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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son reconocidas por su potente efecto antimicrobiano
y Su uso como antiséptico tdpico en el tratamiento de heridas y la prevencion de
infecciones. Sin embargo, uno de los principales desafios en su aplicacion es la toxicidad
que estas nanoparticulas pueden generar cuando se usan en altas concentraciones, lo que
limita su empleo seguro en seres humanos. Este problema subraya la necesidad de
investigar estrategias para controlar la liberacion de las AgNPs y determinar

concentraciones efectivas y seguras.

En este contexto, la nanocelulosa, y en particular la nanocelulosa bacteriana (BNC), surge
como un material prometedor. La BNC se distingue de otros tipos de celulosa por su alta
pureza, biocompatibilidad y sostenibilidad, siendo ideal como matriz para transportar
nanoparticulas. Ademas, su facilidad de obtencion mediante procesos biotecnoldgicos,
como el uso de madres de vinagre, abre oportunidades para su produccion econémica y
ecoldgica. A pesar de los numerosos estudios sobre el uso de celulosa como soporte para
nanoparticulas de plata (AgNPs), no se habian explorado previamente peliculas antisépticas

de BNC obtenidas especificamente a partir de madres de vinagre de pifia.

El presente estudio aborda este vacio desarrollando peliculas de BNC dopadas con
concentraciones controladas de AgNPs (5, 25, 50, 75 y 100 ppm). Este enfoque tiene dos

objetivos principales:

Efectividad antimicrobiana: Se evalu6 la capacidad de las peliculas para inhibir el
crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, dos bacterias patégenas
comunes. Los resultados buscaban identificar la concentracion minima de AgNPs que logra

un efecto antimicrobiano significativo (99% de inhibicion).

Seguridad para uso humano: Al trabajar con concentraciones bajas de AgNPs, el estudio
contribuye a establecer una ventana terapéutica segura, minimizando los riesgos de

toxicidad sistémica o topica.



ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) are well-known for their potent antimicrobial effects and their
use as topical antiseptics in wound treatment and infection prevention. However, a major
challenge in their application is the toxicity that AgNPs can cause when used at high
concentrations, limiting their safe use in humans. This problem underscores the need to
explore strategies for controlling AgNP release and determining effective and safe

concentrations.

In this context, nanocellulose, particularly bacterial nanocellulose (BNC), emerges as a
promising material. BNC stands out from other types of cellulose due to its high purity,
biocompatibility, and sustainability, making it an ideal matrix for nanoparticle delivery.
Additionally, its production via biotechnological processes, such as using vinegar mothers,
offers opportunities for economical and environmentally friendly manufacturing. Despite
numerous studies on the use of cellulose as a carrier for silver nanoparticles, no prior
research had explored antiseptic films made specifically from BNC derived from pineapple

vinegar mothers.

This study addresses this gap by developing BNC films doped with controlled
concentrations of AgNPs (5, 25, 50, 75, and 100 ppm). This approach focuses on two main
objectives:

Antimicrobial effectiveness: The films ability to inhibit the growth of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, two common pathogenic bacteria, was assessed. The aim was to
identify the minimum AgNP concentration needed to achieve significant antimicrobial
effects (99% inhibition).

Human safety: By working with low concentrations of AgNPs, the study contributes to

defining a safe therapeutic window, minimizing the risks of systemic or topical toxicity.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia es una disciplina cientifica que consiste en el estudio, fabricacion, y
utilizacion de los materiales en una escala nanométrica, es decir, aquellos con tamafios de
entre 1 y 100 nm. En las ultimas décadas se ha descubierto y explotado el potencial de los
nanomateriales en aplicaciones biomédicas tales como la catélisis de reacciones
enzimaticas, la deteccion de acido desoxirribonucleico, y la ingenieria de biomateriales, asi

como antisepticos en el tratamiento de quemaduras y heridas, entre muchas otras [1].

Los nanomateriales han revolucionado el campo de la medicina y la farmacologia debido a
sus propiedades Unicas a escala nanométrica, que mejoran su eficacia en aplicaciones
terapéuticas. Entre estos, la plata en forma de nanoparticulas ha sido ampliamente utilizada
en productos antisépticos topicos debido a su notable actividad antimicrobiana [2]. Entre
los nanomateriales mas usados como antisépticos destaca el uso de las nanoparticulas de
plata, 0 AgNPs, que presentan una superficie elevada en relacion a su volumen, lo que les
permite interactuar eficazmente con las membranas celulares de diversos microorganismos,
incluyendo bacterias, hongos y virus. Esta interaccion resulta en una actividad
antimicrobiana poderosa, capaz de desestabilizar la membrana celular y generar especies
reactivas de oxigeno que dafian estructuras internas de los microorganismos, llevando a su

muerte.

No obstante, aunque las nanoparticulas de plata son eficaces para reducir infecciones en
heridas y prevenir la proliferacion bacteriana, su uso también plantea importantes
preocupaciones en cuanto a su potencial toxicidad. Las investigaciones han sefialado que, al
igual que atacan las células microbianas, las nanoparticulas de plata pueden también
interactuar de forma negativa con celulas humanas, generando estrés oxidativo y afectando
la integridad de las células sanas. Este efecto toxico puede resultar en reacciones adversas
como inflamacion, citotoxicidad y, en algunos casos, efectos negativos en el sistema

inmunoldgico, lo cual limita su uso y exige una dosificacion precisa y controlada [3].

La creciente popularidad y eficacia de la plata como antiséptico topico, junto con las

preocupaciones sobre sus efectos secundarios, hacen que este tema sea de especial interés



para la investigacion. Profundizar en el estudio de las nanoparticulas de plata y su impacto
en la salud puede contribuir a disefiar formulaciones mas seguras y eficaces, optimizando la
concentracion y tamafio de las particulas para maximizar sus beneficios antimicrobianos
mientras se minimizan los riesgos para las células humanas [3]. Ademas, explorar
alternativas y combinaciones con otros nanomateriales podria ofrecer soluciones

innovadoras para la administracion topica de antimicrobianos.

En la basqueda de sistemas eficientes para la administracion controlada de farmacos, el
estudio de materiales biodegradables y sostenibles ha ganado una importancia significativa.
En este contexto, la nanocelulosa ha emergido como un material prometedor gracias a su
falta de inmunogenicidad, propiedades mecanicas sobresalientes, a su elevada area
superficial y excelente biocompatibilidad, las cuales pueden adherirse a la superficie de la
celulosa a través de sus interacciones electrostaticas o por medio de modificaciones

quimicas [4].

La nanocelulosa es una biomolécula derivada de la celulosa, el polimero organico mas
abundante del planeta, obtenida de fuentes renovables como la madera, las plantas, y ciertos
tipos de bacterias. Su estructura a escala nanométrica proporciona una superficie extensa y
propiedades mecanicas avanzadas, lo que permite que esta biomolécula sea funcionalizada
o modificada para aplicaciones especificas en el campo de la salud. Ademas, la
nanocelulosa se caracteriza por ser biocompatible, biodegradable y no tdxica, lo que la

convierte en un material idéneo para su uso en aplicaciones médicas.

Una de las aplicaciones mas prometedoras de la nanocelulosa se encuentra como sistema de
transporte y liberacion de farmacos. Los sistemas de administracion de medicamentos
basados en nanocelulosa presentan caracteristicas excepcionales, como la capacidad de
encapsular diversas moléculas terapéuticas, desde farmacos de bajo peso molecular hasta
proteinas y é&cidos nucleicos. Asimismo, la capacidad de la nanocelulosa para ser
modificada quimicamente permite la personalizacion de sus propiedades para responder a
estimulos especificos, como cambios en el pH, temperatura o enzimas, lo que facilita la

liberacion controlada del farmaco en zonas especificas del cuerpo humano.



La administracion de farmacos mediante nanocelulosa ofrece diversas ventajas, tales como
su degradabilidad en el organismo y su capacidad para dirigir los farmacos hacia tejidos
especificos, minimizando efectos secundarios. Ademas, sus propiedades mecanicas Yy
térmicas excepcionales permiten disefiar sistemas de liberacidbn que respondan a
condiciones fisiologicas del cuerpo humano, proporcionando asi una liberacion progresiva

y controlada de los principios activos [4].

Existen tres tipos de nanocelulosa: los nanocristales de celulosa (CNC), las nanofibrillas de
celulosa (CNF), y la celulosa bacteriana (BC); entre ellos, destaca la celulosa bacteriana,
obtenida por efecto de una fermentacion mediada por bacterias, debido a que cuenta con
una elevada pureza y es mas facil de sintetizar que los CNC o las CNF,

En el presente trabajo se prepararon peliculas antisépticas para uso topico empleando
madres de vinagre de pifia para obtener celulosa bacteriana de alta pureza, ya que no
existen reportes de la elaboracién de las peliculas antisépticas con celulosa bacteriana que
haya sido obtenida de madres de vinagre. Las peliculas fueron dopadas con nanoparticulas
de plata en concentraciones bajas (5, 25, 50, 75, 100 ppm) para evaluar su efecto
antimicrobiano contra las bacterias E. coli y S. aureus y encontrar la concentracion minima
con la cual se presenta un efecto antimicrobiano relativamente eficaz contra dichas

bacterias sin representar un riesgo para el usuario.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO



La nanocelulosa es un compuesto que viene de la celulosa, la cual se encuentra altamente
disponible en la naturaleza, y tiene una gran variedad de propiedades quimicas, bioldgicas y
fisicas notables, tales como biocompatibilidad, capacidad de renovacion, alta resistencia
mecanica, rigidez y bajo peso. Estas propiedades posibilitan el uso de la nanocelulosa en

sistemas de administracion de farmacos, ya sea como base o como transporte [1].

La nanocelulosa puede encontrarse en diferentes formas, ya sea como nanocristales de
celulosa, nanofibrillas de celulosa o celulosa bacteriana, y en todas ellas puede ser
empleada para la administracion de farmacos gracias a su elevada area especifica,
sobresalientes propiedades mecéanicas, y su variabilidad para la modificacion quimica, asi
como su no inmunogenicidad y su alta biocompatibilidad. Es debido a su elevada area

superficial que la nanocelulosa puede recibir una gran carga de farmacos.

Existe un amplio rango de farmacos puede reformularse con la adicién de la nanocelulosa
después de modificaciones sencillas de su superficie. Si la superficie de la nanocelulosa se
modifica quimicamente, o se formula fisicamente de manera adecuada, se puede lograr la

liberacion controlada de varios farmacos [2].

1.1 NANOCELULOSA

La nanocelulosa es un material celulésico a nanoescala que constituye una abundante
biomasa natural, y se puede dividir en tres grandes tipos, nanocristales de celulosa (CNC),
nanofibras de celulosa (CNF) y celulosa bacteriana (BC), dependiendo de si se obtiene por
procesos quimicos, mecanicos, o a partir de bacterias [2, 3]. Las principales propiedades de

cada uno de los tres tipos de nanocelulosa se presentan en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1 Principales caracteristicas de los tres tipos de nanocelulosa [1].

Talla/
Longitud

Tipo

CNC  100-500
nm
(Celulosa

vegetal)

100 nm a
varios
micrometro
s (tunicas y
algas

celulosa)

Mas de 1
pm

CNF

BC Mas de 1
pum

Diame Forma
tro
3-30 Forma de
nm huso,
forma de
varilla
alargada o
forma de
aguja
3-100 Cadenas
nm lisas y
largas

20-100 Unared de
nm nanofibras

Estructura

Cristalina

Amorfay

cristalina

Cristalina

Proceso de  Impurezas
produccién
“De arriba Puede
hacia abajo” contener
hemicelulos
a, lignina'y
pectina
“De arriba Puede
hacia abajo” contener
hemicelulos
a, ligninay
pectina
“De abajo  No contiene
hacia hemicelulos
arriba” a, lignina 'y
pectina

Propiedades

La relacion de
aspecto, la gran
superficie, alta
elasticidad de los
madulos, alta
resistencias
mecanica, su
forma uniforme
de nanovarilla,
menor expansion
de rotura,
carécter liquido
cristalino,
biocompatibilida
d e hidrofilia

Flexible,
excelente
hidrofilia,

biocompatibilida
dyalta

superficie

Buenas
porosidad,
moldeabilidad,
hemocompatible,
un peso
molecular medio
elevado, buena
estabilidad
mecéanica y una

cristalinidad alta




1.1.1 Nanocristales de celulosa

Existen numerosas fuentes naturales de celulosa, entre las cuales se incluyen algunas
plantas y animales, a partir de las cuéles se obtienen los nanocristales de celulosa (CNC),
que también reciben los nombres de nanobigotes de celulosa (CNW, por sus siglas en
inglés) y microcristales de celulosa en forma de varilla observados en la Figura 1.1 La
celulosa se puede obtener de diferentes fuentes vegetales como lo son la madera, el
cafiamo, el algoddn, el lino, la paja de trigo, la corteza de morera, el ramio, el avicel, la
patata, la remolacha azucarera, la tunicina y las algas [4, 5]. La produccion de CNC es un
proceso vertical en el cual una unidad grande, medida en centimetros, se divide hasta llegar
a unidades que se miden en escala nanométrica. Dicho proceso consiste en separar la

porcion amorfa de la celulosa natural y conservar la fraccion cristalina.

Figura 1.1 Nanocristales de celulosa.

En la Figura 1.2 se muestran las estructuras quimicas de la CNC, CNF y BC. La estructura
quimica de la CNC vy sus regiones cristalinas, formadas por enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares que unen las macromoléculas de celulosa, se pueden observar en Figura

1.2ay Figura 1.2Db, respectivamente.
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Figura 1.2 a) Estructuras quimicas de CNC y CNF. b) Enlaces de hidrégeno intramoleculares e

intermoleculares en celulosa cristalina [6]. c) Estructura quimica de BC, CNC y CNF.

La CNC tiene una tasa de cristalizacion relativamente alta, que se estima de entre 54 y
88%. Los cristales tienen forma rémbica, de varilla larga o de aguja, con adelgazamiento
hacia los extremos, con una estructura rigida, y sus tamafios varian en dependencia de su
origen. Aquellos cristales obtenidos de la celulosa vegetal suelen tener tamafios de entre 5y
30 nm de didmetro con 100 a 500 nm de longitud, mientras que aquellos que se obtienen de
algas y tunicados tienen longitudes mayores, partiendo de los 100 nm hasta varios
micrémetros [7, 8].

El gran atractivo de la CNC como objeto de investigacion viene de sus propiedades unicas,
como su alta relacion de aspecto, gran area de superficie, elevado modulo elastico, alta

resistencia mecanica, biocompatibilidad e hidrofilia [1, 9-11].



1.1.1.1 Preparacion de nanocristales de celulosa

La CNC puede ser preparada a través de un amplio nimero de procesos, que se resumen en
la Figura 1.3, entre los cuales se destacan la hidrdlisis enzimatica/acida y tratamiento
mecanico u oxidativo, disefiados para separar las cadenas amorfas de las fibras de celulosa
y recolectar la composicion cristalina. La celulosa pura siempre debe aislarse de la fuente
antes de comenzar la preparacion, y posteriormente se siguen los pasos generales enlistados

a continuacion [12]:
a) Secado, molienda o desparafinado
b) Refinacion
c) Clasificacion, ya sea mecanica, quimica, bioldgica o una combinacion de éstas
d) Blanqueado
e) Filtrado y lavado
f) Secado

Una de las técnicas mas comunes para fabricar CNC es la hidrolisis enzimatica, en la cual
se utilizan enzimas como la endoglucanasa, exoglucanasa, o la celobiohidrolasa para
romper las moléculas de celulosa en fracciones mas pequefias [13-15]. La hidrdlisis acida
resulta mas dificil, aunque se ha reportado que es posible preparar CNC a partir de celulosa
con &cidos concentrados como el sulfdrico, clorhidrico, nitrico, fosférico, bromhidrico,
fosfotungstico, p-toluenosulfonico, maleico, férmico y oxalico [16-30]. Estos tratamientos
imparten grupos funcionales que substituyen a los OH de la celulosa. También es posible
preparar la CNC via hidrdlisis con agua en un reactor de acero inoxidable, a 120 °C y 20.3
MPa durante 1 hora [31, 32]. Existe también un tratamiento ionico en el cual se emplea
bisulfato de 1-butil-3-metilimidazolio para disolver la celulosa y formar CNC [33-38].
Algunos otros tratamientos quimicos incluyen el uso del clorito o per yodato de sodio,
persulfato de amonio o 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo (TEMPO) como agentes
oxidantes fuertes [39-43].



Por dltimo, es necesario mencionar que algunos métodos de procesamiento mecanicos,
como lo son la homogeneizacién, la microlicuacion, la ultrasonicacion, el calentamiento
convencional, y el fresado con disco hiumedo, se encuentran también entre los métodos méas
usados para fabricar CNC [7, 44, 45]. Existen también reportes de tratamientos combinados
que permitieron obtener CNC a través del uso simultaneo de métodos quimicos y
mecénicos, como hidrélisis mecanicamente asistida, asi como tratamientos fisicoquimicos

con ultrasonido y microondas [12].

Secado / Rejilla /

Desparafinado
Mecanica
Purificacion
Quimica
Deslignificacion
Bioldgica
Holocelulosa
Combinada

Blangueamiento

Nanocristales de Celulosa en forma de varilla
W’ ~LAL “}3 iy Celulosa
1 = 2

lavado / secado

R x
Iz em | |
e -
Método De Hidrolisis

Nanobigotes de Celulosa

Oxidacion Enzimatica
Purificacion (~ Hidrolisis de (o .
Nanaocristales de Celulosa if y Agua H|dr9||5|s
(CNC) bl . ., Subcritica Acida
Fraccionacion
. (~ Tratamiento
Tratamiento .
. 16nico
Mecanico .
Liguido

Figura 1.3 Representacion esquematica de la preparacion de CNC. Imagenes de microscopia electrénica de
transmision (TEM) de nanocristales de celulosa en forma de varilla [46]. Imagenes de microscopia electronica
de barrido (SEM) de nano-bigotes de celulosa [47]. Imagenes SEM de celulosa nanocristalina [48].
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1.1.2 Nanofibras de celulosa

Al igual que la nanocelulosa cristalina, la nanocelulosa nanofibrada (CNF) o nanofibra de
celulosa mostrada en la Figura 1.4 puede extraerse a partir de la madera, la remolacha
azucarera, las papas, el cafiamo, el lino, el algodon, la paja, las malas hierbas, el jacinto de

agua, las algas, o la cascara de platano como precursores de la celulosa.

La estructura molecular de la CNF, tal como se muestra en la Figura 1.2a, es muy
semejante a la de la CNC, siendo sus principales diferencias su morfologia y cristalinidad.
La CNF esta formada por cadenas largas y suaves, cuya longitud puede ser dificil de
determinar debido a su entrelazamiento, pero que generalmente se estima en mas de 1 pm.
El didmetro, por el otro lado, generalmente se estima entre los 3 y los 100 nm, en
dependencia con los métodos de pretratamiento empleados. Si bien la CNC es Gnicamente
cristalina, la estructura de la CNF presenta también regiones amorfas, y es gracias a esta
naturaleza amorfa que las CNF son mas flexibles que los CNC. Las CNF presentan,
ademas, excelentes propiedades como la hidrofilicidad, biocompatibilidad, y una elevada
area superficial [1, 2, 49, 50].

Figura 1.4 Iméagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de (a, b) nanofibras de celulosa sin

modificar y (c, d) nanofibras de celulosa modificada [209].
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1.1.2.1 Preparacion de nanofibras de celulosa

Ya sea con o sin pretratamiento, la preparacion de las CNF a partir de cualquier materia
prima requiere un intenso proceso mecanico, como se observa en la Figura 1.5. En algunos

casos es incluso necesario un tratamiento quimico antes del mecénico, en dependencia de

las propiedades de las materias primas [51].

Fuentes
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Pretratamientos ——> BIGIEllEnectle: (sl —— m

Método de Homogeniza Celulosa microfibrilada

extrusién de cién a alta
' doble tornillo presion
* Pretratamiento asistido por solvente
* Pretratamiento de hidrolisis de acidos Rectificado .
iy -~ Meétodo de
organicos ultrafino por ) ~,
= Fraccionamiento de enzimaticos friccién
= 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-
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= Oxidacidn de peryodato-clorito Método de
= Catlctnlzaleor] s
= Carboximetilacion
= Liguidos I6nicos
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Figura 1.5 Representacion esquematica de la preparacion de CNF con imagenes SEM de celulosa
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Y
%
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microfibrilada [91] y de nanofibras de celulosa [92].

Entre los pretratamientos mas comunes se encuentran el asistido con solventes [52, 53], la
hidrélisis de acidos organicos [54, 55], la hidrdlisis enzimatica [56, 57], la oxidacion
TEMPO [58, 59], la oxidacion peryodato-clorito [60], la sulfonacion oxidativa [60, 61], el
pretratamiento catidnico [62], la carboximetilacion [63, 64], el pretratamiento con liquidos
i6nicos [65], y los disolventes eutécticos profundos [66-69]. La eleccion del método de

pretratamiento debe hacerse con cuidado, ya que este puede afectar la superficie interna de
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las fibras, cambiar su grado de cristalinidad, e incluso destruir sus enlaces de hidrogeno
[70].

La produccién de CNF incluye, también, un proceso de mecanizado que puede llevarse a
cabo por medio de una homogeneizacion a alta presion [71-75], molienda por friccion [76-
78], molienda de bolas [24], extrusion de doble tornillo [79, 80], molienda criogénica [21,
81, 82], mezcla [83-85], explosién de vapor [17-19, 86, 87], u 6smosis inversa [88-90].

1.1.3 Nanocelulosa bacteriana

La nanocelulosa bacteriana, también conocida como celulosa bacteriana, celulosa
microbiana y biocelulosa mostrada en la Figura 1.6, se obtiene, como su nombre lo indica,
por accién bacteriana a partir de aztcares de bajo peso molecular para construir nanofibras.
La celulosa obtenida por este método es pura y libre de impurezas y contaminantes como la
lignina, la pectina, y la hemicelulosa que tan cominmente se encuentran en la CNF y la
CNC.

Figura 1.6 Nanocelulosa bacteriana.

Entre las bacterias que se pueden usar para producir BC se encuentran la bacteria Gram-

positivas como la Sarcina ventriculi, y numerosas bacterias Gram-negativas como la
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Acetobacter xylinum, la Gluconacetobacter hansenii, y el Lactobacillus mali [93]. Las
bacterias productoras se incuban en un medio acuoso y la BC se forma como un
exopolisacarido en la capa superior. El material resultante consiste principalmente de agua
(>99%) vy una red de nanofibras con diametros de entre 20 y 100 nm [4], su estructura

quimica puede ser observada en la Figura 1.2c.

Las propiedades de la celulosa bacteriana se pueden controlar manipulando el medio y las
condiciones de cultivo, y seleccionando la cepa bacteriana adecuada [94]. Algunas de estas
propiedades son la porosidad, la ductilidad, la pegajosidad, la hemocompatibilidad, el peso
molecular, la estabilidad mecénica, y la cristalinidad [95].

1.1.3.1 Preparacion de celulosa bacteriana

En la Figura 1.7 se observa un resumen esquematico con los pasos para la preparacion de
la celulosa bacteriana. Previo al inicio del proceso, resulta importante tomar en cuenta
algunos factores como la correcta seleccion de la cepa bacteriana y la optimizacion de las
condiciones de crecimiento, que implica controlar factores de crecimiento como la

temperatura, el pH, y un medio adecuado.

Los métodos mas comunes para obtener la BC incluyen el cultivo estatico, la mezcla, la
sintesis en biorreactores de aireacion y biorreactores de disco rotatorio, y la sintesis en
reactores de lecho fluidizado. La preparacion se puede realizar en condiciones estaticas o en
recipientes de gran superficie con suministro de oxigeno y agitacion, asi como en diferentes
tipos de biorreactores de aireacion, dependiendo del método [95]. La produccion estatica se
utiliza principalmente la biosintesis de BC a escala de laboratorio y durante un periodo de
tiempo relativamente corto de dos semanas, mientras que el cultivo mixto es mas adecuado
para la produccion a gran escala ya que requiere un gran suministro de oxigeno [96]. Sin
embargo, el proceso de produccion a gran escala puede generar una inestabilidad genética

bacteriana y una reduccién en la produccion de la BC.

Las celulosas obtenidas por diferentes métodos tienen diferentes propiedades y
microformas y tamafios de particulas, aunque en su mayoria son esféricas [97, 98]. La BC

producida en biorreactores de aireacion usualmente tiene forma de granulos [98, 99], la que
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se produce en biorreactores de disco rotatorio generalmente es homogénea [99], y la que se
obtiene en reactores de lecho fluidizado se presenta en capas desiguales debido a las altas

concentraciones de oxigeno que contrastan con las bajas fuerzas de corte [100].

= Bacterias grampositivas: Sarcina ventriculi

*Bacterias gramnegativas: Acetobacter xylinum, Acetobacter sp.
V6, Acetobacter sp. A9, Acetobacter xylinum ssp., Gluconacetobacter hanseii,
A. xylinum E25, Gluconacetobacter xylina K3, G. xylinus IFO 13773,
A. xylinum NUST4. 1, Gluconacetobacter sp. St-60-12
y Lectobecillius mali JCM1116 (cocultivo) y G. xylinus sp. RKY

‘ BC Preproduccion —] ‘ BC Produccion

< Y < Y

y

» Seleccion de cepas
» Optimizacion de las opciones
de crecimiento: factores de

* Produccion estatica

* Produccion en cultivo en agitacion
Produccion en biorreactor airlift
Produccion en biorreactor de discos

‘ Purificacion

Celulosa Bacteriana

(BC)

PeliculaBC

Figura 1.7 Representacién esquematica de la preparacion de BC, con fotografia de una pelicula de BC [101],
imagenes SEM de una pelicula de BC [102], e imagenes SEM de fibras BC [103].
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1.2 ANTISEPTICOS TOPICOS

Un antiséptico tépico (Figura 1.8) es un producto quimico que se aplica por via topica, es
decir, por medio de tejidos vivos como la piel, las membranas mucosas o las heridas, esto

con el fin de destruir o reducir el nimero de microorganismos patdgenos en la superficie

afectada [104, 105].

YProTEC]
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DESNATURALIZADO
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__Contenidoneto:40mk =

Figura 1.8 Antisépticos tdépicos mas comunes.

Algunos de los antisépticos tépicos que podemos encontrar en el mercado son: Bactrovet
plata AM (Imidacloprid), Blindagerm (Acetato de plata), Estercide (cloro y oxigeno), y
ConBact (cefquinome), entre otras. Algunos de los criterios mas importantes que se deben
tomar en cuenta al elegir un antiséptico son el espectro de accién antimicrobiano del
antiséptico, el tiempo transcurrido entre su aplicacion y el comienzo del efecto
antimicrobiano, la duracién del efecto después de ser aplicado, la posible interferencia de la
materia organica en el efecto antiséptico, los posibles efectos secundarios locales y

sistémicos, y la compatibilidad con otros antisépticos lo que se detalla en la Tabla 1.2.
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Tablal.2 Antisépticos de uso comun, caracteristicas y aplicaciones.

Espectro de

accion

Inicio de

actividad

Uso

Seguridad

Contradiccion

Alcohol

Bacterias y virus

15 segundos

Desinfeccion de la
piel, limpieza antes
de inyecciones o
limpieza de

termoémetros

Inflamable.

No aplicar en
heridas abiertas.
Usarlo por tiempo
prolongado irrita y

seca la piel.

Agua oxigenada

Bacterias, virus y

algunos hongos

Inmediato

Lavado de Ulceras o

heridas. Enjuagues
bucales o
desinfeccion de
equipo para
endoscopia

Debe combinarse o
diluirse antes de

aplicar en tejidos.

No aplicar en
cavidades cerradas
u ojos. En
concentraciones
mayores a 10%

causa quemaduras

Yodo

Bacterias, virus y

hongos

1 hora

Preparaciones

quirdrgicas o

insercion de catéter.

Provoca
quemaduras al
permanecer mucho
tiempo. Combinado
con alcohol es

inflamable.

Prohibido su uso en
embarazadas, recién
nacidos, lactantes o
personas con
trastornos de la

tiroides.

Clorhexidina

Bacterias, virus,

esporas y hongos

15 a 30 segundos

Antiséptico piel,
mucosas y uso

odontoldgico.

Su uso prolongado
mancha los dientes
y puede alterar el

gusto.

No aplicar en
pacientes con
alergia o
hipersensibilidad, ni
en cirugias
oftalmoldgicas o

neuroquirdrgicas.
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1.3 NANOPARTICULAS DE PLATA

Se les llama nanoparticulas, o0 NPs (Figura 1.9), a las particulas con tamafios de entre 1 y
100 nm en al menos una dimension. Las nanoparticulas de menor tamafio tendran una
mayor relacion entre el &rea superficial y el volumen de la particula, lo cual conlleva
cambios importantes en sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas, y las hace atractivas
para multiples aplicaciones en el campo de la biomedicina [106]. Entre las nanoparticulas
de mayor interés dentro de este campo de estudio se encuentran las nanoparticulas de plata,

0 AgNPs, pues se ha demostrado que poseen propiedades antisépticas sobresalientes.

Figura 1.9 Nanoparticulas de plata.

1.3.1 Preparacion de nanoparticulas de plata

Existe cada vez una mayor cantidad de métodos disponibles para obtener nanoparticulas de
plata. La variedad en los procesos de fabricacion también permite obtener AgNPs con
diferentes composiciones y calidad, ya que las diferentes vias de sintesis generan
nanoparticulas con diferentes tamafios, morfologia e incluso estabilidad. A grandes rasgos,
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dichos métodos se pueden dividir en tres grandes categorias: sintesis fisica, sintesis

quimica, y sintesis bioldgica o verde [106].

1.3.1.1 Sintesis fisica

La sintesis fisica de las nanoparticulas de plata generalmente implica moler o triturar, re-
enfriar o fotograbar el material precursor en algin punto del proceso, sin embargo, en la
mayoria de los casos el primer paso es la reduccion de una sal de plata por medio de una
reaccion quimica. Las AgNPs empleadas a nivel comercial suelen estar sintetizadas con
algin método fisico para adaptar la forma y tamafio de las particulas a la aplicacién
especifica en la cual serdn usadas, o bien para funcionalizarlas. Algunos de los principales
métodos fisicos usados para la sintesis y modificacion de AgNPs son la
evaporacidn/condensacién y la ablacion laser. Las desventajas de estos métodos es que el
metal empleado se obtiene en hornos cilindricos que consumen una gran cantidad de

energia y tardan mucho tiempo en lograr una estabilidad térmica [106, 107].

1.3.1.2 Sintesis quimica

El método méas comun para sintetizar nanoparticulas de plata es por medio de una reduccion
quimica, utilizando como precursor alguna sal de plata, asi como agentes reductores y
estabilizadores quimicos o agentes de acabado para manejar su crecimiento. La sal de plata
mas frecuentemente empleada es el nitrato de plata, ya que su costo es bajo y tiene una
elevada estabilidad quimica, comparada con otras sales. Los agentes estabilizadores
incluyen surfactantes y ligandos, o bien polimeros que contengan grupos de gran
funcionalidad como lo son el polivinilpirrolidona, el polietilenglicol, el &cido

polimetacrilico, y el polimetilmetacrilato, entre otros [106, 107].

1.3.1.3 Sintesis bioldgica

Debido a la creciente demanda de métodos de fabricacion de nanoparticulas de plata que

sean amigables con el medio ambiente, recientemente se han desarrollado algunos métodos
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de sintesis biologica, también llamada biosintesis o sintesis verde. Los métodos de sintesis
bioldgica consisten en reducir las sales de plata usando proteinas, péptidos, carbohidratos,
bacterias, hongos, levaduras, algas, o plantas como agentes reductores [107].

1.3.2 Aplicaciones antisépticas de las nanoparticulas de plata

Actualmente, las nanoparticulas de plata se utilizan como antisépticos (Figura 1.10) para
tratar infecciones al aplicarse en heridas en forma de ungientos, vendas y almohadillas,
pero las sales de plata se han utilizado durante cientos de afios como agentes
antibacterianos [108]. Existen reportes de alambre de plata siendo aplicado directamente
para tratar infecciones, y de soluciones salinas de plata para limpiar heridas, como
soluciones de nitrato de plata, por ejemplo. Mas recientemente, los compuestos de plata se
han utilizado como componentes antibiéticos en cremas o ungiientos, como es el caso de la
sulfadiazina argéntica, que han jugado un papel importante en el tratamiento de

guemaduras durante afios [109].
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AREZA Antibacterial Alginate with Silver

. r
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4.25" x 4.25" ntiséptica con
(108 mm x 108 mm) Iones de P'ata
S

B denger y

e e

asegeces:

.
Solucion
Antiséptico y antibacterial Antiséptica con

auiliare eniento del . lones de Plata

40 DRESSINGS

i’ 120 mL

Figura 1.10 Productos de uso clinico con nanoparticulas de plata.
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Estas aplicaciones son solo algunos ejemplos de cémo las nanoparticulas de plata estan
revolucionando los productos médicos y antisépticos, gracias a su capacidad para combatir

bacterias y promover una cicatrizacion mas rapida (Tabla 1.3).

Tabla 1.3 Tipos, aplicacién y uso médico de las nanoparticulas de plata.

Tipos Aplicacion Uso

Los apo6sitos impregnados con
nanoparticulas de plata se utilizan para

prevenir infecciones en heridas y

Antisépticos en Vendajes y apositos para heridas

productos médicos

guemaduras. Estos apdsitos ayudan a
eliminar bacterias y favorecen una mejor

cicatrizacion.

Cateteres y dispositivos médicos Los catéteres recubiertos con
nanoparticulas de plata reducen el riesgo
de infecciones bacterianas en
procedimientos invasivos, ya que crean

una barrera antimicrobiana.

Geles y cremas Geles para el tratamiento de heridas Las cremas y geles con nanoparticulas de
plata se utilizan para tratar infecciones en

antimicrobianas
la piel. Son eficaces en la eliminacidon de
bacterias resistentes a antibiéticos como
el Staphylococcus aureus resistente a la

meticilina.

Cremas para quemaduras Algunas cremas utilizadas para tratar
quemaduras estan formuladas con
nanoparticulas de plata, ya que no solo
ayudan a prevenir infecciones, sino que
también aceleran el proceso de

regeneracion celular.
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Implantes médicos Implantes ortopédicos Los implantes como los de cadera, rodilla
o0 dentales recubiertos con nanoparticulas
de plata pueden inhibir la formacion de
biopeliculas bacterianas, lo que

disminuye las infecciones posquirurgicas.

Desinfectantes Soluciones desinfectantes Las nanoparticulas de plata se estan
utilizando en la formulacion de
soluciones desinfectantes que se aplican
en equipos quirdrgicos y areas
hospitalarias para reducir la presencia de

microorganismos patégenos.

Mascarillas y ropa Mascarillas faciales y ropa quirtrgica El uso de nanoparticulas de plata en la
médica fabricacion de mascarillas y prendas
médicas crea una capa protectora que

combate virus y bacterias, mejorando la

seguridad del personal sanitario.

1.3.3 Toxicidad de las nanoparticulas de plata y otros potenciales impactos en la salud

Estudios en ratas han demostrado que, después de la administracion oral de AgNPs, entre
un 1-4% de la dosis llega al sistema circulatorio. La plata que ingresa al cuerpo por
inhalacion, por el otro lado, es frecuentemente encontrada en varios tejidos, desde el tracto
gastrointestinal hasta los pulmones, asi como el bazo, el higado, y los rifiones. Otros
estudios sugieren que la plata puede también acumularse en el cerebro y los testiculos,
aungue con respecto al cerebro no esta claro si la plata se deposita en el tejido cerebral o
solo en las células endoteliales del cerebro [110, 111]. Esto resulta de especial
preocupacion, pues se ha demostrado que la sobreexposicion a nanoparticulas de plata
puede provocar la degeneracion de las neuronas e incluso desencadenar procesos
patoldgicos en el cerebro [111]. Pero el efecto mas conocido de la exposicion cronica a la
plata en humanos es, probablemente, la afeccién conocida como argiria o argirosis, la cual

provoca una coloracién grisacea o azulada en la piel y ojos del paciente [110, 111]. Se han
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reportado casos de argiria después de terapias prolongadas con medicamentos a base de
compuestos de plata, asi como tras largas exposiciones ocupacionales, y mas recientemente
como consecuencia de la ingestion de plata coloidal en suplementos dietéticos y por el uso
de apdsitos para heridas recubiertos de plata. Se sabe también de un pequefio nimero de
personas que han presentado reacciones alérgicas a la plata provocadas por restauraciones
dentales [110]. Finalmente, resulta importante mencionar que en afos recientes se han
documentado bases genéticas de resistencia bacteriana a los iones de plata, aunque aun se
sabe poco sobre el mecanismo de resistencia de las bacterianas a las AgNPs y sobre el
riesgo potencial de la propagacion ambiental de genes de resistencia [110]. Por todos estos
motivos es relevante la busqueda de alternativas para aprovechar el maximo potencial de
las nanoparticulas de plata en dosis minimas, sin que exista el riesgo de provocar una

sobredosis en el paciente.

1.4 REDUCCION DE NANOPARTICULAS DE PLATA A PARTIR DE CELULOSA
BACTERIANA

La celulosa bacteriana es un biopolimero producido por ciertas bacterias, y puede actuar
como un agente reductor y estabilizador en la sintesis de nanoparticulas de plata. Durante el

proceso, los iones de plata (Ag") se reducen para formar nanoparticulas de plata (Ag°).

La reaccion quimica basica para la reduccion de iones de plata utilizando celulosa

bacteriana se puede escribir de la siguiente manera:
AgT +R-OH — Ag + R=0 + H™

Los grupos hidroxilo (-OH) presentes en la celulosa bacteriana actian como agentes
reductores. Estos grupos donan electrones a los iones de plata (Ag'). Los iones de plata
(Ag") se reducen a plata metalica (Ag°), que luego se nuclea y forma nanoparticulas. Como
resultado de la reduccion, el grupo hidroxilo en la celulosa se oxida a un grupo carbonilo
(C=0).
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La reaccion simplificada se puede expresar de la siguiente manera:

Ag™ + Celulosa bacteriana —» Ag" (nanoparticulas de plata) +

Oxidacién de celulosa

En la reaccion, la "oxidacion de celulosa” se refiere a la formacion de grupos carbonilo en
la estructura de la celulosa debido a la pérdida de electrones que reduce los iones de plata.
Este método de sintesis verde es muy valioso porque es amigable con el medio ambiente y

evita el uso de agentes quimicos toxicos.

1.5 MADRES DE VINAGRE

La madre del vinagre (Figura 1.11) es la celulosa extracelular, es una capa gruesa y dura
formada por bacterias del &cido acético en la superficie del vinagre durante la fermentacién
[122]. Los tipos méas importantes de bacterias del acido acético son aquellas de los géneros

Acetobacter y Gluconobacter.

Figura 1.11 Madres de vinagre de pifia.
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Algunas de las cepas mas importantes son A. xylinum, A. aceti, y A. hansenii, entre otros.
Aunado a esto se ha descubierto que el Acetobacter xylinum, cuando se encuentra aislado
del vinagre madre, todavia puede sintetizar estructuras coloidales extracelulares durante la

fermentacion del vinagre [123].

El vinagre es uno de los alimentos méas populares en el mundo [112]. Actualmente, el
vinagre de frutas, obtenidoa partir dejugode uva, manzanasy otras frutas que
contienen azdcar, se esta volviendo cada vez mas popular [113,114]. Se ha demostrado que
el vinagre tiene beneficios para la salud gracias a su efecto antihipertensivo, alta actividad
antibacteriana y antioxidante, y su capacidad para prevenir la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares, asi como para reducir el higado graso y proporcionar energia después del
ejercicio [114-121,124].

1.6 ANTECEDENTES

Se ha demostrado que la celulosa, en sus diferentes formas, puede ser usada como soporte
para liberacién de diversos farmacos debido a su biocompatibilidad, su alta area superficial,
y la relativa facilidad con que puede ser funcionalizada [125]. Hay reportes del uso exitoso
de los nanocristales de celulosa [126-134] y de las nanofibras de celulosa [135-145] en esta
area. En cuanto a la celulosa bacteriana, se ha reportado su uso como sistema de liberacion
de farmacos para entrega oral [129, 146-156] y ocular [157-163], asi como para entrega
transdérmica y tdépica [164-169]. El uso de la celulosa bacteriana como soporte de
nanoparticulas de plata presenta un efecto sobresaliente como antiséptico [170-175] y por

ello resulta interesante profundizar en el tema.

Entre los diversos estudios al respecto se puede citar, por ejemplo, aquel que Wei Wang y
colaboradores realizaron en 2020, cuando desarrollaron una pelicula antimicrobiana
respetuosa con el medio ambiente mediante la incorporacion de nanoparticulas de plata
(AgNPs) y alcohol de polivinilo (PVA) en nanocelulosa bacteriana (BNC) a través de un
método de reduccidn asistido por UV. Se observo que las AgNPs cambiaron el color de las
peliculas de blanco a marrdn sin afectar quimicamente las estructuras superficiales de las

peliculas; que las propiedades mecanicas de la pelicula mejoraron debido a la adicion de
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PVA; y que la solucion de PVA rompio y volvid a conectar fisicamente las fibras BNC, y
el PVA contribuy6 a que la pelicula fuera mas flexible. La actividad antimicrobiana de la
pelicula BNC modificada con AgNPs se evalué mediante pruebas de difusion en agar. Se
registro actividad antimicrobiana contra E. coli en peliculas con reducciones de entre 1.946

y 1.098 UFC/mL en medio liquido y en carne cruda, respectivamente [176].

También es notable el estudio realizado por Sasiporn Audtarat y colaboradores en 2022,
quienes sintetizaron compdsitos de celulosa bacteriana con nanoparticulas de plata para
evaluar su actividad antimicrobiana contra las bacterias E. coli y S. aureus. Se emple6 una
nanocelulosa bacteriana obtenida de desechos agricolas de extractos de platano, levadura y
peptona, por accion de la G. xylinius. Las nanoparticulas de plata fueron preparadas por
separado e incorporadas fisicamente en la matriz de celulosa por medio de agitacion en
proporciones de 0.05, 0.1 y 0.2 %p/v durante 24 horas. Fueron caracterizadas por TEM,
DRX, FTIR y UV-VIS para comprobar la correcta incorporacion de las particulas en la
matriz polimérica. Se obtuvieron los valores de concentracion inhibitoria minima (MIC) y
concentracion bactericida minima (MBC) contra la E. coli y S. aureus en agar. Se encontro
que el valor de MIC fue de 250 pg/mL tanto para la E. coli como para la S. aureus,
mientras que los valores de MBC fue de 500 y 2000 pg/mL para la E. coli y la S. aureus,

respectivamente [177].

Otro ejemplo es el estudio que desarrollaron Sol de Zhenbing y colaboradores en 2022, que
alquilaron y esterificaron la celulosa bacteriana para producir una carboximetil celulosa
bacteriana (CMBC), la cual se modificd con nanoparticulas de plata para producir peliculas
con propiedades antibacterianas. Las peliculas se caracterizaron por medio de TGA, SEM y
pruebas mecéanicas, y se evaluo su actividad antibacteriana contra S. aureus y E. coli. Los
resultados indicaron que la adicion de las AgNPs mejord notablemente la actividad
antimicrobiana de las peliculas en un 44% para E. coli y en un 59% para S. aureus, asi

como también las propiedades fisicas y mecanicas [178].

Finalmente, en 2023, Mohamed T. Shaaban y colaboradores evaluaron el uso de la celulosa
bacteriana impregnada con nanoparticulas de plata como una membrana antimicrobiana
para el tratamiento de la cicatrizacion de heridas. Las muestras se caracterizaron mediante

UV/Vis, FTIR, DRX y TEM y se evalud su actividad antimicrobiana en contra de las
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bacterias S. aureus y P. aeruginosa. Los materiales mostraron una buena actividad
antimicrobiana en contra de ambas bacterias y sin una diferencia significativa, obteniendo
valores de 1.25mg/mL tanto de concentracion inhibitoria minima (MIC) como de

concentracion bactericida minima (MBC) [179].

Como antecedente de investigacion se tiene un nuevo proceso para obtener nanoparticulas
de celulosa basado en la reaccion TEMPO [184]. Saito en 2006 introdujo la oxidacion de
celulosa aplicando 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxyl (TEMPO). Este método explica que
los materiales celul6sicos crudos se procesan mediante unas tijeras quimicas nanomeétricas
para obtener celulosa microfibrilada [186]. El principio basico de este método consiste en la
oxidacion de las fibras de celulosa por NaClO en presencia del catalizador TEMPO y NaBr
con un pH de entre 10 y 11, y a temperatura ambiente [187]. Este método deja accesibles
los hidroxilos primarios en la superficie de las fibras, y se los aldehidos se oxidan a grupos
carboxilos con carga negativa [188]; como resultado, las nanofibrillas dentro de las fibras
se desenrollan por la agitacién mecénica y por las fuerzas repulsivas entre los carboxilatos
ionizados y los puentes de hidrogeno (Eichhorn et al., 2010). Entre mayor cantidad de
NaClO, mayor cantidad de grupos carboxilados se forman en la superficie, por lo tanto, el
tiempo de oxidacién aumenta y decrece la longitud de las nanofibrillas obtenidas [189].
Normalmente, el procedimiento de oxidacion TEMPO es seguido por tratamiento mecénico
para eliminar la celulosa microfibrilada incompleta [189]. Se ha encontrado que este
sistema de oxidacidon permite tener una distribucion uniforme de nanofibrillas (=5 nm de

ancho) y materiales libres de grupos aldehidos [185, 190].
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Se sintetizaron peliculas de nanocelulosa bacteriana procedente de madres de vinagre de
pifia y dopadas con nanoparticulas de plata (BNC-AgNPs) con concentraciones de 5, 25,
50, 75 y 100 ppm por medio de fotoreduccion con lampara de sodio y en bafio ultrasénico
[183], la sintesis se realizé por triplicado. Las peliculas sintetizadas, junto con una serie de
blancos de BNC pura sin nanoparticulas de plata, fueron caracterizadas por medio de
microscopia optica, Analisis Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), Analisis
Termogravimétrico (TGA), Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia Electronica de
Barrido (SEM).

La metodologia mencionada se muestra en la Figura 2.1

Figura 2.1 Diagrama general de la experimentacién.
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Posteriormente, fue evaluada la actividad antimicrobiana de todas las series de muestras en

contra de las bacterias E. coli y S. aureus.

2.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales

La nanocelulosa bacteriana a utilizar fue formada por madres de vinagre de pifia que esta
compuesta principalmente por las levaduras Saccharomyces ellipsoideus y S. cerevisiae, asi
como por las bacterias Acetobacter acético, A. Xylinum, A. Ascendens, y algunas bacterias
del género Gluconobacter [180,181].

Para la reduccion mediada por un bafio ultrasénico sera empleado el equipo Vevor Modelo
JPS-08A(DD).

Reactivos

¢ Nitrato de plata (AgNO3)

e Agua desionizada

e Hidroxido de Sodio (NaOH)

2.2 EQUIPOS

La sintesis y caracterizacion de las peliculas de BNC-AgNPs se llevo a cabo en el Centro
de Investigacion en Petroquimica del Instituto Tecnolégico de Ciudad Madero, donde se
encontraban los recursos materiales e instalaciones necesarias. Las pruebas de actividad
antimicrobiana se llevaron a cabo en colaboracién con el Centro de Investigacién en
Quimica Aplicada (CIQA). A continuacion, se enlistan los equipos que fueron empleados

para desarrollar la presente investigacion:

e Balanza Analitica, Adventurer Pro Modelo AV264C
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e Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer

e Microscopio Optico Carl Zeiss Modelo Axio Lab.Al
e Bafio ultrasdnico, Vevor Modelo JPS-08A(DD)

e Parrilla de agitacion, IKA C-MAG HS7

e Potenciometro digital Hanna, Modelo: HI11217D

e TGA, TA Instruments Modelo Q600 SDT

2.3 TRATAMIENTO DE LA NANOCELULOSA BACTERIANA

Lavados con agua v alcohol nivelando el pH

Las madres de vinagre de pifia fueron lavadas con una mezcla 50:50 alcohol isopropilico y
agua desionizda de dos a tres veces (Figura 2.2) regulando un pH de entre 3y 4 a
temperatura ambiente en agitacion constante, y una vez que el pH estuvo estabilizado se

realizaron de tres a cuatro lavados con agua destilada hasta alcanzar un pH de entre 4 y 5.

Figura 2.2 Madres de vinagre en proceso de lavado.

31



2.4 PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Las peliculas de nanocelulosa bacteriana fueron impregnadas con soluciones de nitrato de
plata (Figura 2.3) con concentraciones de 5, 25, 50, 75 y 100 ppm. Dichas soluciones

fueron preparadas considerando la siguiente férmula:

masa del soluto

: - — % 1000000
masa disolucion

Ecuacion 2.1 Formula para obtencién de partes por millon
Donde:
Masa de soluto: peso de nitrato de plata (mg)
Masa de disolucidn: peso de celulosa (mg)
PPM: concentracion a obtener
Por tanto, quedaria:

masa de disolucion * PPM
1000000

Ecuacion 2.2 Formula para obtencidn de masa del soluto

Masa soluto:

Figura 2.3 Solucién de nitrato de plata.
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2.5 PREPARACION DE LAS PELICULAS DE NANOCELULOSA BACTERIANA
CON NANOPARTICULAS DE PLATA (BNC-AgNPs)

Fueron pesadas muestras de 5 gr de nanocelulosa bacteriana (madres de vinagre de pifia) y

colocadas en bandejas pequefias para luego ser trituradas y reinstaladas en pequefios viales

de vidrio con tapa. Posteriormente fueron agregados los mililitros correspondientes de las

soluciones de nitrato de plata (Figura 2.4), los cuales se indican en el apartado 2.4.
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Figura 2.4 Impregnado de las peliculas con solucién de nitrato de plata.
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Para lograr la reduccion del nitrato de plata a nanoparticulas de plata, los viales fueron
expuestos a la luz amarilla de una lampara de sodio (Figura 2.5) durante una hora, al
mismo tiempo que eran sometidos a las vibraciones de un bafio ultrasénico para asegurar la
dispersion de las particulas en toda la celulosa bacteriana. Posteriormente, las muestras
fueron vertidas en bandejas y se les dejo secar entre dos y tres semanas hasta obtener

peliculas solidas.

Se repitid el proceso con un grupo de viales con BNC, pero sin nitrato de plata para usar

como blancos.

Figura 2.5 Exposicidn a ldmpara de sodio de la nanocelulosa bacteriana con nanoparticulas de plata.
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2.6 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El Andlisis Termogravimétrico (TGA) es una técnica de andlisis térmico que determina la
pérdida o ganancia de masa en funcion de la temperatura. Se definen, basicamente, tres
tipos de andlisis termogravimétricos [182], cuyas representaciones gréaficas se muestran en
la Figura 2.6. En el analisis termogravimétrico isotermo, representado en la Figura 2.6a,
se registran los cambios de masa de la muestra a una temperatura constante; en el analisis
termogravimétrico, por el otro lado, la muestra se calienta mientras la masa es aun
constante y se estabiliza la temperatura mientras se producen los cambios de masa, tal
como se observa en la figura Figura 2.6b; finalmente, en un analisis termogravimétrico
dindmico como el que se observa en la Figura 2.6c¢, la muestra se calienta en una atmosfera
determinada y con una rampa de temperatura controlada. Mediante esta técnica se
observara el perfil de descomposicion térmica del material, lo cual ayudard a confirmar o

negar los resultados obtenidos por la técnica de FTIR.
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Figura 2.6 Tipos de analisis termogravimétrico: a) isotermo, b) cuasi-isotermo, y c) dinamico.
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Dentro de la presente investigacion, el analisis termogravimétrico se realizd en un equipo
de TA Instruments de la serie Q600 que analiza de manera simultanea DSC y TGA (STD)
(Figura 2.7). La prueba se realizd de 30 a 600°C con una velocidad de calentamiento de
10°C/min utilizando portamuestras de platino, con aproximadamente 10 mg de muestra en

una atmosfera de nitrdgeno con una velocidad de flujo de N2> 100 mL/min [200].

Figura 2.7 TGA, TA Instruments Modelo Q600 SDT.

2.7 ANALISIS INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) estudia la interaccion
entre la materia y la radiacion infrarroja, radiacion que corresponde a la region del espectro
electromagnético que abarca las longitudes de onda entre 0.7 y 1.000 um. Esta region se
subdivide en infrarrojo cercano, infrarrojo medio e infrarrojo lejano (NIR, MIR y FIR,
respectivamente, por sus siglas en inglés), correspondientes a los intervalos de longitud de
onda de entre 0.7 y 2.5 um (14300-4000 cm?, expresado en nimero de onda); 2.5 y 25 um
(4000-400 cm™); y 25 y 1000 pm (400-10 cmY), respectivamente. El espectro infrarrojo es
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el resultado de la absorcion de fotones con energias correspondientes a la banda infrarroja,
lo que hace que la molécula pase a un estado vibratorio de mayor energia en el estado
electrénico en el que se encuentra la especie [182]. Por medio de esta técnica se
identificaron los grupos funcionales para determinar si ocurrié 0 no una interaccion quimica
entre la celulosa bacteriana y las particulas de plata, ya que de acuerdo a la bibliografia no

es comun que exista una reaccion quimica.

La prueba de caracterizacion de FTIR para las peliculas se realizé utilizando un equipo de
la marca Perkin Elmer Spectrum 100 con un accesorio ATR con placa diamante (Figura
2.8), en un rango de 4000 a 600 cm™, con 12 escaneos y una resolucion de 4 cm™ [200].

Figura 2.8 Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer.

2.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (por sus siglas en inglés SEM) es una técnica que

determina las caracteristicas morfoldgicas de una superficie escaneada por un haz.
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La superficie a atacar debe ser conductora, esté pulida o no. Los aumentos que se
pueden conseguir con este método oscilan entre 10 y 50000 aumentosy se caracterizan
por una gran profundidad de campo. El efecto de la fuerza del SEM comienza con la
aceleracion de los electrones en un campo eléctrico. Luego, estos electrones pasan a
través del cafion, donde el haz incide en electrones de alta energia (electrones incidentes)
contenidos en el sistema de lentes (condensador y objetivo), lo que permite que las
imagenes de fibra Optica obtengan la menor cantidad posible de
electrones cuantitativos en un haz para mejorar la resolucién. Luego, elhaz de
electrones irradia la muestra y creauna interaccion en respuesta ala influencia del
electrény la pérdida de energia del electron. Al impactar, produce electrones incidentes
Ilamados electrones secundarios y electrones retrodispersados, que abandonan la muestra y
son detectados por instrumentos. Finalmente, cada dispositivo registrael ndmero
y la detectabilidad de los electrones y los convierte en una sefial digital interpretada como

intensidad de color para crear una imagen.

La microscopia electronica de barrido se realizé con el equipo de la marca JEOL Modelo:
JSM-IT200 (Figura 2.9), las pruebas fueron realizadas de acuerdo a la especificacion
ASTM E1508.

Figura 2.9 SEM, equipo de la marca JEOL Modelo: JSSM-1T200.
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2.9 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La Difraccién de Rayos X (DRX) es una técnica que facilita el estudio y andlisis de
materiales, basada en el fendbmeno de difraccion de los rayos X por solidos en estado
cristalino. Cuando los rayos X inciden sobre una muestra cristalina, los planos o capas
atébmicas y moleculares de dicha muestra difractan los rayos X y son recolectados por un
detector (Figura 2.10). Los espectros obtenidos muestran las distancias entre las capas o
planos del material analizado, a nivel atdbmico y molecular. Estas distancias son especificas
para cada tipo de sustancia, por lo que el espectro DRX permite analizar la composicion de
la muestra [182]. Por medio de esta técnica se observaran las estructuras cristalinas dentro

de la celulosa, y si la presencia de las particulas de plata afecta o no su cristalinidad.

La caracterizacion se realiz6 en un difractometro de rayos X angulo bajo, utilizando un
difractometro EMPYREAN, y una configuracién satge flat simple y minimun step size 2.

Para este analisis se tomaron dos peliculas de nanocelulosa, el blanco y 100 ppm.

EWbAKEYH

SYUIIAsICT|

EMPYREAN

Figura 2.10 DRX, equipo de la marca EMPYREAN.
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2.10 MICROSCOPIA OPTICA

La microscopia 6ptica es un conjunto de técnicas y métodos destinados a visualizar objetos

de estudio, que por su pequefio tamafio superan el poder de resolucion del ojo normal.

La microscopia Optica permite observar la morfologia de la superficie de las peliculas
antimicrobianas. Esto incluye la distribucion y el tamafio de las nanoparticulas de plata en
la pelicula. Una superficie homogénea con una distribucion uniforme de nanoparticulas

puede ser indicativa de una buena calidad del recubrimiento.

Permite también identificar defectos, grietas o irregularidades en la pelicula que podrian
comprometer su eficacia antimicrobiana. Los defectos pueden influir en la liberacién de las

nanoparticulas de plata y, por tanto, en su actividad antimicrobiana.

En peliculas de multiples capas, la microscopia Optica puede ayudar a evaluar la integridad

de cada capa y como las nanoparticulas de plata estan distribuidas a lo largo de estas capas.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la resolucion de la microscopia Optica
puede no ser suficiente para observar detalles a escala hanométrica. En estos casos, es
comun complementar la microscopia Optica con técnicas de mayor resolucion como la

microscopia electronica de barrido (SEM) o la microscopia de fuerza atdbmica (AFM).

La microscopia éptica para las peliculas se realizo con el Microscopio Zeiss Modelo: AXIO
lab 10 (Figura 2.11) usando un aumento de 10x y un software Motic Image 3 Plus y una
camara Moticam 1SP1.3MP.

Figura 2.11 Microscopio Optico Carl Zeiss Modelo Axio Lab.Al
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2.11 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

JIS Z 2801, desarrollado por la Organizacién de Estandares Industriales de Japdn (JIS),
prueba la capacidad de plasticos, metales, cerdmicas y otras superficies antibacterianas para
inhibir el crecimiento o matar microorganismos en objetos. El proceso tiene una alta
sensibilidad antibacteriana y tiene aplicaciones practicas en todas partes, desde hospitales y
centros clinicos hasta empresas de consumo preocupadas por la capacidad del material

para soportar el crecimiento bacteriano.
Se seleccionan dos tipos de superficies:

Superficie tratada que contiene el agente antimicrobiano a evaluar y superficie control la

cual no tiene tratamiento antimicrobiano.
Para los cultivos bacterianos:

Generalmente se utilizan Escherichia coli (Gram-negativa) y Staphylococcus aureus
(Gram-positiva) en el cual las bacterias se suspenden en un medio de cultivo que simula

condiciones favorables para el crecimiento, como un liquido nutritivo diluido.
Para la inoculacion de las superficies:

Se coloca una cantidad precisa de la suspension bacteriana (habitualmente 0,4 mL) sobre la
superficie de prueba. La suspension se cubre con una pelicula o lamina delgada para evitar
que el ligquido se evapore durante la incubacién y para asegurar un contacto uniforme con la
superficie. Las superficies inoculadas se colocan en un ambiente controlado (habitualmente
una camara de incubacion). Las condiciones de incubacion estandar son a una temperatura

de 35 + 1 °C y tiempo generalmente de 24 horas.

Tras el periodo de incubacion, las bacterias se recuperan de las superficies utilizando un
medio liquido estéril (por ejemplo, solucion salina con surfactantes). Las superficies se
agitan vigorosamente 0 se raspan para asegurar que todas las bacterias viables sean

transferidas al liquido de recuperacion.

Se determina el nimero de bacterias recuperadas utilizando técnicas microbioldgicas

estandar, como:
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Método de dilucion en serie: diluir la solucion recuperada y sembrar en placas con agar
nutritivo.
Conteo de colonias: Tras incubar las placas, se cuentan las colonias formadas para calcular

la concentracion original de bacterias.

Se compara el numero de bacterias viables recuperadas de la superficie tratada con el
namero recuperado de la superficie control. De esta manera, fueron determinados los
valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), que se define como la méas baja
dilucion del bactericida a la cual el crecimiento del microorganismo se inhibe y que se
juzga por la pérdida de turbidez en el vial inoculado, asi como también los valores de
Concentracion Minima Bactericida (MBC), que es la més alta dilucién del bactericida que

presente una inhibicién del crecimiento del microorganismo igual o mayor al 99%.

INOCULACION NEUTRALIZACION

Tiempo de contacto

Prueba Control
(Tratado) (No tratado)

RECUENTO DE BACTERIAS
\ DILUCION EN SERIE

Prueba Control
(No hay colonias bacterianas) (Alto numero de colonias
bacterianas)

Figura 2.12 Diagrama simplificado del procedimiento JIS Z 2801

Para las peliculas de BNC-AgNPs se evaluo la actividad antimicrobiana en contra de las
bacterias Escherichia coli ATCC-25922 y Staphylococcus aureus ATCC-29213, utilizando

las cinco concentraciones de AgNPs y un blanco por barrido, es decir, series de BNC-
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AgNPs con 0, 5, 25, 50, 75 y 100 ppm. Dicha prueba se realizd en el Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada de Saltillo, en el estado de Coahuila.
A continuacion, se reportan los valores obtenidos de concentracion minima inhibitoria

(MIC) y concentracion minima bactericida (MBC) siguiendo el disefio experimental

presentado en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Disefio experimental para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las

peliculas de BNC-AgNPs contra E. coli y S. aureus.

Concentracion de E. coli S. aureus
AgNPs en BNC
MIC MBC MIC MBC
0 ppm EMIO EMBO SMI0 SMBO
5 ppm EMI5 EMBS5 SMI5 SMB5
25 ppm EMI25 EMB25 SMI25 SMB25
50 ppm EMI50 EMB50 SMI50 SMB50
75 ppm EMI75 EMB75 SMI75 SMB75
100 ppm EMI100 EMB100 SMI100 SMB100
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CAPITULO 3

RESULTADQOS
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A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de las caracterizaciones de las
peliculas de BNC y BNC-AgNPs con 5, 25, 50, 75 y 100 ppm de nanoparticulas de plata.

3.1 CARACTERIZACION POR FTIR

Las muestras de las peliculas fueron evaluadas en forma de laminas para facilitar la lectura
en el equipo [200].

(%)
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_ Nombre
E— Blgﬁ EI}SSRIACO NUmero de onda (cm-1)
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~— PINA50 PPM
— PINA 75 PPM

PINA 100 PPM

Figura 3.1 Comparativa de los espectros IR de BNC-AgNPs a las diferentes concentraciones.

En la Figura 3.1 se muestra el espectro de FTIR con una comparativa de las
concentraciones en las peliculas y las sefiales mas importantes caracteristicas de la celulosa
bacteriana y componentes que se obtuvieron a partir de la incorporacion de las

nanoparticulas de plata, las cuales se describen a continuacion:

A 3292 cm' se observa un estiramiento O-H, este pico sugiere la presencia de grupos
hidroxilo, como los que se encuentran en alcoholes o fenoles. En el caso de los alcoholes,
este pico es generalmente amplio debido a la formacion de puentes de hidrogeno. A
2932.82 cm™! se encuentra un estiramiento C-H, la banda en esta region es caracteristica de

los enlaces C-H en grupos metilo y metileno debido a las contribuciones del anillo
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glucopirandsoico también conocido como silla de celulosa y que vibran a altas frecuencias
gracias a la baja masa del hidrogeno en esta region especifica del espectro de IR. A 1750
cm™! se observa un estiramiento C=C o C=0, este pico puede ser atribuible a los enlaces
dobles carbono-carbono o a los enlaces dobles carbono-oxigeno que podria indicar
carboxilicos. Si las nanoparticulas de plata se sintetizaron in situ usando la celulosa
bacteriana como agente reductor, las reacciones de reduccion del nitrato de plata podrian
provocar modificaciones en los grupos funcionales de la celulosa. En este caso, parte de los
grupos hidroxilo podrian oxidarse, generando grupos carboxilicos como subproductos. Esto
ocurre porque las nanoparticulas de plata se forman gracias a la capacidad reductora de los
grupos funcionales de la celulosa (especialmente los hidroxilos), y durante este proceso se
pueden generar especies oxidadas. A 1104 cm™! se encuentra un estiramiento C-O; este
pico estd asociado con los enlaces C-O, comun en éteres, ésteres y acidos carboxilicos.
Puede también estar relacionado con las vibraciones de flexion de los grupos metilo y
metileno [203].

3.1.1 Analisis Comparativo de las Curvas

En la region de 3300 cm™ hay una ligera disminucion en la frecuencia con el aumento de la
concentracion, sugiriendo posibles interacciones de los grupos funcionales N-H o O-H con
otros componentes a mayores concentraciones. En la region de 2930 cm™ los picos se
mantienen bastante consistentes en esta region, indicando que los grupos C-H no estan
significativamente afectados por el cambio en la concentracion. En la region de 2115 cm™
hay una ligera disminucion en la frecuencia, similar a la observada en la region de 3300
cm™!, sugiriendo posibles interacciones entre los grupos funcionales y otros componentes a
mayores concentraciones. El pico a 1640 cm™ se mantiene bastante constante, lo que
sugiere que las interacciones en esta region no se ven significativamente afectadas por el
aumento de la concentracion. Por ultimo, en la region de 1100 cm™ los picos en esta region
también se mantienen consistentes, indicando que los grupos C-O no estan
significativamente afectados por el cambio en la concentracion de las nanoparticulas de
plata [203].
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3.1.2 Diferencias Notables entre las Curvas

La frecuencia es ligeramente decreciente en las regiones de 3300 cm™ y 2115 cm™ en
comparacion con la Figura 3.2, esto sugiere que los grupos O-H, C=C y C=N
experimentan alguna interaccion o cambio conformacional con el aumento de la
concentracion, posiblemente debido a cambios en el entorno quimico o interacciones

intermoleculares.

También hay una consistencia notoria en las regiones de 2930 cm™, 1640 cm™ y 1100
cm™!, lo cual indica que los grupos C-H, C=C, C=0 y C-O no estan significativamente
afectados por el aumento en la concentracién, sugiriendo que las interacciones en estas

regiones son menos sensibles a los cambios de concentracion [203].

A medida que la concentracion aumenta, las ligeras disminuciones en las frecuencias de
ciertos picos pueden indicar interacciones intermoleculares mas fuertes o cambios en el
entorno quimico de esos grupos funcionales especificos. La consistencia en las frecuencias
de otros picos sugiere que no todas las regiones del espectro son igualmente sensibles a los
cambios en la concentracién de las nanoparticulas de plata, lo cual es Gtil para identificar

qué partes de la molécula se ven mas afectadas.
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Figura 3.2 Espectro del blanco de la nanocelulosa bacteriana.
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En este sentido, nuestros resultados son consistentes con los reportados por Ledn-
Jimenez et al. (2019) quienes encontraron que la formacion de nanoparticulas podria
deberse a grupos carboxilo de compuestos fendlicos que tienen la capacidad de reducir los

iones metalicos y actuar como agentes de estabilizantes del complejo que se forma [202].

3.2 ANALISIS TERMICO

Las pérdidas de peso observadas en los analisis térmicos (Figura 3.3) de las muestras
pueden atribuirse a varios factores, entre los cudles se encuentran principalmente la
degradacion térmica y descomposicion de los materiales constituyentes [207]. Los factores

que contribuyen a dichas pérdidas se explican méas detalladamente a continuacion.
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Figura 3.3 Termograma de BNC-AgNPs a diferentes concentraciones.
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La descomposicion de la nanocelulosa ocurre en dos etapas. La etapa inicial ocurre en el
rango de temperaturas de 100 a 300°C. En esta etapa, se observa una ligera pérdida de peso
que puede estar asociada con la evaporacién de agua absorbida y otros componentes

volatiles presentes en la muestra.

La descomposicion principal, por otro lado, ocurre en el rango de temperatura de 300 a
500°C. Esta es la etapa principal de pérdida de peso donde ocurre la degradacion térmica de
la nanocelulosa. La cadena principal del polimero (es decir, la celulosa bacteriana) se

rompe, liberando gases volatiles y pequefios fragmentos de polimero.

Aunque las particulas de plata en si no se degradan térmicamente a las temperaturas
mostradas en el termograma, su presencia puede influir en la estabilidad térmica de la
nanocelulosa dandole asi en este caso una mayor resistencia al polimero comparado con la

celulosa normal [208].

Algunos efectos que las nanoparticulas de plata pueden generar a diferentes

concentraciones son:

« Bajas concentraciones de plata (5 — 50 ppm): A estas concentraciones, la influencia
de las particulas de plata sobre la nanocelulosa es limitada ya que son
concentraciones muy bajas, resultando en una pérdida de peso similar a la muestra
sin adicion (Blanco Pifa).

o Altas concentraciones de plata (75 - 100 ppm): A concentraciones mas altas, la
interaccion entre las particulas de plata y la nanocelulosa puede aumentar,
resultando en un cambio en la temperatura de degradacién y en una mayor pérdida
de peso debido a la potencial catalizacion de la degradacién del polimero por las

particulas de plata.

El residuo de masa observado al final del analisis térmico (a temperaturas alrededor de 600
°C) representa la fraccion no volatil de la muestra, que incluye las particulas de plata y
otros componentes inorganicos que no se descomponen a estas temperaturas y en relacion

al blanco las temperaturas son ligeramente mayores.
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En resumen, las pérdidas de peso observadas en el termograma se atribuyen principalmente
a la degradacion térmica de la nanocelulosa y a la posible influencia catalitica de las
particulas de plata, especialmente a concentraciones méas altas. Las concentraciones méas
altas pueden indicar una ligera mejora en la estabilidad térmica despues de 500°C [208]. Un

resumen de este analisis se puede observar a continuacion, en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Datos térmicos obtenidos de los Termogramas de TGA.

Inicio de Temp. de Temp. de degradacion )
» ; Residuo
Muestra degradacion Mmax.
. 5 (%0)
(°C) (°C)

BLANCO PINA 320 450 ~ 7%
5 PPM PINA 325 455 ~ 6%
25 PPM PINA - - -
50 PPM PINA 330 460 ~ 6%
75 PPM PINA 335 465 ~ 5%

100 PPM PINA 340 470 ~ 4%

En la Figura 3.4 se muestra la derivada del peso con respecto a la temperatura, la cual

indica la velocidad de pérdida de peso (%/°C) en funcién de la temperatura.

A medida que aumenta la concentracion de las nanoparticulas de plata con respecto a la
nanocelulosa bacteriana, la temperatura a la que ocurre la degradacion maxima también
aumenta ligeramente. Esto sugiere que las concentraciones mas altas de plata pueden

mejorar la estabilidad térmica del material.

Las curvas para las muestras con concentraciones mas altas de plata (50 ppm y superiores)

son también mas anchas, indicando que la degradacion ocurre de manera mas gradual en un
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rango mas amplio de temperaturas. Esto podria deberse a interacciones entre los

componentes de la plata y el material base, que afectan la velocidad de descomposicion.
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Figura 3.4 Termograma Diferencial de BNC-AgNPs a diferentes concentraciones.

Por el otro lado, las concentraciones mas bajas de pifia (5 ppm y blanco) muestran picos
mas pronunciados y estrechos, indicando una degradacién rapida y especifica. Las

concentraciones mas altas muestran una degradacién mas lenta y extendida.

Este andlisis sugiere que la adicion de plata afecta tanto la temperatura de degradacion
méaxima como la tasa a la que ocurre la degradacion, mejorando la estabilidad térmica del

material a concentraciones mas altas en comparativa con el blanco (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Termograma de BNC.

3.3 DIFRACCION DE RAYOS X

En la Figura 3.6 del blanco se observan dos picos principales de difraccion: 14.9038°
(4ngulo 20) y 23.17588° (a4ngulo 20). El pico mas intenso se encuentra a los 23.17588° con
una intensidad cercana a los 4500 U.A. (Unidades Arbitrarias), mientras que en la Figura
3.7 de 100 ppm se observan dos picos principales de difraccion: 14.48363° (angulo 260) y
22.72945° (4ngulo 20). El pico mas intenso se encuentra a los 22.72945° con una

intensidad cercana a los 5000 U.A.
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Figura 3.6 Difractograma de BNC.

En la Figura 3.7 se observa el desplazamiento de picos en la pelicula de celulosa con 100
ppm de AgNPs. Se puede apreciar que ambos picos se han desplazado ligeramente hacia la
izquierda en comparacion con la muestra Blanco-Pifia, es decir, la pelicula de celulosa
bacteriana sin nanoparticulas de plata. Se observa que el pico a 14.9° en el blanco se ha
desplaza a 14.48° en la muestra con plata. Mientras que el pico a 23.17° en el blanco se

desplaza a 22.73° en la pelicula con plata.

Asi mismo, se observa que la intensidad del pico principal en la pelicula con nanoparticulas
de plata (~5000 U.A.) es mayor que en el blanco (~4500 U.A.). De igual manera, el
segundo pico de la pelicula de celulosa con plata (~2500 U.A.) también es mayor que el
segundo pico en el blanco (~1800 U.A.).

El desplazamiento de los picos sugiere que hay cambios en la estructura cristalina o la
composicion de la muestra entre ambas peliculas. EI aumento de la intensidad en los picos

principales de la muestra con nanoparticulas de plata podria indicar una mayor cristalinidad
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0 una fase mas ordenada que en comparacion con el blanco, lo cual sugiere que la adicién
de las nanoparticulas de plata ha afectado la estructura cristalina de la muestra original
[206].
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Figura 3.7 Difractograma de BNC-AgNPs con concentracién de 100 ppm.

La cristalinidad se refiere al grado de orden en la estructura atomica. Cuanto mayor es la
cristalinidad, mas intenso es el pico en el patron de difraccion. Esto podria ser debido a que
la pifia contiene compuestos que promueven un empaquetamiento mas ordenado o que
actian como nucleantes, facilitando la formacién de cristales mas grandes o mas perfectos
[206].

La obtencion de peliculas a partir de nanocelulosa bacteriana utilizando como base madres
de vinagre de pifia podria actuar como un plastificante (haciendo el material mas flexible) o
como un endurecedor (haciendo el material mas rigido y cristalino). EI aumento en la
intensidad del pico principal sugiere que, en este caso, podria estar actuando mas como un

endurecedor.

54



3.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En la Figura 3.8 se reportan las imagenes tomadas bajo la técnica SEM a diferentes
aumentos (x500, x1700, x7000) de la muestra.

Figura 3.8 Morfologia. Imagenes SEM obtenidas en la muestra de nanoparticulas de plata.
En la imagen A se observa una vista general de una pelicula de celulosa bacteriana. El
recuadro azul indica una region de interés, un area en la que se concentran las

nanoparticulas de plata. No se aprecian claramente las nanoparticulas en este aumento, pero

es probable que estén incrustadas en la nanocelulosa o distribuidas en las fibras.
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En la imagen B muestra una imagen de un area ampliada (la del recuadro azul del panel A).
Aqui se distingue un circulo claro alrededor de una concentracion central. El circulo
grande, sefialado con la flecha azul, puede representar el area de influencia de las
nanoparticulas de plata sobre la pelicula de celulosa bacteriana. Tal vez la dispersion de las
nanoparticulas esté delimitada en esta region, o podria ser el rastro de un proceso de
agregacion o difusion de las particulas. En cuanto a la morfologia de las AgNPs, a esta
escala es dificil verlas individualmente, pero el circulo sugiere que las nanoparticulas

podrian estar en un estado agregado o disperso uniformemente dentro de esa area.

La imagen C tiene un enfoque aln mas cercano, donde se ven zonas mas claras que
representan agregados de nanoparticulas de plata. Estas regiones brillantes suelen indicar la
presencia de materiales con mayor densidad electrénica (como los metales, en este caso las
nanoparticulas de plata). Estas particulas podrian estar interactuando directamente con la
matriz de celulosa bacteriana, posiblemente inmovilizadas en sus fibras. La textura parece
mas granular, lo que indica que las nanoparticulas pueden estar formando conglomerados
de menor tamafio, posiblemente entre 10 y 100 nm, que es el tamafio tipico de las

nanoparticulas de plata en este tipo de aplicaciones.

La nanocelulosa de fondo fibroso es caracteristico de la celulosa bacteriana, un material
biopolimérico altamente poroso. Las regiones mas claras y definidas indican la presencia de
AgNPs distribuidas en la superficie de la pelicula agregadas en ciertos puntos, lo que
sugiere una interaccion con la celulosa. La estructura circular que aparece en la imagen B

podria ser un efecto de la distribucion de las nanoparticulas en la pelicula [204].

Este tipo de imagenes SEM es muy Util para estudiar como las nanoparticulas se integran
en matrices biopoliméricas, como la celulosa bacteriana, lo que tiene aplicaciones
potenciales en la creacién de materiales antimicrobianos y en sistemas de liberacion

controlada.

La interaccion entre ambas estructuras (BC y AgNPs) es clave para crear materiales con
propiedades antimicrobianas o aplicaciones en el campo biomédico, y las imagenes SEM

muestran como se distribuyen y agregan las nanoparticulas sobre la nanocelulosa [205].
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El proposito de dicha caracterizacion fue identificar la morfologia de las particulas en las
peliculas. Las im&genes muestran que se obtuvieron nanoparticulas a un tamafio de

aproximadamente 50, 10 y 2 micrometros, respectivamente.

En la Figura 3.9 se aprecian en la imagen D y E dos nanoparticulas de plata adherida a la
pelicula de BNC-AgNPs, las microscopias se enfocaron en un mismo plano e
incrementaron el aumento del lente de x30 a x1400 y de x100 a x3500 respectivamente. La

particula tiene un tamafio aproximado de entre 10 y 5 micrémetros.

s 500 pm — 10 pm

= 100 ym — 5 M

Figura 3.9 Morfologia. Imagenes SEM obtenidas en la muestra de nanoparticulas de plata (perspectiva desde

otra zona).

En la imagen D1 el recuadro azul indica una zona de interés que se ha ampliado en la
siguiente imagen (imagen D). Se observa una imagen a baja magnificacion de la pelicula de
celulosa bacteriana. La escala de 500 pum indica que estamos observando una gran area
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superficial. Aungue no hay detalles claros a esta magnificacion, se pueden observar algunas
pequefias manchas brillantes o regiones méas definidas, posiblemente areas donde estan
localizadas las nanoparticulas de plata o agregados de las mismas.

En la imagen D muestra una vista ampliada de la region del recuadro azul de la imagen
anterior. Aqui podemos ver una estructura con un aspecto poroso e irregular, lo que sugiere
que las nanoparticulas de plata podrian estar aglomeradas sobre un fragmento o agregado
de la matriz de celulosa. La plata tiende a formar agregados si no esta bien dispersa, lo que
puede observarse aqui. Algunas zonas mas brillantes pueden ser regiones con una mayor

concentracion de plata metélica, lo que indica la presencia de nanoparticulas [205].

En la imagen E1, el recuadro azul sefiala una zona donde parece haber una concentracion
de particulas mas definidas, que es ampliada en la siguiente imagen (imagen E). Similar a
la imagen D, esta imagen muestra una vista mas amplia de la pelicula de celulosa
bacteriana. Aqui se observan fibras largas y delgadas, caracteristicas de la estructura fibrosa
de la celulosa bacteriana. Nuevamente se ven algunas pequefias manchas brillantes,
posiblemente nanoparticulas dispersas o agregados de plata en la pelicula, muestra un gran

agregado de nanoparticulas con una morfologia irregular, rodeado por un &rea mas clara.

Este tipo de agregados sugiere que las nanoparticulas de plata no estan completamente
dispersas en la nanocelulosa, sino que se agrupan en ciertas areas. Al igual que en las
imagenes anteriores, se puede ver una zona circular alrededor del agregado, lo que podria
representar un efecto de difusion o un area donde las nanoparticulas han alterado la
estructura de la celulosa bacteriana. La morfologia de las nanoparticulas dentro del
agregado parece ser granular o esférica, como es comuln en las nanoparticulas de plata

cuando se agregan en grandes cantidades [204].

Este analisis sugiere que las nanoparticulas de plata tienen tendencia a agregarse en areas

especificas de la pelicula de celulosa bacteriana.

Los resultados obtenidos en este analisis se respaldan con los hallazgos reportados por
Torres G. et al (2020), ya que en dicho articulo se han obtenido microestructuras de plata
con aglomeraciones de tamafos variables [201]; en contraste con la obtencion de

nanoparticulas de plata teniendo como medio de transporte la nanocelulosa bacteriana con
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morfologias de aglomeraciones en diferentes tamarfios de los cuales no es necesario reportar
tamafios y formas ya que el interés de dicho estudio es Gnicamente la incorporacion de la
plata en la nanocelulosa.

3.5 MICROSCOPIA OPTICA

La Figura 3.10 muestra una micrografia dptica de un blanco de celulosa bacteriana sin
nanoparticulas de plata, la cual fue tomada con un aumento de 10x y en modo de
fluorescencia. En la micrografia se puede observar una textura homogénea que parece ser
consistente con las fibras de nanocelulosa bacteriana. No se observan estructuras que
indiquen la presencia de contaminantes microscopicos, como particulas metalicas o

materiales no organicos evidentes.

Figura 3.10 Microscopia dptica fluorescente del blanco.
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En la Figura 3.11 se observa la micrografia de una pelicula de BNC con 5 ppm de

nanoparticulas plata, la cual presenta una distribucion uniforme de las nanoparticulas de

plata. Se observa una ligera presencia de puntos oscuros, indicando una posible dispersion

inicial de las particulas de plata.
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Figura 3.11 Microscopia 6ptica de una pelicula de BNC con 5 ppm de plata.

En la Figura 3.12 se muestra la micrografia de una pelicula de BNC con 25 ppm de

nanoparticulas de plata, tomada bajo las mismas condiciones que las muestras anteriores.

Se observa que la distribucion sigue siendo homogénea, pero con un aumento notable de
puntos oscuros y con algunas areas ligeramente menos fluorescentes. Esto sugiere una

mayor concentracion de particulas de plata dispersas en la muestra.
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Figura 3.12 Microscopia Optica de una pelicula de BNC con 25 ppm de plata.

La Figura 3.13 correspondiente a la pelicula de BNC con 50 ppm de nanoparticulas de

plata y tomada con las mismas condiciones que las muestras anteriores, se observa que la
muestra presenta un aumento en la intensidad de la fluorescencia, con més puntos oscuros
visibles. La distribucién de las particulas de plata parece mas pronunciada, indicando una

concentracion mayor de plata.
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Figura 3.13 Microscopia 6ptica de una pelicula de BNC con 50 ppm de plata.

En la Figura 3.14 se observa la micrografia optica de una pelicula de BNC con 75 ppm de

nanoparticulas de plata, también tomada en modo fluorescente y con 10x de aumento. En la

imagen se muestra que la fluorescencia es mas intensa y la pelicula presenta humerosos
puntos oscuros y algunas areas grandes de menor intensidad. Esto sugiere que las particulas

de plata estdn méas agregadas en algunas areas debido al incremento de la concentracion.
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Figura 3.14 Microscopia 6ptica de una pelicula de BNC con 75 ppm de plata.

Finalmente, la fluorescencia observada en la Figura 3.15, que corresponde a una pelicula

de BNC con 100 ppm de nanoparticulas de plata, es muy intensa cuando se compara con

muestras de menor concentracion. Se observan numerosas areas oscuras y grandes
agregados claramente visibles. La distribucion de las particulas de plata es menos

homogénea, con claras indicaciones de que ha ocurrido una aglomeracién debido a la alta

concentracion de plata.
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En resumen, a medida que aumenta la concentracion de plata en las muestras, se observa un
incremento en la cantidad e intensidad de puntos oscuros y areas de menor fluorescencia, lo
que indica una mayor presencia de particulas de plata. En las concentraciones mas altas (75
y 100 ppm), las particulas de plata tienden a formar agregados mas grandes y menos

uniformemente distribuidos.

Esta informacion es consistente con lo que se espera cuando se incrementa la carga de
particulas de plata en un medio, donde las particulas tienden a aglomerarse mas a medida

que su concentracion aumenta.
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3.6 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

A continuacion, se muestra la eficacia de las peliculas de BNC con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata contra las bacterias E. coli y S. aureus. Al
analizar los datos de la Tabla 3.2, se puede determinar cudl concentracion de
nanoparticulas de plata es més efectiva para inhibir el crecimiento bacteriano de
Escherichia coli. Los pardmetros clave a ser considerados son la Actividad Antimicrobiana
(R) y el Porcentaje de Inhibicion (%). Es importante destacar que todas las muestras se

analizaron por triplicado, incluyendo los blancos.

Se puede observar en la Tabla 3.2 que, en el grupo control, la poblacién bacteriana de
Escherichia coli crecié a 1.70E+07 UFC/mL en 24 horas, lo cual significa que los blancos
de nanocelulosa bacteriana sin plata no mostraron una actividad antimicrobiana
significativa. Por el otro lado, las muestras con concentraciones mas bajas de
nanoparticulas de plata, de 5 ppm y 25 ppm, mostraron actividad antimicrobiana creciente
pero menor al 75%. Conforme se incrementa la cantidad de plata en la nanocelulosa, se
observa también un aumento en la actividad y el porcentaje de inhibicion. Las muestras con
concentraciones mas altas de plata (50, 75 y 100 ppm), por el otro lado, presentaron una
actividad antimicrobiana significativa, inhibiendo mas del 90% del crecimiento bacteriano.
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Tabla 3.2 Pruebas antimicrobianas contra la bacteria Escherichia coli.

Escherichia coli ATCC 25922
Recuento total Recuento total
Muestra bacteriano UFC/mL | bacteriano UFC/mL Actividad
(T0) (T24) Antimicrobiana | Inhibicién
Promedio (R)** (%0)**
Repeticion | (£S.).) | Repeficion | Promedio
Control - L7EH7 (| |
Blanco piiia S91EH0T | 5.38EHIT 05 |
4 84EH)T '
1.35E+04
5 ppm piiia 915E+03 | 1.13E+04
5.00E+04 1.13E+04 317 712
5.00E+04 | S.00E+04 | 117E+04
15ppmpiia | 3.00E+04 1L.0SE+04 | L30E+04
1.70E+04 311 738
4 25E+03
50 ppm piiia S00EH03 | 4.25E+03
3.50E+03 3.60 915
2. 15E+H03
75 ppm piiia 460E+03 | 345EH03
3.00E+H03 3.69 %31
100 ppm piiia 2.15E+03
241E+03 | 2.18E+03
2.00E+03 3.88 9.6

La muestra de 100 ppm fue la que present6 la mayor actividad antimicrobiana con un valor
de R = 3.88 y el mayor porcentaje de inhibicion (95.6%), por lo tanto, es la mas efectiva,
con la mayor inhibicion del crecimiento bacteriano. Esto sugiere que, a esta concentracion,
los compuestos antimicrobianos presentes en la pelicula estan presentes en cantidad
suficiente para ejercer un fuerte efecto inhibidor sobre la bacteria E. coli, haciéndola ideal

para usos donde se requiere combatir una fuerte accion antimicrobiana.
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Se puede observar en la Tabla 3.3, que, en el grupo control, la poblacion bacteriana de

Staphylococcus aureus crecié a 9.75E+07 UFC/mL en 24 horas, por lo cual se establece

que la nanocelulosa bacteriana no mostré actividad antimicrobiana significativa en contra

de esta bacteriana al presentar una minima reduccion del recuento bacteriano.

Tabla 3.3 Pruebas antimicrobianas contra la bacteria Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus
Recuento total Recuento total
Muestra bacteriano UFC/mL | bacteriano UFC/mL Actividad
(T0) (T24) Antimicrobiana | Inhibicidn
Promedio (R)** )
Repeticion | (#8.D.) | Repeticion | Promedio
9. 40E+07
<Control 1.08E+08 | 9.75E+07 \ |
Blanco piiia 540EH)T | 5.40EHT 0.26 0
3.0E+03
5 ppm piiia 50E+02 | LTEH03
5.00E+04 1.2E+03 479 %28
5.00E+04 | S.00E+04 | 735E+03
15ppmopiia | 3.00E+04 6.00E+02 | 4.22E+03
4 TEH3 4.36 91.5
2.15E+02
50 ppm piiia 250E+02 | 1.88E+02 R71 99,4
1.00E+02
5.00E+02
75 ppm piila 3.00E+02 | 3.33E+02 R46 99,3
2.00E+02
100 ppm piiia 0
g 0 >5.71 100
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Se observa también que las muestras de BNC con concentraciones de 5 a 100 ppm de
nanoparticulas de plata mostraron una actividad antimicrobiana creciente, con una
inhibicion significativa (+90%) a partir de 5 ppm. Las peliculas con concentracion de 50
ppm mostraron una alta actividad antimicrobiana, con R = 5.71, y un porcentaje de
inhibicién del 99.6%. Las peliculas de 100 ppm, por el otro lado, lograron una inhibicion
completa del crecimiento bacteriano, con un R superior a 5.71 y una inhibicion del 100%.
De modo que la muestra con concentracién de 100 ppm de nanoparticulas de plata es la
mejor opcion para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, logrando una inhibicion
completa (del 100%) del crecimiento bacteriano. Esta concentracion demuestra la maxima
eficacia antimicrobiana, eliminando completamente la poblacion bacteriana en el

experimento.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES
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La caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja (IR) ha demostrado que las curvas
correspondientes a muestras con mayor concentracion de nanoparticulas de plata presentan
picos més intensos y anchos, mientras que las muestras con menor concentracion exhiben
picos mas definidos, pero menos intensos. En particular, las regiones cercanas a 3300 cm™
y 2115 cm™ sugieren que los grupos funcionales N-H, O-H, C=C y C=N experimentan
cambios conformacionales o interacciones con el aumento de la concentracion de plata.
Estos cambios podrian estar relacionados con modificaciones en el entorno quimico o con

la formacién de nuevas interacciones intermoleculares.

El andlisis de termogravimetria (TGA) ha revelado que la adicion de nanoparticulas de
plata influye tanto en la temperatura de degradacion méaxima como en la tasa de
degradacion del material. A concentraciones mas elevadas, se observa una mejora en la
estabilidad térmica en comparacioén con las muestras de menor concentracion, donde la
degradacion ocurre mas rapidamente. Estos resultados indican que la incorporacion de plata
puede mejorar las propiedades térmicas del material, ofreciendo mayor resistencia a

temperaturas elevadas.

Por otro lado, el andlisis de difraccion de rayos X (DRX) ha mostrado un aumento en la
intensidad de los patrones de difraccion conforme se incrementa la concentracion de plata.
Este comportamiento sugiere un aumento de la cristalinidad en las muestras, lo cual

contribuye a endurecer las peliculas, mejorando sus propiedades mecanicas.

En los estudios de microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia éptica, se ha
evidenciado una correcta dispersién de las nanoparticulas de plata en las peliculas, asi como
su morfologia cristalina. Ademas, se observa un incremento en la concentracion de plata en

cada muestra, corroborando la efectiva incorporacion de las nanoparticulas.

Finalmente, las pruebas antimicrobianas han demostrado que la concentracion 6ptima de
nanoparticulas de plata es de 100 ppm, ya que en relacion a los resultados obtenidos con el
estudio JIS Z 2801, en dicha concentracion se logra el mayor porcentaje de inhibicion del

crecimiento bacteriano en ambas bacterias estudiadas.
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En resumen, esta investigacion ha cumplido con los objetivos planteados, proporcionando
una vision integral sobre la incorporacion de nanoparticulas de plata en medios bioldgicos.
Los resultados obtenidos no solo destacan la importancia de la concentracion de las
nanoparticulas en las propiedades del material, sino que también aportan un conocimiento
relevante para el uso de nanocelulosa bacteriana como medio de transporte de
nanoparticulas. Estos hallazgos no solo enriquecen el conocimiento actual en el campo,
sino que también abren nuevas oportunidades para futuras investigaciones, particularmente
en la mejora de aplicaciones antimicrobianas y en la optimizacion de las propiedades

mecanicas y térmicas de los materiales basados en nanocelulosa.
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