superficial caracteristico de las

AuNPs para el sistema de Tol/BHDC, sugiriendo que las NPs se adsorbe efectivamente entre las
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fibras de la tela. En los sistemas (a) y (c), no se alcanza a exhibir el RPS de las AuNPs, pero se
observa una curva menos definida que en el sistema (a), infiriendo una posible fijacion de las
NPs en la tela. Para garantizar la impregnaciéon de las AuNPs sintetizadas, se realizo

microscopia SEM (véase Figura 20).

Figura 20. Micrografia SEM de telas (a) sin NPs y (b) con AuNPs.

La Figura 20 es un ejemplo de uno de los sistemas estudiados por microscopia electronica de
barrido, la imagen (a) corresponde a la tela libre de nanoparticulas, la cual fue sometida a un
recubrimiento con oro por ser de material no conductor, exhibiendo unicamente las fibras de
algodon y poliéster. En la micrografia (b) se muestran las nanoparticulas distribuidas en toda la
superficie de la tela, confirmando una buena impregnacion y fijacion en la tela. La importancia
de estos resultados radica en la aplicabilidad de nuevos materiales de tipo quirurgico para la

inhibicidn del crecimiento antibacteriano.
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5.3.3 Evaluacion de la inhibicion del crecimiento planctonico y la adhesion a superficie
en cepas bacterianas. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los ensayos
cualitativos y cuantitativos de la inhibicion del crecimiento bacteriano de las cepas SARM y
Staphylococcus aureus ATCC 29213 en telas soportadas con nanoparticulas de oro y sus
respectivos blancos. Las imagenes de los resultados de las pruebas cualitativas en telas se

pueden observar en las Apéndice My Apéndice N.

Tabla 7. Resultados de las muestras recubiertas con AuNPs y su correspondiente control

Microorganismo SARM S. aureus
Muestra Crecimiento  Adhesiona Crecimiento Adhesion a
planctonico la superficie planctonico la superficie
Control AuNPs AOT ++ +++ ++ +++
AuNPs Tol/AOT ++ +++ ++ +++
AuNPs Tol:Hx/AOT ++ - ++ -+
Control Tol/BHDC + ++ + +++
AuNPs Tol/BHDC - + - +

Control AuNPs Tol:Hx
BHDC

AuNPs Tol:Hx BHDC - - - -

++ 0 +++: Crecimiento cualitativo de la cepa estudiada
+: Crecimiento cualitativo leve de la cepa estudiada
-: No crecimiento de la cepa estudiada (Inhibicion)

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos en la inhibicion cualitativa del crecimiento

bacteriano de las nanoparticulas de oro frente a las cepas bacterianas SARM y S. aureus ATCC.
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Es importante destacar la baja inhibicion de los blancos en el crecimiento de las bacterias,
sugiriendo que las inhibiciones presentadas por las telas con nanoparticulas frente a las

bacterias, se debe a la actividad de las NPs.

Tabla 8. Reduccion logaritmica del crecimiento de las cepas bacterianas adheridas a las telas

con recubrimiento de AuNPs

Muestra SARM S. aureus
AuNPs Tol/AOT -0,24210545 0,86930787
AuNPs Tol:Hx/AOT 8,39322878* 0,62064876

AuNPS Tol/BHDC 2,28985454 2,3269682
AuNPs Tol:Hx/BHDC 2,39059399%* 4,85404101*

*Se considera significativa una RL si es >3
**Se considera significativa, si se reduce la concentracion de blanco empleado.

Las AuNPs sintetizadas mediante Tol:Hx/AOT presentd una reduccion significativa del
crecimiento de SARM (>8 RL) en las telas recubiertas. Sin embargo, no se observd esta
reduccion en S. aureus ATCC 29213, en concordancia con los resultados obtenidos en el analisis
cualitativo de adhesion a la superficie. Para la prueba de inhibicion del crecimiento planctonico,
no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas de S. aureus evaluadas. Esta
actividad antimicrobiana diferenciada puede deberse a que el mecanismo de accidn se encuentre
relacionado con una caracteristica individual del SARM como la expresion de proteinas
diferenciales. El hecho de que no se observe reduccion en el crecimiento en estado planctonico a
pesar de su actividad en SARM puede deberse a que las nanoparticulas no difunden su actividad

al medio de cultivo y requieren que el microorganismo entre en contacto directo con ellas. Cabe
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mencionar que para confirmar alguna de las hipdtesis propuestas, se requieren estudios

adicionales.

Por otra parte, las AuNPs de Tol:Hx/BHDC presentaron una reduccion significativa del
crecimiento de las cepas S. aureus en todas las metodologias evaluadas. Sin embargo, el control
del sistema con BHDC presentd actividad antimicrobiana significativa frente a SARM, lo cual
disminuye el calculo de la inhibiciéon atribuible a las nanoparticulas, por el contrario, en S.
aureus ATCC 29213 si se obtuvo una reduccion logaritmica significativa (>4 RL). De acuerdo a
lo anterior, este sistema podria tener una actividad promisoria frente a ambas cepas si se reduce
el BHDC empleado en la sintesis, o se comprueba que no posee actividad citotoxica a las
concentraciones evaluadas. Para los sistemas de AuNPs Tol/AOT y AuNPS Tol/BHDC no se

evidencia una reduccion logaritmica significativa en las cepas de S. aureus.

Es importante resaltar que a pesar de la notable actividad antimicrobiana del control de
BHDC, el cual inhibi6 el crecimiento de microorganismos, no garantizd la muerte de todos
aquellos presentes en la muestra. Por lo tanto, las nanoparticulas sintetizadas en Tol:Hx/BHDC
exhibieron una actividad bactericida mayor a la del control, al no presentar crecimiento

bacteriano en ninguna de las telas evaluadas con SARM y S. aureus (Figura 21).

Adicionalmente, en la Figura 22 se muestra la imagen SEM para las telas recubiertas con

AuNPs una vez evaluada su actividad antibacteriana frente a S. aureus ATCC.
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Control (Blanco) AuNPs Control (Blanco) AuNPs
Tol: Hx/BHDC Tol:HxBHDC  Tol:Hx/BHDC Tol: Hx'BHDC

Figura 21. Inhibicion del crecimiento bacteriano sobre telas con recubrimiento de AuNPs

sintetizadas en Tol:Hx/BHDC frente a cepas (a) S. aureus ATCC. (b) SARM.

Figura 22. Micrografia SEM de telas impregnadas con AuNPs después de evaluar la

actividad antibacteriana de Sthaphylococcus aureus ATCC 29213.
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En la Figura 22 se evidencia poca poblacion de las bacterias estudiadas, debido a que se
encuentran inmersas entre las fibras de la tela y la resolucion del microscopio dificultan su
visualizacién. Sin embargo, en la micrografia se observan islas de AuNPs aparentemente
aglomeradas por la escala de medicion, y algunas NPs en la superficie de las bacterias

efectuando su actividad antimicrobiana.



NANOPARTICULAS DE AuNPs 83

6. Conclusiones

Se obtuvieron nanoparticulas de oro altamente monodispersas, esféricas con didmetros
menores a 10 nm mediante micelas inversas de Tolueno/AOT y Tolueno:Hexano/AOT. Por el
contrario, las nanoparticulas sintetizadas mediante Tolueno/BHDC exhibieron una morfologia
tipo esferas, tridngulos, decaedros, pentdgono y no definida con tamafios de 10 a 40 nm y las de
sistema micelar de Tolueno:Hexano/BHDC presentaron morfologia isotropica de geometria

elipsoidal con tamafios promedio de 16 nm y monodispersas.

Las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas,
microscopicas y de dispersion, dando informaciéon de gran importancia respecto a sus
propiedades fisicoquimicas que permiten establecer diferentes tipos de nanoestructuras con tan

solo modificar la composicion del surfactante o del solvente organico.

Los resultados de CMIso y CMIoo para la actividad antibacteriana, sugieren que el efecto de
las AuNPs sintetizadas es bacteriostatico debido a que no producen muerte celular, pero si
generan una inhibicion del crecimiento. Las AuNPs sintetizadas mediante el sistema
Tol:Hx/BHDC presentaron los resultados mas significativos, con un CMIso y CMloo de 1.12 y

2.5 ppm para S. aureus ATCC 29213 y 1.25 y 2.5 ppm para SARM respectivamente.

Finalmente, se realizaron los estudios cualitativos y cuantitativos de la actividad

antimicrobiana de telas convencionales recubiertas con AuNPs, obteniendo resultados
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promisorios de la inhibicion del crecimiento de las cepas estudiadas, que permiten el desarrollo

de nuevos materiales y tecnologias alternativas para el tratamiento de enfermedades infecciosas.
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7. Recomendaciones

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de oro en fase acuosa, con el
fin de determinar las nuevas propiedades adquiridas tras el cambio de fase y poder asi, atribuir

su actividad antibacteriana.

Evaluar la actividad citotoxica de las nanoparticulas sintetizadas para determinar las
concentraciones minimas de aplicacion, para el desarrollo de ropa médica o instrumentos

quirurgicos.
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Apéndices

Apéndice A. Espectro UV-Vis de micelas inversas de Tol/AOT a relaciones molares Ws=3, 5y
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Apéndice B. Espectro UV-Vis de micelas inversas de Tol:Hx/AOT a relaciones molares Ws=3,

SyT.
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Apéndice C. Espectro UV-Vis de micelas inversas de Tol /BHDC a relaciones molares Ws=3, 5

y 7.

1.5
AuNPs

Absorbancia

40 600 750 900
A{nm)

Apéndice D. Espectro UV-Vis de micelas inversas de Tol:Hx/BDC a relaciones molares Ws=3,

SyT.
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Apéndice E. (a) Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AuNPs, (b)
Porcentaje de inhibicion de AuNPs sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (c)
Porcentaje de inhibicion y viabilidad de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs
sintetizadas mediante Tol/AOT).

Cimeética de crecimiento de S. quireus ATCC 29213 tratado
con AuNPs en MIs Tol/AOT

— 0.900
E 0.800 —&— 50ppm
=)
E 0.700 —8—25ppm
9 0600 10pp1n
= 0500 )
2 Sppm
g 0.400
. —8—2 5ppm
. 0.300 PR
j‘g 0.200 —e— 1,12ppm
wn
5 0.100 ; S. aureus ATCC
2 0.000
0 2 4 6 8

Ticmpo (h)



NANOPARTICULAS DE AuNPs 102

Porcentaje de inhibicion de AuNPs en Mls Tol/AOT sobre el
crecimiento de S. aureus ATCC 29213

100.000

80.000

60.000
40.000

0.000
50.000 25.000 10.000 5.000 2.500 0.000
Concentracion (ppm)

W% de Inhibicion =% de viabilidad

Porcentaje (%)

Concentracion Inlz‘;)?cei!én % de viabilidad
50ppm 58,015 41,985
25ppm 37,568 62,432
10ppm 35,792 64,208

Sppm 22,541 77,459
2,5ppm 21,266 78,734
1,12ppm 24,863 75,137

CMlIso: 50ppm

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

sintetizada mediante Tol:Hx/AOT)
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Porcentaje (%)

Densidad Optica (0.D.595nm)

Cimeética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado
con AulNPs en MIs Tol:Hx/AOT
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® % de Inhibicion ™% de viabilidad

Concentracion Inl(l)/iob?c‘:én % de viabilidad
50ppm 58,015 41,985
25ppm 37,568 62,432
10ppm 35,792 64,208

Sppm 22,541 77,459

2,5ppm 21,266 78,734
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1,12ppm 24,863 75,137

CMIso: 50ppm

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

sintetizada mediante Tol/BHDC)

Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con
AuNPs en MIs Tol/BHDC

g 0500 —8—50ppm
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Concentracion Inl:?b?cién % de viabilidad
S50ppm 100,000 0,000
25ppm 100,000 0,000
10ppm 100,000 0,000

Sppm 99,000 1,000
2,5ppm 54,092 45,908
1,12ppm 30,460 69,540

CMlIso: 2.5 ppm
Apéndice H. (a) Cinética de crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tratado con AuNPs, (b)

Porcentaje de inhibicion de AuNPs sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 y (¢)
Porcentaje de inhibicién y viabilidad de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs

sintetizada mediante Tol:Hx/BHDC)

Cinctica de crecimicnto de S. aureus ATCC 29213 tratado con
AuNPs en MIs Tol:Hx/ BHDC
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Porcentaje de inhibicién de AuNPs en Mls Tol:Hx/BHDC sobre
el crecimiento de S. aureus ATCC 29213
100.000

80.000

60.000

40.000

20.000 I
0.000 — — — — .

50.000 25.000 10.000 5.000 2.500 0.000

Concentracion (ppm)

Porcentaje (%0)

m % de Inhibicion ™% de viabilidad

Concentracion Inl:ﬁ)ij()n % de viabilidad
50ppm 99,000 1,000
25ppm 99,000 1,000
10ppm 99,000 1,000
Sppm 99,000 1,000

2,5ppm 90,000 10,000
1,12ppm 33,392 0,000

CMlIso: entre 2,5y 1,12 ppm

Apéndice 1. (a) Cinética de crecimiento de SARM tratado con AuNPs, (b) Porcentaje de
inhibicién de AuNPs sobre el crecimiento de SARM y (c¢) Porcentaje de inhibicion y viabilidad

de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs sintetizadas mediante Tol/AOT).
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Cinética de crecimiento de SARM tratado con AuNPs en MIs

Tol/AOT
Z 000
&£ 0.700 =
8 0.600 =& 50ppm
S 0500 i
s 0.400 —~o— 10ppm
é 0.300 Sppm
< 0.200 —e—2,5ppm
S 0.100 —o—1,12ppm
= 0.000 S
A 0 2 4 6 8
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Porcentaje de inhibicion de AuNPs Tol/AOT sobre el
crecimiento de SARM
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50.000 25.000 10.000 5.000 2.500 0.000

Concentraciéon (ppm)
M % de Inhibicion ™% de viabilidad

% de

Concentracion Inhibicién % de viabilidad
50ppm 59,066 40,934
25ppm 49,925 50,075
10ppm 34,575 65,425

Sppm 36,960 63,040
2,5ppm 32,688 67,312
1,12ppm 33,234 66,766

CMlIs0:25ppm
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Apéndice J. (a) Cinética de crecimiento de SARM tratado con AuNPs, (b) Porcentaje de
inhibicion de AuNPs sobre el crecimiento de SARM y (c) Porcentaje de inhibicion y viabilidad

de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs sintetizadas mediante Tol:Hx/AOT).

Cinética de crecimiento de SARM tratado con AulNPs en
MIs Tol: Hx/AOT
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% de

Concentracion Inhibicién % de viabilidad
S0ppm 59,066 40,934
25ppm 49,925 50,075
10ppm 34,575 65,425

Sppm 36,960 63,040

2,5ppm 32,688 67,312
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1,12ppm 33,234 66,766

CMlIs0:25ppm

Apéndice K. (a) Cinética de crecimiento de SARM tratado con AuNPs, (b) Porcentaje de
inhibicion de AuNPs sobre el crecimiento de SARM y (c) Porcentaje de inhibicion y viabilidad

de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs sintetizadas mediante Tol /BHDC).

Cinética de crecimiento de SARM tratado con AulNPs en Mls
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= 0.800

S

& 0.700 -

~ 0.600 .5

S, 0.500 s

8 0.400 10ppm

‘8' 0300 Sppﬂl

= 0.200 s
—&—2 Sppm

-"-2 0.100

E 0.000 —8—1.12ppm

0 2 4 6 8 SARM
Tiempo (h)

Porcentaje de mmhibicion de AuNPs en MIs Tol/BHDC sobre el
crecimiento de SARM

100.000
80.000
60.000
40.000
20.000 I I

0.000
50.000 25.000 10.000 5.000 2.500 1.250
Concentracion (ppm)

Porcentaje (%)

B % de Inhibicion ™% de viabilidad

Concentracion Inl:?b?cei()n % de viabilidad
50ppm 99,000 1,000
25ppm 99,000 1,000
10ppm 99,000 1,000

Sppm 99,000 1,000
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CMIs0:2.5ppm

2,5ppm 75,410 24,590

1,12ppm 24,044 75,956

Apéndice L. (a) Cinética de crecimiento de SARM tratado con AuNPs, (b) Porcentaje de

inhibicion de AuNPs sobre el crecimiento de SARM y (c¢) Porcentaje de inhibicion y viabilidad

de las AuNPs a diferentes concentraciones (AuNPs sintetizadas mediante Tol:Hx/BHDC).

Cmética de crecimiento de SARM tratado con AulNPs en MIs
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—&— 50ppm
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— 10ppm
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Tiempo (h)

Porcentaje de inhibicion de AuNPs en Mls Tol:Hx/BHDC sobre

el crecimiento de SARM

25.000 10.000 5.000 2.500 1.250
Concentracion (ppm)

M % cle Inhibicion ™ % de viabilidad

(1)
Concentracion /0 de , % de viabilidad
Inhibicion
50ppm 99,000 1,000

25ppm 99,000 1,000
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10ppm 99,000 1,000
Sppm 99,000 1,000
2,5ppm 95,678 4,322
1,12ppm 50,174 49,826

CMIs0:1.25ppm

Apéndice M. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes

recubrimientos frente a S. aureus ATCC 29213

Control (Blanco) AOT AuNPs Tol/AOT AulNPs Tol:Hx/AOT

+++ +++ +++

Control (Blanco) BHDC AuNPs Tol/BHDC
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+++ +

Control (Blanco) Tol:Hx/BHDC AuNPs Tol:Hx/BHDC

++ -

Apéndice N. Resultados de actividad antimicrobiana cualitativa en telas de los diferentes

recubrimientos Frente a SARM

Control (Blanco)

AOT AuNPs Tol/AOT AuNPs Tol:Hx/AOT

+++ +++ -

Control (Blanco) BHDC AuNPs Tol/BHDC
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++ +

Control (Blanco) Tol:Hx/BHDC AuNPs Tol:Hx/BHDC

++ -




