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1. Resumen



Este trabajo de investigacion se enfoca en la sintesis de un composito o
material compuesto, constituido por una matriz polimérica de metacrilato
de glicidilo (GMA) injertado en quitosano (CTS); eso es, CTS-g-GMA y un
reforzado con nanoparticulas (Np's) de ZnO adornadas con plata (ZnO-Np’s

de Ag).

Para obtener este material se realizo la modificacion quimica del quitosano
(CTS, con un grado de desacetilacion, DD= 83.77%) con metacrilato de
glicidilo (GMA), por medio de la ruptura heterolitica del grupo epoxido de
este ultimo. Esta funcionalizacion se llevd a cabo a dos proporciones
masicas de CTS-GMA en 1:2 y 1:4. Posteriormente se sintetizé el refuerzo
por medio de una fotodepositacion de Np’s Ag para decorar al ZnO. Las Np’s
Ag se produjeron a partir de dos sales precursoras (AgNOs3 y Ag>SO4), en
ambos casos se obtuvo el mismo band gap de 3.1394 eV y también se pudo
observar el plasmoén caracteristico de la Ag; debido a esta igualdad, se opto
por usar solamente el precursor AgNO3 para las Ag-Np’'s debido a que su

costo es mas economico y de la cual se obtuvo un tamano de 45.89 nm.

Para la sintesis del composito, se disperso el refuerzo en el GMA en las
proporciones: 0.1, 0.3 y 0.5% w/w con respecto al (GMA), y se procedi6 a
polimerizar via radicales libres (FRP) mediante la ruptura del grupo vinilico.
El espectro de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) no mostro una
diferencia significativa entre los diferentes grados de incorporacion y en el
caso de la microscopia electronica de barrido (SEM) se mostré que no hubo
una buena distribucion del refuerzo en la matriz atribuida al método de

recuperacion y al encapsulamiento del refuerzo por la matriz.

En el caso de las pruebas antibacteriales no se observo inhibicion en hongo
(Fusarium Oxysporum), levadura (Saccharomyces cerevisiae) y bacteria
(E.coli) atribuido a la poca biodisponiblidad causada por el encapsulamiento
del composito en el cual la Ag, el ZnO y CTS no tuvieron el contacto

necesario con los microorganismos.



Cabe resaltar que el objetivo principal es la de producir un nuevo material
compuesto y esto se logro, por lo el presente trabajo sienta las bases de su

sintesis y aplicacion.

Palabras clave: FRP, quitosano, GMA, nano particulas.
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2. Introduccion



Un material compuesto es aquel donde la matriz (medio continuo) y de un
material de refuerzo (medio disperso), por lo que surge de la combinacion de
las propiedades de diferentes materiales, esto puede ser por medio de una
alteracion en la superficie cambiando de esta manera su composicion (un
ejemplo es el carburizando) o mediante un tratamiento térmico diferencial
(como la induccion del endurecimiento) o simplemente por la union de dos
(0o mas) materiales distintos (Figura 2.1), como es este caso de estudiolll. El
proposito de la union de dos o mas materiales de distinta naturaleza es
conseguir propiedades combinadas, mejoradas o nuevas, respecto a los

materiales originales.

Matriz
Relleno

Material por Nuevo material por la
Material aglomerado tratamiento térmico union de dos o mas
diferencial materiales

Figura 2.1 Tipos de materiales compuestos.

Con respecto a los materiales compuestos o compositos son materiales de
alto desempeno debido a su diseno tanto estructural como morfolégico, que
presentan combinaciones de propiedades de sus componentes originales,
por ejemplo, en el caso de los compositos se puede obtener reforzamiento a
la matriz receptora, propiedades antibacteriales, resistencia mecanica,
mejora estructural. Mientras que de la matriz, se obtiene la facilidad de

procesamiento y aplicacion. Los compositos se pueden clasificar de acuerdo

5
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con a su matriz (carbono, ceramica, metalica, polimeros, vidrio. Ver Figura
2.2, la cual dependera de la aplicacion y propiedades que se requieran. En
general, los materiales compuestos por una matriz polimérica, tienen
buenas propiedades mecanicas, son resistentes a la corrosion y a los
agentes quimicos, a causa de sus propiedades fisicas pueden ser moldeados

con absoluta libertad de formas.

Metales

Figura 2.2 Tipos de matrices para formar un composito.

Por otra parte la incorporacion quimica de dos o mas monomeros con
estructura quimica diferentes y por ende, con diversas propiedades fisicas
y/o quimicas, permiten la formacion de nuevos materiales (copolimeros)
con gran importancia cientifica y comerciall?l. Los nuevos materiales
preparados por copolimerizacion tienen un interés creciente. Estos
materiales son importantes debido a la amplia gama de aplicaciones para
materiales poliméricos funcionalizados. La copolimerizacion modula las
fuerzas intra e intermoleculares ejercidas entre segmentos de polimeros
similares y diferentes. Por lo tanto, sus propiedades intrinsecas tales como

temperatura de transicion vitrea, punto de fusion, solubilidad, cristalinidad,

6



permeabilidad, capacidad de tenido, adhesion, elasticidad y reactividad

quimica se modulan y pueden variar dentro de un amplio intervalol2: 3l.

Los polimeros son considerados como buenas matrices para compositos,
debido a que pueden disenarse facilmente a la medida, lo que resulta en
una gran variedad de propiedades fisicas. Asi mismo, los polimeros
organicos poseen por lo general una estabilidad a largo plazo y buena
procesabilidad. Las particulas inorganicas, por su parte, tienen propiedades
Opticas, cataliticas, electronicas y magnéticas sobresalientes. Al combinar
las atractivas funcionalidades de ambos componentes, se espera que los
compositos derivados exhiban propiedades sinérgicas mejoradas. Sus
aplicaciones potenciales son variadas (automoviles, industria aeroespacial,

optoelectronica, entre otros)l.

Para fines del presente proyecto, es necesario definir que es un biopolimero,
siendo una macromolécula presente en los seres vivos o sintetizadas por los
seres vivos, algunos ejemplos son: el ADN, el caucho y algunos poliésteres.
El biopolimero mas abundante en la Tierra es la celulosa, seguida por la
quitinal®l (encontrada en los exoesqueletos de aracnidos, crustaceos e

insectos)l.

En el presente trabajo de investigacion se empledé el biopolimero de
quitosano, el cual tiene la ventaja de ser bioabsorbible. Para aplicaciones
clinicas, a menudo es importante distinguir claramente entre “polimeros
biodegradables” y “polimeros bioabsorbibles”. Los polimeros biodegradables
son aquellos que se descomponen en el cuerpo vivo, pero los productos de
degradacion permanecen en los tejidos durante mas tiempo. Por otro lado,
se pueden definir polimeros bioabsorbibles, como polimeros que se eliminan
del cuerpo o se metabolizan en €l. El1 quitosano no es toxico, es bioabsorbible
y se asemeja estructuralmente a los glucanos. Actualmente, el quitosano es
el material preferido para ser un dispositivo controlado de administracion

de medicamentosl!?l.
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Para fines de este estudio, el material compuesto estuvo integrado de una
matriz de quitosano modificada con metacrilato de metilo (GMA), siendo esta
la fase continua y posteriormente fue reforzada con ZnO adornado con

nanoparticulas de plata (como puede observarse en la Figura 2.3).

r— Refuerzo

Matriz
polimérica

Figura 2.3 Ejemplificacion del material compuesto.

La sintesis de nanoparticulas y por ende, la nanotecnologia presenta un
auge que permite diseniar materiales con caracteristicas tinicas en donde se
trata de aprovechar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas
mejoradas, asi como frecuentemente novedosas de los materiales a nano

escala (0.2-100 nm)(8l.
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3. Marco teodrico



A continuacion, en la Tabla 1, se muestran algunos trabajos previos
reportados por diferentes grupos de investigacion enfocados a los materiales
que se emplearon en el presente trabajo, esto con el fin de dar un breve
panorama de la importancia que tienen estos materiales y la originalidad del

presente proyecto de investigacion; es decir, (CTS, Ag, ZnO), (NP’s CTS-ZnO),

(CTS-GMA), (ZnO-Ag).

Tabla 1. Estado del arte para el presente proyecto de tesis

Articulo

Li-Hua Li, Jian-Cheng

Deng, Hui-Ren Deng,

Zi-Ling Liu, Xiao-Li Li
201001,

Li-Hua Li, Jian-Cheng

Deng, Hui-Ren Deng,

Zi-Ling Liu, Ling Xin
2010r101,

0. Garcia-Valdez, R.
Champagne-Hartley,
E. Saldivar-Guerra, P.
Champagne, and M. F.
Cunningham
2013111],

Rajagopalan Thaya,
Balasubramanian

Material
compuesto

Peliculas de
CTS/Ag/ZnO

Composito de
CTS/Np’s ZnO

CTS se
funcionalizé
primero con

(GMA) y luego se
convirtié en una

macroalcoxiamina

por adicion de
radicales
intermoleculares

Nanocompuesto
de Ag/ZnO

10

Propiedades reportadas

Pelicula CTS/Ag/ZnO con
mayor actividad antimicrobiana
que las peliculas de CTS/Ag y
CTS/ZnO.

Np’s de ZnO Tuvieron
dispersion homogénea en la
matriz de CTS.

El ZnO tuvo efecto en las
propiedades mecanicas.
Buenas propiedades
antibacteriales con el composito
dopado entre 6-10 wt% contra
Bacillus subtilis, Escherichia coli,
y Staphylococcus aureus
La insolubilidad del CTS
injertado con PS puede
atribuirse a la terminacion de
las cadenas en crecimiento que
conducen a la reticulacion. En
medios homogéneos, se
aumento6 el contenido de injerto
de polimero en CTS a tiempos
de reaccion mas cortos en
comparacion con los informes
anteriores.

El nanocomposito (CTS/Ag/
ZnO0), exhibié propiedades



Malaikozhundan,
Sekar Vijayakumar,
Jeyachandran
Sivakamavalli, Raja
Jeyasekar, Sathappan
Shanthi,
Baskaralingam
Vaseeharan,
Palaniappan
Ramasamy, Avinash
Sonawane
20161121,

Agripina Zaharia,
Viorica Musat, Viorica
Plescan Ghisman,
Nicusor Baroiu
2016131,

K.T. Karthikeyan , A.
Nithyaa, K.
Jothivenkatachalam
201704,

Balaji J., Sethuraman
M.G.
20170s],

Y. Acikbasa, R.
Capanb, M. Erdoganb,
L. Bulutc, C. Soykan
201712,

recubierto de
quitosano

Copolimeros
acrilicos
comerciales se
modificaron con
nanoparticulas
(ZnO/Csy
Ag:ZnO/Cts) y
nanoparticulas
(NP’s) basadas en
oxido de zinc (ZnO
y Ag:ZnO).

Nanocomposito de
CTS/TiO-

CTS dopado con
Hy/nano-TiO-

Copolimero
Estireno-
Metacrilato de
glicidilo (ST-co-
GMA)

11

antibacteriales contra bacterias
Gram positivas (B. licheniformis
Yy B. cereus) a 8 ug/mL

Las muestras modificadas
revelan una buena actividad
antibacteriana contra S. aureus
y E. coli. La actividad mas fuerte
se observa contra E. coli para el
material hibrido que contiene
NP’s Ag:ZnO.

Excelente agente antimicrobial
contra bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, y también
contra hongos. Exhibieron una
zona de inhibicion de 10.33 y
25.66 mm. Actuaron como
fotocatalizadores para remocion
rhodamine B (RhB) y congo red
(CR).

El CTS dopado con con
Hy/nano-TiO;, exhibe mejor
proteccion a la corrosion, que el
que no esta dopado.

Este material de copolimero se
puede utilizar como material de
deteccion y puede encontrar
aplicaciones potenciales en el
desarrollo de dispositivos de
deteccion de vapor organico a
temperatura ambiente.



Nueva metodologia de
polimerizacion in situ para la
incorporacion de Np's de Ag.
Las Np's de Ag aument6 mas
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2018116l, con Np’s de Ag g

bactericida para
nanocompuestos que contenian
1.5% en peso de Np's de Ag
para Escherichia coli.
El polietilenglicol-g-polianilina

A. Gouthaman, J. ..
’ con Ag-ZnO, se puede utilizar

Auslin Asir, A.

Nanocompuestos como una sustancia potencial
Gnanaprakasam, V.M. . .p P
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nanoparticulas de tiempo real. La mayor adsorcion
ZnO dopadas con se logro en las condiciones de
Ag 0.075 g de dosis de adsorbente,
70 mg/L de concentracion de
colorante, 1% de Ag-ZnO.

Como se describi6 en la Tabla 1, se han elaborado materiales compuestos a
partir de AgNp’s con poliuretano, aqui el refuerzo de plata contribuy6 al
aumento del modulo elastico y propiedad bactericida del material. También
se han hecho materiales compuestos de CTS/ZnO, Ag/ZnO, CTS/ZnO/Ag
como materiales con propiedades antibacteriales; se ha sintetizado un nano-
composito de CTS/TiO> como material anticorrosivo, siendo TiO2 un
material inorganico al igual que el ZnO, los que han demostrado tener
propiedades antibacterianas; sin embargo, se ha probado mas el uso de
ZnO en la industria del cuidado personal y del empaquetamiento de
comidall®. 19I; asimismo se ha hecho la funcionalizacion de ST/GMA para la
deteccion de vapores organicos. En cuanto a la elaboracion de una
macroalcoxiamina por adicion de radicales intermoleculares, se tuvo como
intermediario la funcionalizacion de CTS/GMA, y se encontréo que la
insolubilidad del CTS injertado con PS puede atribuirse a la terminacion de

las cadenas en crecimiento que conducen a la reticulacion y que en medios
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homogéneos, aumenta el contenido de injerto de polimero en CTS a tiempos

de reaccion mas cortos en comparacion con los informes anteriores.
Es decir:

1. Se han hecho funcionalizaciones de CTS (un biopolimero) con un
polimero (GMA, ST, PS).

2. Se han sintetizado materiales compuestos teniendo como matriz un
biopolimero o un polimero (CTS o poliuretano, respectivamente) y

como refuerzos materiales inorganicos de Ag, ZnO, TiOa.

Sin embargo, estos dos casos se han hecho de manera aislada. Por eso lo
que se busco con esta investigacion es crear un nuevo material compuesto,
que contenga como matriz la funcionalizacion CTS/GMA y como refuerzo

ZnO/AgNp’s.
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El quitosano presenta las ventajas de ser un biopolimero abundante y
debido a sus propiedades funcionales y fisicoquimicas, tiene aplicaciones
tan variadas en campos de la: alimentacion, medicina, agricultura,
cosmeética y farmacia; sin embargo, carecen de propiedades mecanicas
como: maleabilidad, elasticidad, tenacidad, ductilidad, plasticidad; siendo
asi un material fragillsl. El quitosano (ver Figura 3.1) es un
aminopolisacarido derivado de la quitina (ver Figura 3.2), y es el segundo
polimero natural mas abundante en el mundo después de la celulosal5-7: 201,
Obtenido a escala industrial por N-desacetilacion termoalcalina de la quitina
obtenida de los crustaceos[29. Una vez que la quitina ha sido desacetilada al

menos en un 50%, se le conoce como CTSI21],

CH,OH CH,OH CH,OH

OH A OH OH

NH., NH, NH-

Figura 3.1. Formula desarrollada del quitosano

*Figura adaptada de Leticia Arizbeth Ramirez Mendoza, Aidé Saenz Galindo, Lluvia Itzel
Lopez Lopez, Pablo Gonzalez Morones. “Nanomateriales poliméricos: Quitosan/
nanoestructuras de carbono”. Revista americana de ciencias farmacéuticas. 2015. pp 8 22|
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El CTS es un compuesto con enlaces f (1 — 4) a 2-amino-2-deoxi-D
glucopiranosa y 2-acetamido-2-deoxi-D glucopiranosa, su potencial esta en
aplicaciones para purificacion de agua y el tratamiento de aguas residuales,
agricultura, biofarmacéuticos, cosmeéticos, articulos de tocador, en las
industrias de alimentos y bebidas. Es por esto por lo que se han estado
realizando investigaciones durante la ultima década, para el desarrollo de
sistemas potencialmente innovadores para la liberacion de farmacos e
ingenieria de tejidos y comercialmente en la manufactura de parches
cicatrizantes (e.g. HemCon®). Mas del 50% del numero total de solicitudes
de patentes registradas en el 2006 utilizan este biopolimero y una parte de
las mismas son sobre aplicaciones como la liberacion de farmacos,

ingenieria de tejidos y cicatrizacion [21, 23],

- CHs -
o
NH CH,0H
0
s He T . . e [
OH o OH -0
0
CH,OH NH
=o
| CH; _In

Figura 3.2. Formula desarrollada de la quitina

*Figura adaptada de Zulay Marmol, Gisela Paez, Marisela Rincén, Karelen Araujo, Cateryna
Aiello, Cintia Chandler y Edixon Gutiérrez. “Quitina y Quitosano polimeros amigables. Una
revision de sus aplicaciones”. Revista Tecnocientifica URU. 2011. pp 54 [24.

Como se mencion6, la quitina tiene que estar al menos 50% desacetilada
para que sea considerada como quitosano, esto puede observarse en la
Figura 3.3 siendo una estructura mas completa, donde se toma en cuenta
la estructura A con el grupo acetilo, mientras que las D son las partes
desacetiladas. Quimicamente se define como una familia de

heteropolisacaridos lineales; que estan formados por 2-amino-2-deoxi-3-D-
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glucosa (unidades D) y 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucosa (unidades A)

unidas por un enlace glicosidico (1—4).

Figura 3.3. Formula desarrollada del quitosano conteniendo residuos de
monosacaridos [2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucosa (unidades A) y 2-amino-

2-deoxi-B-D-glucosa (unidades D), ambos unidos por enlaces  (1—4)].

*Figura adaptada de F. M. Goycoolea, C Remufian Lépez, M. J. Alonso. “Nanoparticulas A
Base De Polisacdridos: Quitosano”. 2009. pp 105 [20],

Las unidades tipo A, comunmente estan en menor proporcion que las del
tipo D y la relacion molar de unidades A frente al total (A+D), se le conoce
como grado de acetilacion (GA) o como una fraccion (Fa). E1 GA junto con el
grado de polimerizacion es un parametro fundamental que determina las
propiedades fisicoquimicas y biolégicas del quitosano [25 26l. Ademas de la
proporcion molar neta de unidades A, su distribucion en la cadena de
quitosano determina las propiedades y varia con el método de

preparacion(20l.,

Se han realizado previamente algunas caracterizaciones del quitosano, asi
como pruebas a diferentes grados de desacetilacion (75, 87 y 96%) obtenido
a partir del exoesqueleto del camaron y se encontro que al 75% mostro 1.5
veces mayor la absorcion al agua, esto por su nivel mas bajo de cristalinidad,
mientras que al 87 y 96% se encontro 1.5 a 2 veces mayor la capacidad de
absorcion de grasas 271, en otros articulos se ha encontrado que el grado de

N-acetilacion es el parametro mas importante y que determina sus
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caracteristicas fisiologicas, que lo hace apto para aplicarlo en variados
campos como el biotecnolégico, biomédico, alimenticio y farmacéuticol28l.
También se ha comprobado que a mayor grado de desacetilacion mayor
resistencia a la rotura de heridas cicatrizadas y mayor cantidad de
fibroblastos generados [291. Asi mismo se descubri6 que a mayor peso
molecular se incrementan las propiedades mecanicas, siendo esta
independiente del grado de desacetilacion, sin embargo el grado de
desacetilacion (DD, por sus siglas en inglés) tiene influencia en la remocion

de metales pesados en medio acuosol21, 30l

En la investigacion que realizo6 H. Hernandez Cocoletzi et al. 5] trabajo con
muestras de tamano de particula menor de 250 um. La caracterizacion del
quitosano obtenido se realizo6 mediante espectroscopia en el infrarrojo (IR)
en la region de 500-4000 cm-1. Los espectros de absorcion fueron obtenidos
en un espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier y sistema
ATR. A su vez se realizo una determinacion potenciométrica para obtener
el grado de N-desacetilacion, el procedimiento basicamente consistio en
disolver el quitosano con un exceso de HCI [3l]] y la solucion de quitosano se
valora con una solucion de NaOHPI el espectro que se obtuvo de dicha
caracterizacion se muestra a continuacion en la Figura 3.4 mismo que sirve
de referencia para poder comparar la intensidad de los picos asi como su

ubicacion.
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Figura 3.4. Espectro de absorcion de la muestra desproteinizada (Quitina,
linea discontinua gris), espectro de absorcion de la muestra desacetilada
(Quitosano, linea continua) y espectro de absorcion de una muestra de la

empresa Sigma Aldrich (linea discontinua negra).

*Figura Tomada De H. Hernandez Cocoletzi, E Aguila Almanza, O. Flores Agustin, E.L.
Viveros Nava, E. Ramos Cassellis. “Obtencion Y Caracterizacion De Quitosano A Partir De
Exoesqueletos De Camaroén”. Superficies Y Vacio 2009, pp 58 5.

Las fuentes renovables, como la quitina, el quitosano, la celulosa y la
polilactida, atraen la atencion de los investigadores debido a su rentabilidad,
baja toxicidad y naturaleza ecologica. Hay varios informes disponibles sobre
las propiedades de resistencia a la corrosion del quitosano y sus
derivados!!®l. A continuacion en la Figura 3.5 se muestran resultados de los
FTIR de dos articulos con diferente grado de desacetilacion (70 % y 80.72%),
asi como el FT-IR de la quitina a manera de comparar la variacion que se

tiene en los picosl32-34],
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a) Quitosano con 80.72% de b) Quitosano con 70% de
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Figura 3.5. Espectros de FT-IR del quitosano a diferentes grados de
desacetilacion (ambos sintetizados por diferentes grupos de investigacion
[32,33])| c) quitina [34].

*Figura tomada de Richar Blanquicet Macea, Carlos Florez de Hoyos, Yina Gonzalez Montes,

Edgardo Meza Fuentes y Johana Inés Rodriguez Ruiz. “Sintesis Y Propiedades De Filmes
Basados En Quitosano/ Lactosuero”. Polimeros 2015; pp. 62 [32],
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** Figura tomada de C. Peniche, W. Arguelles, A. Gallardo, C. Elvira, J. San Roman.
“Quitosano: Un Polisacdrido Natural, Biodegradable Y Biocompatible con Aplicaciones En
Biotecnologia y Biomedicina’. Revista De Pldsticos Modernos 2001, pp 82 [33.

*** Figura tomada de Alexander Pérez Cordero, Johana Rojas Sierra, Johana Rodriguez
Ruiz, Irma Arrieta Alvarez, Yenis Arrieta Alvarez y Andrés Rodriguez Carrascal. “Actividad
Antibacteriana de Soluciones Acidas de Quitosano Obtenido de Exoesqueleto de Camaroén.”
Revista Colombiana De Biotecnologia 2014, pp. 16 [341.

Desde un enfoque fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero
hidrosoluble que puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos,
fibras, micro y nano-particulas en condiciones de medio acido suave.
Ademas, el caracter policationico le confiere al quitosano una alta afinidad
para asociar macromoléculas terapéuticas (como la insulina, la heparina,
pPADN) y antigénicas, a las cuales protege de la degradacion enzimatica

hidrolitical20; 23]

El quitosano es valorado por su biocompatibilidad, biodegradabilidad,
tolerancia biologica y resistencia contra el crecimiento de bacterias, virus y
hongos(ll. Las caracteristicas estructurales de los quitosanos que
determinan la mejora de la absorcion no estan correlacionadas con las que
determinan la toxicidad, lo que permite seleccionar quitosanos con un efecto

maximo sobre la absorcion y una toxicidad minimal25l.

Sin embargo, las propiedades del CTS nativo a menudo no son adecuadas
para ciertas aplicaciones, lo que motiva a los investigadores a modificar este
biopolimero uniendo grupos funcionales o injertando cadenas poliméricas
con el objetivo de obtener nuevos materiales basados en CTS con
propiedades disenadas para aplicaciones especificas. La principal limitacion
en los intentos de modificar el CTS es su insolubilidad en disolventes
organicos comunes, siendo solo soluble en medios acuosos acidos (pH <6.5),
como se puede observar en la Tabla 2, esto es debido principalmente a la
protonacion del grupo amino primario en la posicion C-2 de la unidad de
repeticion de D glucosaminallll. Asi mismo, se muestran las constantes

viscosimeétricas K y a para el quitosano en tres sistemas de disolventes(33l,
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Tabla 2. Valores de las constantes viscosimétricas K y a para quitosano en

tres sistemas de disolventes.

Sistema disolvente GA* Kx102 (mL*g1) a T (°C) | My x10-5
0 1.680 0.81 1.9-94
Ac. Acético 0.2 M- 0.09 0.6589 0.88 2.1-13
30
Acetato de sodio 0.1M 0.16 0.1424 0.96 54-19
0.31 0.0104 1.12 4.8 - 25
Ac. Acético 0.2 M
0 55.9 0.58 0.42-3.1
tampon de
0.15 5.85 0.78 20 0.35-2.5
Acetato de sodio
0.6 0.219 1.06 0.15-1.6
(pH=4.5)+ NaCl 0.1M
Ac. Acético 0.3 M- 0.02 8.2 0.76 1-6
Acetato de 0.115 7.6 0.76 25 1-6
sodio 0.2 M 0.21 7.4 0.76 1-6

*Grado de N-acetilacion

*Tabla tomada de: C. Peniche, W. Arguelles, A. Gallardo, C. Elvira, J. San Roman.
“Quitosano: un polisacarido natural, biodegradable Y biocompatible con aplicaciones en

biotecnologia y biomedicina”. Revista De Pldsticos Modernos 2001, pp 83 33,

Con el fin de mejorar la solubilidad del CTS en disolventes organicos con pH
menores a 5, se ha reportado que la incorporacion de grupos funcionales a
la cadena principal del quitosano permite su solubilizacion en medios
organicos. La modificacion de CTS que involucra cadenas de polimero de
injerto se ha logrado principalmente a través de la polimerizacion por
radicales libres (FRP)I35-39] polimerizacion de apertura de anillo (ROP)[37-40],
radiacion yI35-37] y polimerizacion cationica por injertol36. 41|y solo hay
algunos reportes que abordan la polimerizacion por radicales controlada-
viviente (L/CRP por sus siglas en inglés) o la polimerizacion por radicales

por desactivacion reversible (RDRP) o sus variaciones [11, 42, 43],
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Se sabe que el CTS tiene actividad antibacteriana inherente, que se debe
principalmente a su naturaleza policationica. El quitosano inhibe el
crecimiento de una gran variedad de microorganismos patogenos: bacterias,
levaduras, hongos grampositivos y gramnegativos [44l. Una de las principales
razones para que el quitosano posea actividad antimicrobiana es la
presencia de un grupo amino con carga positiva a pHs inferiores a 6.3
(carbono 2), el cual interacttia con las cargas negativas de la pared celular
de los microorganismos, generando un rompimiento o lisis de estas
estructuras, que lleva a la pérdida de compuestos proteicos y otros
constituyentes intracelulares, se han estudiado estas propiedades contra
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Escherichia coli, Salmonella typhi
y Pseudomona aeruginosa y Gram positivas (Streotococcus mutans,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Saphylococcus epidermis y

Bacillus subtilis [45].

Otros derivados de quitosano también se han electrohilado, para obtener
materiales fibrosos antibacterianos. Las nanofibras de aminochitosan
obtenidas por electrohilado de la solucién de iminochitosan en TFA han
manifestado una excelente actividad antibacteriana contra las bacterias
Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa y Bacillus subtilis) y las bacterias

Gram-positivas (S. aureus).

Las nanofibras de cianoetilquitosano muestran una buena eficacia
antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis y S. aureus . Estas
pruebas antibacteriales se han realizado a diferentes concentraciones por
diversos grupos de investigacion, Milena et al., realizaron pruebas con S.
aureus y E.Coli, en una suspension que contenia aproximadamente 100 000
células/mL y con una concentracion de CTS de 3 000 pg/mLI#4. Otros
grupos de investigacion como el de Lifeng et al, han realizado NP’s de
quitosano las cuales exhiben como caracter Unico la potencial actividad

antibacteriana contra E. coli, S. choleraesuis, S. typhimurium, y S. aureus,
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en donde se encontraron valores de MIC menores a 0.25 pg/mL y los valores

de MBC de las nanoparticulas alcanzaron 1 pg/mL 471,

El metacrilato de glicidilo (GMA) es un éster del acido metacrilico y
del glicidol, presentando en su estructura molecular un grupo epoéxido
susceptible a una apertura de anillo (ver Figura 3.6). Los soportes de
polimero basados en GMA se utilizan principalmente como excelentes
adhesivos termoestables, que han ganado popularidad a lo largo de los anos
debido a su rendimiento superior en muchas aplicaciones como la union de
farmacos y biomoléculas [2: 48], Los copolimeros de metacrilato de glicidilo
han recibido una atencion significativa, debido al grupo epoxido colgante y
que permite un gran numero de reacciones quimicas posteriores/49l,
ofreciendo asi la oportunidad de modificaciéon quimica de los copolimeros
colgantes para diversas aplicaciones industriales, lo que hace viable a que
pueda copolimerizar con el quitosano mediante la ruptura del grupo epoxi y

polimerizar via FRP debido a la insaturacion del grupo vinilico.

O

HQC\ O%

CHs O
Figura 3.6. Estructura quimica desarrollada del GMA

La polimerizacion por apertura de anillo ha sido iniciada con gran variedad
de sistemas iniciadores, entre los que se encuentra los compuestos basicos,
compuestos acidos y compuestos organometalicos (como los organozinc) [49l.
Las amplias aplicaciones de los homo- y copolimeros de esta clase de
macromoléculas han sido reportadasl2- 50l. Algunos casos son los polimeros

de acrilato, que tienen aplicaciones en la medicina: como soportes de
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polimeros que son facilmente degradables, ya que como se menciono, al ser
adhesivos termoestables se han empleado en la practica clinica para la
fijacion interna de fracturas en la tibia y en los huesos del antebrazo como
ayudante de los adhesivos bilogicos (polisacaridos), los cuales son menos
rigidos; asi como en la liberacién controlada de medicamentos[? 5! por lo
tanto, esto lo hace un gran candidato para funcionalizar el quitosano. En
este caso en particular, O. Garcia-Valdez et al, lograron incorporar el GMA
quimicamente al quitosano mediante la ruptura del grupo epoxi (ver Figura

3.7) y posteriormente se polimerizo por radicales libres el grupo vinilicoll1l.

S~ gﬁ

Acido acético 0.4M

om e pH= 3.8, 65°C

0

Quitosano ﬂ\

HO NH; x

CTS-g-GMA

Figura 3.7 Sintesis de la funcionalizacion del CTS con GMA.

*Figura adaptada de O. Garcia-Valdez, R. Champagne-Hartley, E. Saldivar-Guerra, P.
hampagne, y M. F. Cunningham. “Modification Of Chitosan With Polystyrene And Poly (n-
butyl Acrylate) Via Nitroxide-Mediated Polymerization And Grafting From Approach In
Homogeneous Media”. Polymer chemistry 2013.

La polimerizacion por radicales libres convencional (FRP, por sus siglas en
inglés), es importante debido a que es la base sélida de muchos procesos

industriales y una fuente de una serie de materiales poliméricos de gran
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demanda comercial que se usan hoy en dia, ya que casi el 50% de los

polimeros sintetizados en el mundo se producen por esta vial52l,

A partir de monoémeros vinilicos (como el GMA) se pueden sintetizar este tipo
de polimeros, es decir, son pequenas moléculas que presentan dobles
enlaces de carbono, C=C. Los materiales tales como polietileno, poliestireno,
alcohol polivinilico, acetato de polivinilo, polibutadienos y otros productos
bien conocidos, parten de este tipo de mondémeros y han mejorado
significativamente la vida cotidianal5?l. La FRP es uno de los procesos mas
utilizados en la produccion comercial de polimeros de alto peso

molecularl(s3l.

La caracteristica crucial de una FRP es una fuente de radicales ajustable,
que comunmente se materializa mediante una sustancia termolabil (o
iniciador) que se descompone por calentamiento para formar radicales
libres, los cuales son especies quimicas altamente reactivas producidas por
la disociacion homolitica de enlaces covalentes; la reactividad del radical
libre estara en funcion de la estabilidad que tenga este, ya sea por efecto
inductivo o por efecto resonante, lo que conllevara a la velocidad de adicion

de un monémero en la cadena en crecimiento del polimerol52l.

La generacion de radicales y la primera adicion de monémero a un radical
iniciador constituyen el paso de iniciaciéon, mientras que las sucesivas
adiciones de mondémero sobre un nuevo radical libre (propagacion) y la
terminacion del crecimiento de la cadena por desproporcion y/o
acoplamiento, es decir, que finaliza a través la reaccion de terminacion en
donde dos radicales interactuan para formar enlaces covalentes y cesar la

propagacionl>2l.

Los principales factores responsables de la posicion preeminente de esta
polimerizacion es la amplia gama de monoémeros a polimerizar, la tolerancia

de la funcionalidad desprotegida en el monoéomero y el disolvente, y la
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compatibilidad con wuna variedad de condiciones de reaccion. La
polimerizacion por FRP es simple de implementar y econémica en relacion
con las tecnologias competitivas (como la catidonica, anionica, apertura de
anillo y policondensacion). Cabe mencionar que su principal ventaja radica
en la simplicidad de su procedimiento, ya que a diferencia de otros tipos de

polimerizacion, FRP no necesita ambientes muy controlados[>3l.

Para ser polimerizados, los monémeros de vinilo utilizan la propiedad de la
adicion de cada molécula, por medio de la ruptura del doble enlace C=C,
generando un radical libre resultante en la parte terminal de la cadena y
volver a iniciar la adicion con otra unidad monomérica para ir
incrementando el tamano de la cadena. En la formacion de dichas cadenas,
la variacion de la entropia es negativa; es decir, la conversion de monémero
a polimero conlleva una reduccion del desorden, mientras que se observa
una compensacion del término de entalpia, siendo esta negativa; por lo
tanto, la reaccion es exotérmical2l. El esquema cinético genérico mas
convencional de FRP se muestra en la Figura 3.8 e incluye pasos de
reaccion de iniciacion, propagacion y terminacion principalmente por

acoplamiento biomolecular.

hy I
&

- P> P+
Iniciacion I ..
P+ {L> Ll
Propagacion pc:cl + §=§ > P- §§§§
p. €].
Terminacion pc:cl + é(:p > p- §§c_§p

Figura 3.8 Esquema general de la polimerizacion por radicales libres

*Figura tomada de Gary Freelin. “Sistemas de desprendimiento de siliconas de curado de
radiacion”. EECP. 2008 pp 1054,
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Los refuerzos son materiales que estan en un estado de caracter discreto y
su geometria es fundamental a la hora de definir las propiedades mecanicas
del material compuesto. Los refuerzos pueden estar en forma de particulas
o fibras y pueden ser materiales como vidrio, carbono, ceramicos u oxidos

metalicos, entre otros.

Para los compuestos reforzados con particulas la fase dispersa es mas dura
y resistente que la matriz receptora, las particulas del refuerzo tienden a
restringir el movimiento de la matriz en las proximidades de la particula y
en escencia la matriz transfiere parte del esfuerzo aplicado a las particulas,
las cuales soportan parte de la carga. Para fines de este proyecto el refuerzo

es el ZnO soportadas (adornado) con AgNP’s.

La plata (y sus sales correspondientes) desde la antigiedad ha sido utilizada
para la desinfeccion del agua, ademas que es relativamente no toxica para
las células humanas, por lo que es que es comun encontrarla en procesos
industriales, asi como su uso en el cuerpo humano; la plata posee
propiedades antibacterianas (incluso a bajas concentraciones) para un
amplio espectro de cepas bacterianas que se encuentran en el medio
ambientel55 56l, Como ejemplo, se ha estudiado que la plata es efectiva a
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) y la cepa Gram-negativa
Escherichia coli (E. coli)l>7l. Se ha usado en la filtraciéon de agua a un caudal

de 0.5 L/min y el agua filtrada no tiene ninguna bacteria E. coli8.

A continuacion se presenta en la Tabla 3 las preparaciones que utilizan
plata acorde a la farmacopea britanica (2012), asi como las aplicaciones de

estas:
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Tabla 3. Usos de la plata segun la farmacopea britanica.

Preparaciones

Acetato de plata, borato de plata,
alantoinato de plata, alantoinato de
plata y zinc, carbonato de plata,
cloruro de plata, cromato de plata,
glicerolato de plata, ioduro de plata
colloidal, lactato de plata,
manganita de plata, polimeros de

nylon con plata

Nitrato de plata (1%)

Proteina de plata

Plata coloidal

Sulfadiazina de plata (1%)

Usos

Antiséptico (uso similar al nitrato

de plata).

Profilaxis de oftalmia gonocéccica
neonatal (conjuntivitis neonatal)
verrugas, granulomas umbilicales,
tejido de sobregranulacion y

cauterizacion.

Antisepsia; gotas para los ojos y

membranas mucosas.

Profilaxis y tratamiento de heridas
por quemadura, su utilizacién como
un adyuvante en el tratamiento de
corto plazo de las infecciones de
ulceras en piernas y ulceras de
decubito, y también como adjunto
en la profilaxis de las infecciones en
sitios donantes de injertos de piel y
en abrasiones extensivas.

Prevencion y tratamiento de
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infecciones en quemaduras severas
Tratamiento ocular de infecciones

por Aspergillus

A finales del siglo XIX se introduce la solucion de nitrato de plata para uso
en gotas oculares en el recién nacido. En 1920 la FDA (Food and Drug
Administration) en Estados Unidos acepta las soluciones de plata ionica
como agentes antibacteriales. El primer registro de sintesis de nano-
particulas de plata se remonta a 1889, cuando M.C. Lea reporta un
procedimiento mediante sintesis de plata coloidal, estabilizada con citrato

se obtienen un tamano de particula de 7-9 nml®8l.

En cuanto a las nanoparticulas, actualmente hay informacion sobre su uso
en compositos para la mejora de las propiedades mecanicas y
antibacteriales. Las nanoparticulas de plata (AgNP’s) son particularmente
atractivas debido a su actividad biolégica tinica, asi como a sus propiedades
Opticas y cataliticas 59, por ejemplo en el trabajo de Ramirez et al [16],
exploran el uso de las nanoparticulas de plata, considerando sus
propiedades antibacteriales para emplearse en el area biomédica y también

para mejorar las propiedades térmicas y mecanicas del material.

El aumento de la disponibilidad, la actividad antibacteriana superior y
dependiente del tamano reportado para las AgNP’s han dado lugar a su uso
generalizado en prendas de vestir, cosméticos, electronica, envasado de
alimentos, dispositivos médicos, textiles y diversos productos para el
hogarl58l. En trabajos previos como el de Ramirez et all’6 y Sabrina et all60l
se han obtenido la incorporacion exitosa de las nanoparticulas de plata, lo
cual fue demostrado a través de mediciones de EDS, TGA y Raman; asi
mismo las propiedades térmicas de los nanocompuestos fueron investigadas

por DSC y se observo que los AgNP’s tuvieron un impacto positivo de dos

29



maneras: primero, aumenté mas del doble del modulo elastico, segun se
estudio mediante mediciones de nanoindentacion y segundo, basado en el
método de la zona de inhibicion, se observo una gran eficacia bactericida
para los nanocompuestos que contienen 1.5% en peso de Ag NPs para

Escherichia colil6, 60].

En otros trabajos previos, se ha observado que como refuerzo existe una
buena propiedad antibacterial cuando las AgNP’s se encuentran en una
concentracion 1%-2% w/w con respecto a la matriz 6. Ricardo et al,
realizaron una sintesis de NP’s de ZnO y Ag, estabilizadas con CTS, en donde
las NP’s-Ag obtenidas fueron de menos de 20 nm y las NP’s-ZnO de menos
de 100 nm, asi mismo encontraron una MIC (concentracion minima
inhibitoria) y una MBC (concentracion minima bactericida) para E. coliy S.

aureus, en la Tabla 4 se muestran estos resultados [62],

Tabla 4. MIC y MBC de NP'S de Agy ZnO

NP’s-Ag NP’s-ZnO
(ng/mL) (ng/mL)
S. aureus  E. coli  S. aureus E. coli
MIC 4 6 36 38

MBC 18 20 40< 40<

*Tabla Adaptada de Ricardo Alvarado, Federico Solera, José Vega-Baudrit. “Sintesis
Sonoquimica de Nanoparticulas de Oxido de Cinc y de Plata Estabilizadas con Quitosano.
Evaluacién de su Actividad Antimicrobiana”. Revista Iberoamericana de Polimeros 2014;
15:134-148.
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Actualmente los materiales inorganicos han demostrado ser candidatos
prometedores en propiedades antibacterianas y se les ha dado varias
aplicaciones, su principal ventaja reside en su estabilidad debido a su
robustez, resistencia al corte y larga vida 1til, algunos de estos materiales

son: TiO2, MgO, CaO, CuO, y ZnOI63l,

Entre numerosos semiconductores, el 6xido de zinc (ZnO) ha recibido
considerable atencion en muchas aplicaciones potenciales, incluidos
fotocatalizadores; debido a su excelente caracteristica fotoeléctrica (gran
absorcion de la luz UV), celdas solares, sensores quimicos; asi como otras
propiedades como la movilidad de electrones, facilidad de control
morfologica, bajo costo de produccion y abundante disponibilidad(®4l. E1 ZnO
también muestra una propiedad antibacteriana efectiva y una superficie
cargada positivamente (potencial zeta, { aproximadamente de 20 mV) para
la captura de bacterias; sin embargo, deben cumplirse diversos parametros:
estabilidad quimica y mecanica, alta relacion superficie-volumen, fuerte
carga superficial, robustez, durabilidad, reproducibilidad y seguridad. El
ZnO se ha aplicado y confirmado sus propiedades antibacterianas utilizando
varios tipos de diferentes bacterias, como bacterias gramnegativas y gram
positivas, como Escherichia coli, Salmonella enteritis, Staphylococcus aureus

y Bacillus cereus 031,

Una de las ventajas mas importantes de usar nanoparticulas de Ag
soportadas en ZnO es su sintesis la cual es rapida, facil y econémica asi

como su compatibilidad en matrices poliméricas [59: 64,

Se ha demostrado que el tamano y cantidad de ZnO importa, ya que en
investigaciones recientes se han preparado con éxito nuevas membranas
compuestas de CTS/nanoZnO y en donde se ha observado que el contenido

de ZnO (con un tamano de particula de 11.9 nm) tuvo un efecto en las

31



propiedades mecanicas de las membranas compuestas, cuando se doparon
con 6% en peso de ZnO, las membranas compuestas CS/nano-ZnO
mostraron buenas propiedades antibacterianas y mecanicas. Li-Hua et al
sugiere, que tales membranas compuestas de CS/nano-ZnO tienen
potencial como materiales médicos como: recubrimientos, suturas, injertos
o protesisliO. Un estudio senala que la accion de las NP’s depende de los
componentes y la estructura de la célula bacteriana. Se mencioné por
ejemplo, que la accion antimicrobiana de ZnO es mas efectiva en bacterias
Gram-positivas. Los componentes peculiares de las bacterias Gram-
negativas, como los lipopolisacaridos (lps), pueden prevenir la adhesion de
las NP's de ZnO a la barrera de las células bacterianas y regular el flujo de

iones dentro y fuera de la membrana celular bacteriana (65,

Las nanoparticulas de ZnO actian como agentes antimicrobianos a través
de diversos mecanismos, siendo el mas importante la generacion de especies
reactivas de oxigeno al interior de la célulal®3l. Se ha propuesto que las NP’s
de ZnO pueden actuar para generar la muerte celular, o bien, como fuente
de iones de Zn?*, cuyo exceso genera una alteracion del metabolismo celular.
Algunas especies reportadas como susceptibles a las NP’s de ZnO son; S
aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis [6°],

Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniael67].

La fotocatalisis es la aceleracion de una reaccion quimica producida por la
absorcion de luz por medio de un fotocatalizador, no es de extranar que en
los ultimos 15 anos exista un gran interés por la fotocatalisis solar que ha

crecido de forma sorprendentel68l.

Cuando se habla de modificar la superficie del fotocatalizador, se emplea el
término “decoracion” o “soporte” y consiste en anadir nanoparticulas de
metales nobles, semiconductores o polimeros a la superficie de las

nanoestructuras. Los efectos esperados son: formacion de una heterounion,
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que cambia la ubicacion de la banda del semiconductor o provee niveles de
energia aptos para la inyeccion de cargas, efecto fotocatalitico y mayor

eficiencia para reacciones de transferencia de carga.

Para la modificacion con nanoparticulas de metales nobles (Pt, Au, Ag, Pd),
el mecanismo comprende la resonancia de plasmones superficiales de las
particulas del metal por excitacion bajo luz visible, lo que facilita tanto la
excitacion de los electrones superficiales, como su transferencia a través de
la interfase. Algunos niveles energéticos pueden hacerse presentes en la
banda prohibida del TiO2 (ver Figura 3.9). Ademas, las nanoparticulas de
los metales nobles actian como trampas de electrones, lo que mejora la
separacion de los e- y h+ fotogeneradosl®9-72]. Investigaciones anteriores han
estudiado la influencia de la concentraciéon de precursores metalicos
utilizada durante la fotodeposicion (0.05-0.5% en peso) sobre el tamano de
las nanoparticulas metalicas formadas junto con la actividad UV y mediada
por Pt, Pd, Ag o Au-TiO2, para un mejor logro de la fotodeposicion, pero sin

tomar en cuenta el caracter antibacterial [72l.

Para el caso de este estudio la depositacion fotocatalica, consistio en una
solucion con un soporte inorganico (ZnO), con una sal de plata (AgNOs o
Ag>S04) y en donde ocurre la reduccion del ion de plata causada por el
electron generado en la superficie, asi mismo se debe agregar un compuesto
organico (Et-OH) a la mezcla, para atrapar los radicales ‘OH que se forman

en la solucion acuosa y los h* fotogenerados en la superficie del catalizador

[73, 74],
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Figura 3.9. Proceso de la fotodepositacion de metales nobles

*Figura tomada de Maria C. Nevarez-Martinez, Patricio J. Espinoza-Montero, Francisco J.
Quiroz-Chavez y Bunsho Ohtani. “Fotocatalisis: inicio, actualidad y perspectivas a través

de TiO,”. Avances en quimica. 20171691,
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Una de las aplicaciones que se puede dar a los compositos, es en el envasado

de alimentos o como filtro para el tratamiento de agual’sl. Por lo que se le

han hecho pruebas con un hongo (Fusarium oxysporum), una bacteria (E.

colj) y una levadura (Saccharomyces cerevisiae).

Fusarium oxysporum. Es un patogeno habitante del suelo que causa
la marchitez de fusarium o fusariosis en un amplio rango de
plantasl7®l. Los principales mecanismos de dispersion del patogeno
son los movimientos de suelo infectado, el agua de escorrentia y el uso
de almacigo infectado. Este hongo tiene la capacidad de sobrevivir por
largos periodos en el suelo, debido a sus estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas, lo que vuelve inefectiva la rotacion de

cultivos a corto plazol77l.

Escherichia coli. Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo
de la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Coloniza el
intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se
considera de flora normal, pero hay descritos seis grupos de E. coli
productora de diarrea: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC). La bacteria
se puede aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas o serologicas, pero también se pueden
estudiar sus mecanismos de patogenicidad mediante ensayos en

cultivos celulares(78].

Saccharomyces cerevisiae. Levadura es un nombre genérico que
agrupa a una variedad de organismos unicelulares, incluyendo
especies patogenas para plantas y animales, asi como especies no

solamente inocuas sino de gran utilidad(”. Sacchararomyces
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cerevisiae es una levadura, un hongo unicelular, del grupo de los
ascomicetos. Este grupo incluye a mas de 60 000 especies, entre ellas
las colmenillas o el Penicillium, el hongo que produce la penicilina,
pero también a hongos patogénicos tanto de plantas como de

animales, mas conocido de los cuales es Candida/8Y.

La S. cerevisiae es un microorganismo mas ampliamente utilizado por
el hombre a través del tiempo; en la elaboracion de diversos alimentos
como el pan o las bebidas alcoholicas, su nombre deriva del vocablo
Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza)8l. Es una
levadura heterotrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y
tiene una elevada capacidad fermentativa y puede aislarse con
facilidad en plantas y tierra, asi como del tracto gastrointestinal y

genital humanol8!. 82,
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4. JustiTicacion

El CTS, es un material fragil y poco soluble, limitando su aplicacion en
diversas areas productivas. La funcionalizacion del quitosano con GMA, le
dara dureza para mejorar su facilidad de procesamiento. Asi mismo con la
incorporacion de nanoparticulas de plata soportadas en ZnO se reforzara el

copolimero para aumentar las propiedades antisépticas y su estructura.
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. Planteamiento del
problema

El quitosano es fragil y quebradizo, razéon por la cual su durabilidad y
procesamiento industrial se ve afectado, se requiere una matriz que sirva de
soporte proporcionando una mayor dureza y mejor disponibilidad de

contacto.
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La copolimerizacion del GMA con CTS, y reforzada con ZnO soportado con
nanoparticulas de Ag, mejorara algunas de las propiedades del CTS tal
como su resistencia mecanica o el incremento de su caracter antibacterial,
ampliando el uso que se le puede dar a este material, facilitando su
termoprocesamiento (al aumentar su temperatura de descomposicion) y
aplicacion; mediante la combinacion de propiedades de cada uno de los

componentes del composito.
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/. Objetivo general

Q

Sintetizar un nuevo material compuesto, conformado por una matriz de

CTS-g-GMA y un refuerzo de nanoparticulas de Ag soportas en ZnO.
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. Objetivos particulares

Funcionalizar el quitosano con GMA, y posteriormente polimerzarlo
por FRP.

Caracterizar la matriz polimérica funcionalizada con FT-IR, SEM y
UV-Vis.

Obtener nanoparticulas de Ag y soportarlo en ZnO.

Caracterizar el material resultante por las técnicas de FT-IR, SEM,
UV-Vis y DLS.

Incorporar las NPs de ZnO con Ag en la matriz polimérica de CTS-co-
GMA.

Llevar a cabo las pruebas antibacteriales correspondientes.
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9. Metodologia
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Los reactivos fueron adquiridos por Sigma-Aldrich Co. (a menos que se

indique otra cosa).

Los reactivos utilizados tuvieron una pureza de al menos del 98% y fueron:
hidroxido de sodio (NaOH de Golden Bell), hidroxido de potasio (KOH de
Golden Bell), cloruro de sodio (NaCl), quitosano (CTS de Nanobio and Tronics
S.A de C.V), metacrilato de glicidilo (GMA), hidroquinona, nitrato de plata
(AgNO3 de Reactivos Quimicos Monterrey, S.A.), sulfato de plata (Ag2SO4 de
J. F. Baker.), 6xido de zinc (ZnO de Reactivos Quimicos Monterrey, S.A.). Agar

bacteriologico (de BD Bioxon), dextrosa (de BD Bioxon), triptona.

Los disolventes empleados son de grado reactivo (adquiridos por Reactivos
Quimicos Meyer a menos que se indique otra cosa) y fueron: acetona,
metanol, etanol, agua destilada (provisto por el Laboratorio de Ingenieria
Quimica, DCNE), tetrahidrofurano (THF, de Karal, S.A de C.V), acido acético
(Golden Bell), acetonitrilo (J. F. Baker), agua desionizada. El disolvente
deuterado para los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) fue
adquirido por Sigma-Aldrich Co., utilizado tal como se recibi6: cloroformo

(CDCl3).

La Figura 9.1 es la representacion de un esquema general de la metodologia
que se siguio en el presente trabajo de investigacion y que describe primero
la funcionalizacion del quitosano (CTS) con metacrilato de glicidilo (GMA)

para obtener el copolimero tipo injerto CTS-g-GMAI!1l,

A la matriz polimérica, se le incorporé6 ZnO adornado con NPs de Ag, el
refuerzo fue caracterizado con: DRS y DLS. Asi como a los compositos

resultantes, los cuales se analizaron por FT-IR y SEM.
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Quitosano + GMA.\ \
e (1:2y1:4)
. ....

Sintesis del
copolimero

Copolimero
(1:2) w/w

Caracterizacion

Zn0O-Ag
0.1,03y
0.5% wt

Zn0O

Composito

Figura 9.1. Esquema general de la metodologia aplicada en esta tesis.

9.1 Obtencion del refuerzo ZnO-Ag

Se realizaron dos sintesis con diferentes sales de plata (AgNO3 y Ag>oSO4) y

se uso6 ZnO con una pureza de 99.98%.

La preparacion del refuerzo ZnO-AgNp's, se realizo por la reduccion
fotocatalitica de iones de Ag sobre el 6xido semiconductor (ZnO), para llevar
a cabo este proceso, primero se depositaron en un vaso de precipitado de
vidrio 0.5 g de ZnO con 250 mL de agua desionizada. El vaso se coloco
dentro de un bano ultrasonico (Elmasonic P) durante 30 min para formar
una suspension homogénea, posteriormente se anadieron 8 mL de etanol a

96°, el resultado de este procedimiento se muestra el Figura 9.2.
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Figura 9.2. Resultado de la dispersion del ZnO en agua desionizada en el

bano ultrasonico.

Esta dispersion se mantuvo en total oscuridad y con agitacion a 340 rpm
durante un espacio de 20 min con burbujeo de N2 como se muestra en la

Figura 9.3.

Figura 9.3. ZnO con agua desionizada y etanol en oscuridad con burbujeo

de No»

Transcurridos los 20 minutos, se adicioné el AgNO3 o Ag>SO4 en una
relacion masica 100:1 (0.005 g) con respecto al soporte. El reactor de vidrio
se coloco dentro de un fotoreactor, donde las lamparas colocadas emiten
una longitud de onda 254 nm durante 6 h y agitacion constante, como se

observa en la Figura 9.4.
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Figura 9.4. Una vez anadido el AgNO3 o Ag>SO4 se coloca en un foto-

reactor con lamparas con longitud de onda de 254 nm.

La razon de la eleccion de longitud de onda para las lamparas es que en
presencia de radiacion UV, las reacciones que suceden en su superficie
permiten generar especies reactivas como electrones (e-) y huecos (h+), que
a su vez son capaces de provocar reacciones de reducciéon y oxidacion,
respectivamente en el medio circundante; ya que incidir fotones del rango
UV (A = 390 nm) proporciona la energia necesaria para vencer la brecha
energética (band gap) del 6xido de Zinc que se encuentra aproximadamente

en 3~4 eVI8ly provocar la fotoexcitacion y generacion de pares e- y- h+[69

84]

La recuperacion del material se realizdé por centrifugacion a 6000 rpm por
20 min como se observa en la Figura 9.5, esta eleccion fue basada en el
buen rendimiento, pues se recupera hasta un 26.56% mas que por filtracion

a vacio, ademas evitaba la contaminacion por la fibra del papel filtro.
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Figura 9.5 Recuperacion del refuerzo ZnO-Ag por centrifugacion.

9.2 Sintesis del copolimero injertado

El CTS se funcionalizé con GMA como se muestra en la Figura 9.6, las
proporciones probadas fueron: 1:2 y 1:4 en una relacion masica siguiendo

los informes reportados en la literaturalll, 39, 85, 86]),

Hy %Mkmww ( ? : :"‘E")'
%  pH=3.B 65°C

Figura 9.6 Sintesis de CTS- g- GMA.

*Figura tomada de O. Garcia-Valdez, R. Champagne-Hartley, E. Saldivar-Guerra, P.
Champagne, y M. F. Cunningham. “Modification of Chitosan with Polystyrene and Poly (n-
butyl Acrylate) Via Nitroxide-Mediated Polymerization and Grafting from Approach in
Homogeneous Media”. Polymer chemistry 2013.
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Se procedi6 a disolver 1 g de CTS en 100 mL de acido acético 0.4 M en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL y se coloco en bano ultrasénico (Elmasonic P)
por 30 = 1 min (ver Figura 9.7), posteriormente se agregaron 5 mL de KOH
a 0.05 M con una solucion de hidroquinona al 9.09x10-> mol en 10 mL de

H-2O a la mezcla de reaccion.

Figura 9.7. Disolucion del quitosano en acido acético en un bano

ultrasonico

Efectuando esto, se anadio GMA (2 mL, 2.14 g/4 mL, 4.28 g segun fuera el
caso) al sistema gota a gota mientras se burbuje6 con nitrogeno durante 20
* 1 min a una agitacion magnética constante de 360 rpm. Terminando este
tiempo, se dejo el sistema de reaccion a 65 °C por un periodo de 2 h,
verificando que el pH final fuera de 4, dicho proceso se muestra en la

Figura 9.8[11],

Figura 9.8. Sintesis del copolimero injertado CTS-g-GMA.
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Para la recuperacion del copolimero injertado, éste se precipitoé con 5 mL de
acetonitrilo y se centrifugé a 6000 rpm por 15 min en un equipo HERMLE Z
206 A. Se realizaron dos lavados con 5 mL de THF y en cada lavado, se
agito adecuadamente la solucion y se volvio a centrifugar por 10 min a 6000
rpm. Finalmente se procedio a secar el copolimero a 55° C durante 12 hy

se macero en un mortero de Agata como se observa en la Figura 9.9.

Figura 9.9. Recuperacion del copolimero.
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9.3 Sintesis de compositos

Después de obtener la matriz polimérica de CTS-g-GMA, asi como las
nanoparticulas de Ag soportadas en ZnO, se procedi6 a la sintesis de los

compositos.

Para llevar a cabo este procedimiento, se sigui6 la metodologia descrita en
la seccion “9.2 Sintesis del copolimero injertado”, pero dispersando ZnO-Ag
en el GMA (con una proporciéon masica de 0.1%, 0.3% y 0.5% con respecto
al GMA) para obtener la matriz polimérica resultante in situ; para ello se,
anadio gota a gota y con agitacion constante a la solucion del CTS. Para
promover la polimerizacion, no se agregé hidroquinona. Al composito
resultante se mand6 a caracterizar por FT-IR, SEM y se aplico en las

correspondientes pruebas antibacteriales.

Es importante sefialar que en el momento de la recuperacion del composito,
se observo que hay un cambio de coloracion, dado que, por separado el ZnO-
Ag después de la fotodepositacion adquiere un color gris obscuro mientras
que la matriz polimérica tiene una tonalidad beige. Al secarse el composito
resultante, tiene una textura similar al copolimero injertado (ver Figura

9.10).

Figura 9.10. Etapas de la recuperacion del composito
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9.4 Metodologia para pruebas antibacteriales

9.4.1 Preparacion del medio de cultivo

Finalmente, se llevaron a cabo varias pruebas antibacteriales con el fin de

probar la aplicacion de las nanoparticulas obtenidas.

El medio de cultivo empleado fue agar de papa-dextrosa, los materiales a

emplear fueron:

100 g de papa

v
v' 7.5 g de agar bacteriologico
v' 0.5 L de agua destilada.

v

10 g de dextrosa

Las papas se picaron y se pusieron en ebullicion con el agua destilada
durante 20 min, después se midio el volumen del remanente. Por otra parte,
se disolvio la dextrosa con el agar bacteriolégico, y una vez hecho esto, se
repone el agua evaporada con mas agua destilada. Dentro de una campana
se vacio el medio de cultivo en cajas Petri previamente estériles, las cuales
se dejaron enfriar y se colocaron dentro del refrigerador a 4°C listas para su

conservacion (ver Figura 9.11).

Figura 9.11. Preparacion del medio de cultivo del hongo para la aplicacion

del composito.
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9.4.2 Crecimiento del hongo Fusarium oxysporum:

Al agar unicamente se le coloco encima un corte de 1x1 cm de otro agar con
el hongo previamente cultivado y se depositd en una incubadora a
condiciones optimas de crecimiento por una semana. Como se observa en
la Figura 9.12, el hongo en la zona de la base tiene una coloracion morada
y en la zona superior una tonalidad blanca con aspecto algodonosa,

caracteristico de la presencia del hongo.

Figura 9.12. Hongo Fusarium Oxysporum.

Después para obtener la espora, se coloco el asa bacteriologica al mechero
hasta estar al rojo vivo para esterilizarla, después que disminuye su
temperatura, se hizo un raspado al hongo, manteniéndose proximo al
mechero para garantizar la esterilidad. El primer raspado obtenido se coloco
en un porta objetos con una alicuota de 5 uL de azul de algodon y el segundo
raspado, con 10 uL de azul de calcoflor. Posteriormente se observo al

microscopio

Los microscopios que se utilizaron para observar el hongo, asi como
posteriormente la aplicacion del composito fueron los que se muestran en

la Figura 9.13:
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Figura 9.13 A) Microscopio Zeiss primo vert, B) un microscopio Lica DMLS

con camara Axio cam ICcc.

9.4.3 Conteo con la camara de Neubauer:

La camara de recuento, Neubauer, es un dispositivo de precision hecho
de vidrio optico especial. Se utiliza para contar células, bacterias y
esporas de hongos u otras particulas en suspensiones bajo el

microscopio.

Se trata de un portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas en
cuyo fondo se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula de
dimensiones conocidas. Se cubre la camara con un cubreobjetos que se
adhiere por simple tension superficial, ya que se introduce por capilaridad
entre la camara y el cubreobjestos, el liquido con las células a contar,
generalmente tras una dilucion previa; la camara tiene dos zonas lo que
permite hacer dos recuentos simultaneamente. Se observa la reticula al

microscopio con el aumento adecuado y se cuentan las células.
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> En caja Petri

Se realiz6 una dilucion para tener 10 000 esporas en un mL de NaCl,
después el mililitro se esparcio en la caja Petri, de manera que se establezca
una distribucion uniforme y con el apoyo de un papel filtro humedecido de

NaCl, se impregnaron los compositos.
> En pocitos

Posteriormente se realizo6 una prueba preliminar con el mismo hongo
(Fusarium oxysporum) pero esta vez recolectando un bocado del hongo
previamente cultivado, tratando que esté estuviera mas en contacto con el

medio, en el cual se disolvio el composito.

Al ser positivos los resultados de la prueba preliminar anterior, se plante6
un nuevo ensayo para lograr un medio homogéneo con menos volumen y
tomando en cuenta un control, asi como concentraciones fijas de ZnO y CTS
(de las distintas incorporaciones) para su validez. Por lo que se disenié un
experimento con el mismo medio de agar de papa dextrosa 2x para una
concentracion de oxido de zinc de 200 ug/mL y 101 ug/mL de quitosano
basandonos en lo reportado por Ricardo Alvarado et all62l y Rosero José
Augustol7>l, asi como en la disponibilidad del material sintetizado restante.
Por lo mismo, se empleé una caja de 24 pozos con un diametro de 2 cm

aproximadamente, con factores de dilucion 100,50 y 25 para:

Zn0O

GMA+CTS
ZnO+Ag
ZnO+GMA+CTS

s L=
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5. (ZnO+Ag)+GMA+CTS
5.1 Con 0.3% de refuerzo
5.2 Con 0.1% de refuerzo
5.3 Con 0.5% de refuerzo

Nota: Todas las muestras diluidas en agua desionizada

Es decir, un total de 7 muestras y un control negativo (agar sin nada). Sin

embargo, no se pudo obtener un medio homogéneo para validar el método

(ver Figura 9.14).

#1

#2

Las diluciones con respecto al ZnO 200ug/mL:

#3

o 50 pg/mL: 0.25mL agar 2x+ 0.125 mL stock+
0.125 mL H20

#5.1

#5.2

Figura 9.14 Caja Petri para

» En medio liquido

bt 8 L)
QOO0
QOO0
QOO0
QOO0

OO0

prueba antifingica.

100

S0

25

Control
Negativo

Debido a la dificultad de homogenizar el medio sélido en los pocitos, se opto

por hacerlo en medio liquido, realizando las mismas 7 pruebas anteriores

pero en este caso para E.coli y Saccharomyces cerevisiae y a una

concentracion de 50 ug/mL de ZnOy 25

1. ZnO
2. GMA+CTS
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ug/mL de quitosano:



3. ZnO+Ag

4. ZnO+GMA+CTS

5. (ZnO+Ag)+GMA+CTS
5.1 Con 0.3% de refuerzo
5.2 Con 0.1% de refuerzo
5.3 Con 0.5% de refuerzo

6. Mas una adicional con quitosano.
*Nota: Diluidas en agua desionizada

Para la E. coli se utilizo el medio Luria-Bertani de Cold Spring Harbor

Protocols

v' Triptona 0.5g

v" NaCl 0.5g

v Extracto de lavadura 0.25g
v Agua destilada 50 mL

Se ajusto a un pH de 7.0 con NaOH SN (aproximadamente 10 pL)

Para la Saccharomyces cerevisiae el medio fue YPG (Yeast Peptone Glucose,

por sus siglas en inglés).

Extracto de lavadura 0.3g

v
v' Peptona de genatina 1g
v" Glucosa 2g

v

Agar 2g

Con el asa bacteriologica, puesta previamente al mechero hasta que se
encontro al rojo vivo, se hizo un raspado de cada caja Petri con E.coliy
Saccharomyces cerevisiae para poner en 1 mL de su respectivo medio cada

cepa (ver Figura 9.15).
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A) B)

Figura 9.15 A) Cultivo de E.coli B) y Saccharomyces cerevisiae

Posteriormente, se procedié a hacer un conteo en la camara de Neubauer,

los resultados fueron los siguientes:
. ..
% Saccharomyces cerevisiae

1° Cuadrante= 204 204 + 362

> = 283 x 10 000 = 2 830 000 células/mL

2° Cuadrante= 362
Para tener 10 000 células en un mL se necesita una alicuota de 3 uL

1mL
10 000 celulasx2 830000 células — 0.003mL =3 uL

Para tener una concentracion de 10 000 células/mL, se tomo6 6 ul para el

volumen de 2 mL.

X/

% E.coli

1° Cuadrante= 32
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2° Cuadrante= 24

32+ 24+ 46 + 28
3° Cuadrante= 46 =32.5x10000x 100

4
= 32500 000 células/mL

4° Cuadrante= 28

Se tomo6 en cuenta que se hizo primero una diluciéon 100:1 tomando una
alicuota de 10 uL en 1 mL, por lo que es como si 32 500 000 no estuvieran
yaen 1 mL si no en 100 mL, por lo tanto para tener 10 000 células en un

mL se necesita una alicuota de 31 uL:

100 mL

10 000 células x32 00 000 células — 0.03mL = 31 uL

Para tener una concentracion de 10 000 células/mL, se tomé 62 uL para el

volumen de 2 mL.

En una campana previamente estilizada, se llevaron los medios Luria y YPG
junto con puntas, pipetas, micro-espatula, tubos de ensayo con sus
respectivas tapas (cabe mencionar que todo estuvo sellado con papel
aluminio antes y después una vez de sacarlo del autoclave para mantener
su esterilizacion) (ver Figura 9.16). Ademas de lo anterior, se ocuparon las
diluciones con E.coli y Saccharomyces cerevisiae para tomar las alicuotas de
62 y 6 uL respectivamente, por ultimo también se necesito alcohol al 70%

para fijar las bacterias de las puntas usadas.

Figura 9.16 Material empleado para pruebas antibacteriales
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Como ya se menciono, estos ensayos fueron realizados cada uno de 2 mL
(1.5 mL de medio y 0.5 mL de composito) y con su respectivas alicuotas de
cepas, cuyos volumenes son despreciables. El composito tenia una
concentracion inicial de 200 ug/mL de ZnOy 101 ug/mL de CTS, por lo que
diluidos en el volumen total de 2 mL, qued6 una concentracion final de 50

ug/mLy 25 ug/mL respectivamente.

Del mismo modo, se hizo una prueba con los mismos medios para E.coli y
Saccharomyces cerevisiae con solamente quitosano a un concentracion de

200ug/mL.

En la Figura 9.17 se muestran imagenes de dichas diluciones.

a) b)

Figura 9.17 a) Medio Luria para la E. coliy b) medio YPG para la levadura
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10. Caracterizacion
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Para la caracterizacion del refuerzo, se llevo a cabo una dispersion dinamica
de luz (DLS) con el fin de conocer el tamano de AgNP’s, asi como también se
realizo una espectroscopia de “reflectancia difusa” (DRS) con el fin de
conocer el band-gap del ZnO y del ZnO-AgNp's con los dos diferentes

precursores empleados.

Mediante el FT-IR, se comprobo tanto la pureza como la presencia del ZnO
y se realiz6 una comparacion de los dos refuerzos obtenidos a partir de
diferentes sales de plata, también se realiz6 un SEM para comprobar que la

estructura estuviera soportada en el 6xido metalico.

Para la caracterizacion de la matriz, se realiz6 un FT-IR del quitosano y de
la funcionalizacién de este en las diferentes proporciones; una vez
incorporado el refuerzo, también se caracterizaron con FT-IR a los diferentes
porcentajes de incorporacion y las diferentes relaciones masicas de
CTS/GMA; se llevo a cabo un SEM para ver la distribucion del refuerzo en
la matriz y se realizaron pruebas antibacteriales para las siguientes
combinaciones: CTS, ZnO, GMA-CTS, ZnO-Ag, ZnO-GMA-CTS, (ZnO-Ag)-
GMA-CTS al 0.3%,0.1% y 0.5%.

A modo de entender tanto el funcionamiento de las técnicas utilizadas en el
presente trabajo de investigacion, se explica de manera breve cada una de

estas caracterizaciones.

Dispersion Dinamica de Luz (DLS). Para llevar a cabo esta técnica, fue con
el equipo Nano Zetasizer Malvern, modelo ZEN 3600 (ver Figura 10.1),
ubicada en el Centro de investigaciones en optica (CIO) ubicada en Leodn,

Gto.

Las aplicaciones tipicas de la dispersion de luz dinamica son la
determinacion del tamano de particula de proteinas, polimeros y
dispersiones coloidales; asi como emulsiones o moléculas que estan
dispersadas o disueltas en un liquido. El fundamento esta enfocada en el

movimiento Browniano de las particulas o moléculas en suspension
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haciendo que la luz laser se disperse con diferentes intensidades a diferentes
angulos. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad, se obtiene la
velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamano de particula

utilizando la relacion de Stokes-Einstein.

Figura 10.1 Equipo Zetasizer nanoseries para la caracterizacion por DLS

Para este caso en estudio, se llevo a cabo tinicamente para las NP’s de Ag en

una solucion de agua desionizada a una concentracion de 19 ug/mL.
Algunas ventajas de esta caracterizacion son:

o Es una técnica no invasiva.

o Este bien establecido para medir el tamano, distribucion de tamano
de moléculas y particulas tipicamente en la region submicrométrica

o Con la mas reciente tecnologia incluso puede medir tamanos

inferiores a 1 nm.

Espectroscopia de “Reflectancia Difusa” (DRS). Se utiliz6 wun
espectrofotometro UV-Vis marca Shimadzu modelo UV-2401 PC (ver Figura
10.2) para realizar las pruebas de caracterizacion de reflectancia difusa.
Esta técnica de caracterizacion esta basada en la espectroscopia
ultravioleta-visible por reflectancia difusa (UV-Vis DRS) y proporciona
informacion sobre el entorno de las especies metalicas y organicas presentes

en el material, siempre que estén presenten transiciones entre niveles
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moleculares separados por energias del orden de la regiéon UV y/o visible de
la radiacion electromagneética, lo cual permite estudiar las contribuciones
de los componentes organicos e inorganicos de las muestras. Es una
herramienta espectroscopica eficaz para determinar el band gap de los

materiales microcristalinos y de pequenas cantidades de muestra.

Figura 10.2 Espectrometro UV-VIS-2401PC

La teoria de Kubelka-Munk (KM) proporciona las descripciones teoricas de
la espectroscopia de reflectancia difusa. Cuando la muestra en polvo se
irradia con luz, una porcion se refleja regularmente en la superficie y el resto
ingresa y se difunde, a medida que es absorbida la luz a una longitud por
la muestra, la medicion de la luz reflejada difusa en diferentes longitudes de

onda produce un espectro, llamado espectro de reflectancia difusal87l.

En seguida se muestra la ecuacion (9.1) de Kubelka Munk, en la cual se

basan los calculos para el calculo del band gap:

k _ (1-Re)?
T f(R) (10.1)

Algunas ventajas encontradas en esta caracterizacion son:

e Preparacion minima muestra.
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o Posibilidad analisis mayoria materiales no reflectores, incluyendo

materiales muy opacos o poco absorbentes.
e Analisis de superficies irregulares y materiales duros.
o Alta sensibilidad.

Ademas de los problemas de la reflexion en la superficie, tiene las siguientes

desventajas:
o Esta limitada principalmente a muestra en polvo.

e Sila muestra contiene agua y debido al calentamiento producido
por el rayo de luz infrarrojo, ésta se puede evaporar dando lugar a

vapor de agua que causa fuertes interferencias en el espectro.

o El llenado de la celda es poco reproducible sobre todo cuando se

quiere trabajar en analisis cuantitativol88l.

Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR). Esta
caracterizacion se realiz6 con equipo Perkin Elmer Spectrum 100, FT-IR
Spectrometer (ver Figura 10.3). El principio basico detras de la
espectrometria molecular es que las moléculas absorben energia de la luz
en longitudes de ondas especificas, conocidas como sus frecuencias de
resonancia (vibracioén). La radiacion infrarroja interacciona con los sistemas
materiales modificando su energia vibracional lo que hace posible la
caracterizacion de los principales grupos funcionales de la estructura

molecular de un compuesto.

Por ejemplo, las moléculas de agua resuenan (vibran) alrededor de una
frecuencia de 3450 cml, en la region infrarroja del espectro
electromagnético. Un numero de onda, representado por el simbolo cm-1, es

simplemente el inverso de la longitud de ondal®9l.
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Figura 10.3 Espectrometro FT-IR Perkin Elmer Spectrum 100

Un espectrometro infrarrojo funciona con una pequena muestra que es
colocada en una celda infrarroja, donde es sometida a una fuente de luz
infrarroja, la cual hace un barrido desde las longitudes de onda de 4000
hasta 450 cm-!. La intensidad de la luz transmitida a través de la muestra
es medida en cada numero de onda, lo que permite que la cantidad de luz
absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre la intensidad

de la luz antes y después de pasar por la celda de muestra.

Esto se conoce como el espectro infrarrojo de la muestra. En un experimento
con FTIR, siempre que se cumpla con la resonancia (vibracion) de algunas
de las moléculas que se encuentran en la muestra, la cantidad de luz
absorbida se incrementara, o lo que es lo mismo, la luz transmitida a través

de la muestra disminuira.

Para este caso de estudio, se macer6é una cantidad de la muestra, en este
caso fue de: ZnO, NP’s-Ag (a partir de AgNO3 y Ag>S0O4), CTS, F 1:2, F 1:4,
IN al 0.1%, 0.3% y 0.5% con relacion de 1:2 y 1:4; con una sal (bromuro de
potasio) finamente (para eliminar los efectos de dispersion de los cristales
grandes). Esta mezcla de polvo se presion6 luego en una prensa mecanica
para formar un granulo transltcido a través del cual puede pasar el haz del

espectrometrol(89l.
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Microscopio Electronico de Barrido (SEM). Se realiz6 en un equipo ZEISS
EVO 10 SEM en modo de presion variable. El principio del sistema SEM
consiste en que si se hace incidir sobre la muestra, un haz de electrones
finalmente enfocado, el cual emite una senal que puede registrarse en una
pantalla mediante un tubo de rayos catodicos. Los componentes del SEM
son: fuente de energia, portamuestras y el sistema de ampliacion el cual

recoge las senales y procesa la informaciéon procedente de la muestra.

Las imagenes que se obtienen en el SEM corresponden a electrones
secundarios o electrones retrodispersados emitidos tras la interaccion de un
haz de luz incidente de entre 5 y 30 KeV. El haz de electrones se desplaza
sobre la muestra realizando un barrido en las direcciones X e Y de tal modo
que la posicion en la que se encuentra el haz en cada momento coincide con
la aparicion de brillo, proporcionalmente a la senal emitida, en un

determinado punto de la pantalla (ver Figura 10.4).

Haz de electrones

Lente condensador
/

|~ Deflector del haz

| _— Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

fluorescente

Figura 10.4 Esquema de las partes del microscopio de barrido electronico.

Para este caso de estudio, se trabajo con la muestra de refuerzo (ZnO-Ag) y
otra del composito final (GMA-CTS-Zn0O-Ag), con la proporcion de la matriz
1:2 CTS/GMA.
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Algunos beneficios de esta técnica son:

v Es una técnica de caracterizacion superficial, no destructiva que
proporciona informacion morfologica y de composicion quimica de los
materiales.

v' Es una herramienta ampliamente utilizada en campos como: biologia,
materiales, ciencias ambientales, geociencias, debido al detalle y
rapidez en la adquisicion de las micrografias de superficie.

v Esta técnica de analisis permite caracterizar una amplia variedad de
materiales, algunos ejemplos son: materiales nano-estructurados,
aleaciones metalicas, polimeros, minerales, fibras, peliculas delgadas,
biomateriales y en algunos casos muestras con alto contenido en
humedad e hidrogeles.

v' Los materiales restrictivos para realizar analisis se refieren a aquellos
con propiedades magnéticas, a menos, que se fijen apropiadamente

en alguna matriz de contencion(®0l.

Con esto se espera caracterizar el material de manera que podamos
conocer la sinergia entre los componentes, su estructura, asi como

también poder probar sus propiedades.
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11. Resultados
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Se llevo a cabo la caracterizacion por dispersion dinamica de luz de las
nanoparticulas de plata (ver Figura 11.1) con el fin de conocer el tamano de
particulas, de las cuales el 95.8% en promedio fueron con un diametro de

45.89 nm y el restante 4.2% de 133 nm.
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Figura 11.1 Tamano de particula por DLS de la muestra de Ag.
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En la Figura 11.2 se muestra el valor del band gap del ZnO en 3.1942 eV,

el cual esta en el intervalo reportado en la literatura, que es de 3~4 eV [83],

4.0 ZnO

hv (eV)

Figura 11.2 Band gap experimental del ZnO

Mientras en la Figura 11.3 se observa el valor del band gap para los
refuerzos de ZnO-Ag, esto a partir de los dos precursores de plata (AgNO3zy
Ag>oS04). Se observéo que se obtuvieron los mismos valores de banda
prohibida, asi como una protuberancia en la pendiente de ambos
espectrogramas atribuida al plasmon de plata. El band gap obtenido para el

refuerzo (3.1394 eV) es cercano al del ZnO puro (3.1942 eV).
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A) B)

5 ZnO con precursor Ag,SO,
ZnO con precursor AgNO,

4.5 ‘\

Figura 11.3 Band gap de ZnO-Ag usando como precursor A) AgNOzy

usando como precursor B) AgSOq.

Confirmando que la utilizacion del precursor (ya sea AgNO3 o AgoSO4), no
influye en las caracteristicas finales de las nanoparticulas de plata que se
desean utilizar para el soporte en el ZnO, esto es debido a que se parte de
sales inorganicas y ambas son solubles en el mismo medio de reaccion

manteniendo similitudes en su reactividad quimica.
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A continuacion, se muestra el espectrograma del FT-IR del ZnO que se
empleo para el refuerzo (ver Figura 11.4), observandose una ligera banda
alrededor de 3 500 cm-! debido a la presencia de ZnOH pero con una
cantidad minima, comparando con el ZnO cuyo pico caracteristico se
localiza alrededor de 400 cm-! atribuido al estiramiento de Zn-O,
confirmando que la muestra esta libre de humedad y de contaminantes. No

cambia la informacion del espectro, después de haber secado el material.

Zn0O

-~

100 ~
80
60

40 +

- T - T -
4000 3000 2000 1000 0

Transmitancia (T%)

Longitud de onda (cm™)

Figura 11.4 FT-IR experimental del ZnO

En la Figura 11.5 se muestran los espectrogramas de los FT-IR del refuerzo
de ZnO usando como precursores del Ag el AgNO3zy Ag>SO4. En este caso (y
como es de esperarse), se observan la presencia de mas bandas; los picos
en las longitudes de onda en 3 500 cm1y 1 600 cm-! se atribuyen al grupo
—OH debido a la humedad absorbida. La banda de absorcion alrededor de

480 cm-! es debido al estiramiento del enlace Zn-O.
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Cabe senalar, que el refuerzo obtenido con el nitrato de plata presenta un

poco mas de humedad y esto es de acuerdo a la presencia de las bandas de
3500 cmly 1 600 cm-!.

a) b)
ZnO con precursor AGNO, ZnO con pecursor Ag,SO,
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Figura 11.5 FT-IR de ZnO- AgNp’s usando como precursor a) AgNO3y b)
AgoS0s4.

En el caso del quitosano (ver Figura 11.6), el cual se empleo6 para la sintesis

de la matriz, se le calculé el grado de desacetilacion.

Primero se analizaron las bandas caracteristicas que presenta dicho
biopolimero con el fin de tener bien identificado la presencia del material en
su estado puro. Se encontr6 que en 3 500 cm-! aproximadamente, se
atribuye al grupo -OH y -N-H, mientras que en 2 800 cm! es debido al
estiramiento del enlace C-H y también se pueden ver otras bandas en el
intervalo de 1 650 a 1 550 cm™! que son caracteristicos a los estiramientos
O-H y N-H. En 1 000 cm-! se encuentra la banda correspondiente al enlace

C-O y el ruido entre 600-800 cm-! se atribuye a cierre del anillol>: 32,
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Figura 11.6 FT-IR experimental del Quitosano

Como segundo paso, se procedio a obtener el grado de desacetilacion,

utilizandose la siguiente formula empleada por Escobar et al [21. 28],

GradoN acetilacion = 31.92 ($52) - 12.2 (11.1)

1420

1.18497
gradoN acetilacion = 31.92 (

iniatha R — 0
1.33079) 12.2 = 16.2224%

Donde:

Aq320= Area bajo la curva de la banda del espectro de infrarrojo en la

longitud de onda de 1320 cm-1=1.18497

Aq420= Area bajo la curva de la banda del espectro de infrarrojo en la

longitud de onda de 1420 cm-1=1.33079

Nota: El calculo del area bajo la curva se realiz6 con el programa de
OriginPro2018.
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Por lo tanto;

DD= Grado de desacetilacion (%)
DD (%) = 100 — GradoN acetilaciéon
DD (%) = 100 — 16.2224 = 83.7776%

Obteniéndose un 83.78% de grado de desacetilacion de la muestra del
material que se utilizé en la parte experimental. Al estar con mas de un 50%
de DD, se garantiza que sea quitosano y no quitina del cual proviene

originalmente.

El1 DD es uno de los parametros mas importantes en las caracteristicas del
CTS, pues determina las propiedades fisicoquimicas y biologicas de este
biopolimero, ya que es un indicador indirecto de la cantidad del grupo amino
en la estructura quimica, siendo el responsable de la naturaleza
policationica del quitosano que interactia con las cargas negativas de la
pared celular de los microorganismos, en este caso de bacterias. Entre mas
grande sea el DD, mas sera su actividad antimicrobiana; y en este caso se
obtuvo un 83.78% grado de desacetilacion, que se considera bueno ya que
en la bibliografia se ha probado con DD menores de 80, sin embargo, lo ideal

es tener al menos un 90% para garantizar la efectividad antimicrobiana.

En seguida se observan los FT-IR (ver Figura 11.7) de las funcionalizaciones
CTS/GMA en las diferentes proporciones de 1:2 y de 1:4. Entre ambos
copolimeros no se observo una diferencia significativa en los picos, sin
embargo, comparandolos con el CTS puro, se observa una disminucion en
el ensanchamiento de la banda en 3 500 cm-! (-OH), también se nota una
reduccion en la banda 2 800 cm-! (C-H), asi como cambios entre los picos
de 1 800 cm-! (C=0) y de 1000 cm-! (C-O), atribuidos a la funcionalizacion
con el GMA ya que en la longitud de 1 720 cm-! se encuentra la tension del

carbonilo (C=0 mientras que en la seccion que corresponde al GMA, la
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banda en 1 636 cm™! es por la tension del doble enlace (CH=CH), en 1 166
cm-! se encuentra la tension del grupo éster (C-O-C) y en 909-945 cm-! la

deformacion del epoxido, todo esto propio del GMA.

Funcionalizaciones — 14
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 11.7 FT-IR de las Funcionalizaciones con 1:2 y 1:4 de CTS/GMA

En la Figura 11.8, se muestran los FT-IR, de los compositos en la razén de
CTS/GMA de 1:2 en masa y con diferentes proporciones en masa con
relacion al GMA del refuerzo ZnO-Ag (al 0.1, 0.3, 0.5% respectivamente)
entre los cuales no se encontré un cambio significativo; pero a diferencia de
la funcionalizacion, aqui volvieron a incrementarse los picos en 3 500 cm-!

(-OH) y en 1000 cm™! (C-0O).

Comparandolo con la Figura 11.7 los picos alrededor de 1 200 a 1000

atribuidos al carbonilo para la funcionalizacién 1:2 van en el eje de las y
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(T%) de 30 a 25 aproximadamente, mientras que en la Figura 11.8 rondan
de los 50 a los 10, del mismo modo incrementa el pico en 2 800 cm-!

atribuido a la presencia de la cadena hidrocarbonada.

—IN 1:2 0.1%
Incorporaciones de 1:2 — [N 1:2 0.3%

100 —— IN 1:2 0.5%
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1 1

Transmitancia (T%)
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0 T — T T T T T T T — T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™)

Figura 11.8 FT-IR de las Incorporaciones 1:2 al 0.1%,0.3% y 0.5% en la
matriz de GMA/CTS (1:2).

En la Figura 11.9, se muestran los FT-IR en conjunto de los compositos en
la razon de CTS/GMA de 1:4 en masa y con diferentes proporciones en masa
con relacion al GMA del refuerzo ZnO-Ag (al 0.1, 0.3, 0.5% respectivamente).
Aqui se atentan los picos de manera mas notoria en 1000 cm! (C-O), pero

el patron del espectro no cambia significativamente de la proporcion 1:2.
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Figura 11.9 FT-IR de las incorporaciones al 0.1%,0.3% y 0.5% en la
matriz de GMA/CTS (1:4).

No se notan diferencias significativas en los FT-IR mostrados en la Figura
11.9; sin embargo, si existe una facilidad de procesamiento en el composito
que tiene la composicion de 1:2, debido a que resulto ser mas blando para

la preparacion en polvo para las caracterizaciones posteriores.

Cabe aclarar que en las composiciones de 0.1, 0.3 y 0.5% del refuerzo ZnO-
Ag, todo esta enfocado con respecto al GMA. Basandonos en esto se realizo
el calculo de porciento en peso (w/w) del ZnO y Ag con respecto al composito
en su totalidad; esto es, GMA+CTS. Los resultados se ejemplifican en las

siguientes Tablas 5 y 6 para ambas incorporaciones.
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Tabla 5. Porcentaje de ZnO y Ag en el composito 1:2 de CTS/GMA

IN 1:2 al 0.1% IN 1:2 al 0.3% IN 1:2 al 0.5%
Ag 0.00068% 0.002044% 0.0034%

ZnO 0.06747% 0.202% 0.3372%

Tabla 6. Porcentaje de ZnO y Ag en el composito 1:4 de CTS/GMA

IN 1:4 al 0.1% IN 1:4 al 0.3% IN 1:4 al 0.5%
Ag 0.008% 0.0024% 0.0039%

Zn0O 0.0802% 0.2399% 0.4012%

Como se puede observar, no existe un cambio significativo en la
concentracion del refuerzo, pero la proporcion 1:4 utilizaba el doble de
reactivo del GMA y se dificultaba la preparacion para caracterizacion y que
es posible a la capacidad de absorber agua por parte del composito
integrado. Por esta razon, se decidiéo acotar las pruebas antibacteriales

Unicamente a la relacion 1:2.
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11.4 SEM

A continuacion, se muestra la imagen del refuerzo ZnO-Ag teniendo como
precursor AgNOg siendo la sal que se disocia con mayor facilidad, lo que

puede influir en la pureza del material (ver Figura 11.10).

% a4
1um EHT = 10.00 kV Mag = 10.00 KX LABNAL-UG
I WD = 7.0 mm Aperture Size = 30.00 pm Cetector = AsB

Figura 11.10 SEM del refuerzo ZnO-AgNp’s

Se puede apreciar que los puntos mas pequenos y luminosos corresponden
a las AgNp’s que se encuentran adornando al ZnO. Es probable que esto
llegue a influir en las pruebas antibacteriales, ya que el ZnO al no tener
dimensiones de wuna nanoparticula, se tenga como resultado una
disminucion en el area de contacto con los microorganismos, conllevando a
una reduccion en su biodisponiblidad, limitando el acceso y acercamiento
con los microorganismos. En la literatura se ha encontrado buena actividad
antimicrobiana con nanoparticulas ZnO y Ag:ZnOl1-13]; sin embargo, hay
que comentarlo que si el ZnO fuera nanométrico, existe la posibilidad de que

la decoracion por parte de la plata en el ZnO seria menor, ya que se
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necesitaria una técnica de sintesis para tener mayor control sobre ambas

particulas garantizando que fuera una de menor tamano que la otra.

Cabe mencionar que la fotodepositacion fue seleccionada por sobre otras
técnicas, debido a que: aprovecha la sinergia entre ambos materiales sin la
necesidad de cubrir un material con el otro, su sintesis es rapida, facil (con
ZnO en bulk), economica, accesible, asi como su compatibilidad con

matrices poliméricas.

Se realizé un analisis cualitativo donde se comprueba la presencia del ZnO-

Ag, asi como de C y O propios del medio ambiente (ver Figura 11.11).

cps/eV
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B_

6_

4 Ag

1 & O Zn Ag

nE

2_

] M

o] JAVNR

L L L L e B L

0 1 2 3 4 5

ke

Figura 11.11 Composicion del refuerzo ZnO- AgNp’s analizado por

fotodepositacion

En la Figura 11.12 se observa que no existe una distribucion homogénea
del refuerzo en la matriz GMA-CTS, debido al encapsulamiento que realizo
la misma sobre el refuerzo. Lo que puede traer consecuencias similares a
las discutidas en parrafos anteriores con respecto al decorado de las

nanoparticulas de plata en la superficie del ZnO para el efecto en las
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pruebas antibacteriales, dado que es muy probable que no permita el casi

el contacto con las cepas y el refuerzo.

20 um EHT = 10.00 kV Mag= 300X LABNAL-UG
WD = 83mm Aperture Size = 30.00 pm Detector = AsB

Figura 11.12 SEM del composito GMA-CTS-ZnO- AgNp's

En la Figura 11.13, se observa un analisis cualitativo del composito, donde
existe la presencia de: ZnO-Ag (propios del refuerzo), C y O de la matriz

GMA-CTS.

Estos valores varian segin la zona analizada en el microscopio; sin embargo,
se puede notar que no hay una distribucion homogénea del refuerzo, por lo
es una area de oportunidad de seguir probando una metodologia de

incorporacion o una forma de recuperacion diferentes.
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Figura 11.13 Composicion del composito GMA-CTS-ZnO- AgNp’s
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12. Pruebas
antibacteriales

84



Se empleé un microscopio Lica DMLS con camara Axio cam lCcc a diferentes
objetivos, para la observacion de las ifas y esporas del hongo a emplear.
Cabe mencionar que las esporas se desprenden al momento del raspado por

el muestreo (ver Figura 12.1).

A)

foum

Figura 12.1 Fusarium Oxysporum A) Con objetivo x20, B) Ifas con objetivo

de x40 y C) Esporas con objetivo de x40
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También se empleo la pigmentacion para resaltar las ifas y esporas, lo cual
se puede observar en las Figuras 12.2 con el blanco de calcoflor y en la

12.3 con el azul de algodon, las dos muestran el crecimiento del hongo.

Figura 12.2. Usando blanco de calcoflor con objetivo de x40

En la siguiente imagen se observa la morfologia del hongo

Figura 12.3. Usando azul de algodon con objetivo de x20
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12.2 Conteo de esporas con la camara de Neubauer

Se hizo un conteo de manera seccionada con la ayuda de una camara de

Neubauer. En la Figura 12.4 se muestra la camara de Camara de Neubauer

que se utilizé para llevar a cabo el conteo de esporas.

Figura 12.4. Camara de Neubauer

Asimismo, las subdivisiones (cuadrantes) que se deben de analizar para

llevar a cabo dicho conteo (ver Figura 12.5).

1° Cuadrante: 352

- ——

——————

2° Cuadrante: 332

A
N
}
l.__cu

@ Sy w— —y r— C - - ;‘1 L3 _—»- —— ) — '-c-;‘l
= —4-—77—&.’ = [ ===t ] (’
1 i | bt —-- f
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Figura 12.5. Conteo por cuadrante en la Camara de Neubauer
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Realizando lo anterior descrito, se tuvo experimentalmente un total de

esporas en los cuatro cuadrantes de: 1 343

Por lo tanto;

3
x 10000 = 3357 500 esporas x mL

El ntimero 4 es por el numero de cuadrantes contados.

El nimero 10 000 es por ajuste que se hace para saber el numero de esporas
en 1 mL, pues cuando colocamos la muestra bajo el cubreobjetos, la
suspension celular alcanza una altura de 0.1 mm y los lados del cuadrante

con de 1 mm x 1 mm, por lo que el volumen resultante es de:
1x1x0.1=0.1 mm3=104%mL

Si se hace una dilucion a la muestra también hay que tomar en cuenta para

multiplicar por el factor de dilucion.

Nota: El numero de esporas calculadas fue en 1 mL de NaCl.
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12.3 Preparacion de las prueba antibacteriales:

> En caja Petri

No se noto6 propiedades de inhibicion o bactericidas, por parte del composito
atribuido a las bajas concentraciones de Ag y de ZnO asi como a la poca
biodisponibilidad del material, que como ya se mencion6 es atribuida al
encapsulamiento del refuerzo por la matriz, ademas de que la estructura
aglomerada e intricada del refuerzo muy probamente limite la accesibilidad
a los microorganismos. En seguida se muestran algunas imagenes de dicha
prueba (ver Figuras 12.6 y 12.7). En donde en las incorporaciones 1:2 al
0.1%, 0.3% y 0.5% se muestra un ligero decremento en el crecimiento del
hongo entre mas aumenta el porciento del refuerzo, asi como en la matriz
1:2 con y sin ZnO hubo una disminucion en el crecimiento del hongo con
respecto al control, pero como se menciono no se visualizé6 un diametro de

inhibicién.

IN 1:2 al
0.5%

Figura 12.6. Parte posterior de la caja Petri en la prueba antifungica de

las incorporaciéon con Fusarium oxysporum
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Figura 12.7. Caja Petri en la prueba antifungica de las incorporaciones

con Fusarium oxysporum.
> En pocitos

Posteriormente, se efectué una prueba preliminar con el mismo hongo
(Fusarium oxysporum), con la finalidad de que el composito estuviera en mas
contacto con el hongo (ver Figura 12.8). Esta primera prueba fue favorable
(a pesar de que no se logré un medio homogéneo), pues no se encontroé que
hubiera crecimiento del hongo en el transcurso de una semana a
condiciones oOptimas de crecimiento en la incubadora. El material
sintetizado a utilizar fue: GMA+CTS y (ZnO+Ag) al 0.1% +GMA+CTS. Nota:

(Cabe mencionar que esta prueba se realiz6 por triplicado).
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Figura 12.8. Caja Petri en la prueba antifungica con GMA+CTS (columna
izquierda) y (ZnO+Ag) al 0.1% +GMA+CTS (columna derecha)

Al ser positivos los resultados preliminares, se disené una prueba con
positos a menor volumen, para 7 muestras y tomado en cuenta un control
para su validacion, sin embargo, para el nuevo ensayo no se logro
homogenizar el medio por lo que se descartdé este método para validar la

actividad antimicrobiana.
> En medio liquido

Debido a la dificultad de homogenizar el medio solido con los pocitos, se
opto por hacerlo en medio liquido, realizando las mismas 7 pruebas

anteriores pero en este caso para E.coli y Saccharomyces cerevisiae:

Zn0O

GMA+CTS

ZnO+Ag

ZnO+GMA+CTS
(ZnO+Ag)+GMA+CTS

5.1 Con 0.3% de refuerzo
5.2 Con 0.1% de refuerzo
5.3 Con 0.5% de refuerzo

e

6. Mas una adicional con quitosano.
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En la Figura 12.9 se muestran los resultados, en donde incluso se noto un
crecimiento de la bacteria y por lo tanto se descarta el efecto inhibitorio del
quitosano empleado para el E.Coli (Figura 12.10), atribuido al poco contacto
del quitosano con el medio, a pesar de estar el medio liquido el quitosono,
este no permanecia suspendido sino que precipitaba una vez que se
agregaba al medio. Es posible que se deba a la baja interaccion que tenia
por los aglomerados que se mostraron en las caracterizaciones aunado a
que muchos grupos -OH no podian mantener los puentes de hidrogeno que

pudieran hacer el efecto deseado.

. Control
70000000 — Conteo de E.coli Con CTS

6E7 6.15E7

60000000 ~

50000000

40000000

1 (cel/ml)

30000000 +

20000000 +

10000000

Figura 12.9. Conteo para el efecto inhibitorio del quitosano con E.coli.
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Figura 12.10 Presencia de E. Coli en la parte experimental

En la Figura 12.11 se puede observar que se realizo un conteo de E.coli en
ZnO, CTS+GMA, ZnO+Ag, ZnO+GMA+CTS al 0.3%, (ZnO+Ag)+GMA+CTS al
(0.3, 0.1, 0.5%). En donde se percibe un incremento para el composito al
0.5%, esto se explica ya que aunque hay un mayor porcentaje de refuerzo,
este no estuvo en contacto con la E.coli debido al encapsulamiento de la
matriz, la cual tenia una mayor proporcion del GMA (que no tiene ninguna

propiedad antibacterial).

Es por eso ZnO con AgNp's no hubo tanto crecimiento ya que no hubo un
encapsulamiento, mientras que las pruebas con los compositos hubo un
aumento en el numero de bacterias excepto con la incorporacion al 0.1%,
para verificar dicho resultado es necesario realizar mas repeticiones a las

mismas condiciones.
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Figura 12.11. Conteo para la E. coli

Mientras que en la Figura 12.12 se muestran los resultados en la prueba
de levadura (Saccharomyces cerevisiae, Figura 12.13) con quitosano, donde

hubo menos inhibicién que con E.Col..

Control
Conteo de levadura Con CTS

20000000

15000000
E
3

= 10000000 -
—

5000000 |

0

Figura 12.12 Conteo para el efecto inhibitorio del quitosano con levadura.
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Figura 12.13 Presencia de Levadura en la parte experimental

En la Figura 12.14 se puede observar que se realizo también un conteo de
Saccharomyces cerevisiae en ZnO, CTS+GMA, ZnO+Ag, ZnO+GMA+CTS al
0.3%, (ZnO+Ag)+GMA+CTS al (0.3, 0.1, 0.5%).

A diferencia de la E. coli, aqui el incremento es mas notorio para el composito
con ZnO Unicamente. Sin embargo, hay que notar que la levadura aumento
con los medios que contenian los materiales probados, y menor el
crecimiento en el medio de control, esto puede ser debido a las bajas
concentraciones empleadas y en el caso de los compositos, la matriz que
envuelve al refuerzo puede estar siendo una fuente de alimento para las
levaduras, sin embargo es necesario repetir y disefiar nuevos ensayos, para

comprobar dicha hipoétesis.
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Figura 12.14 Conteo para la levadura

En el caso de la levadura, no hubo inhibicion con los compuestos
empleados, sino por el contrario hubo un incremento en el numero de
células. Mientras que para la E.coliel inico retraimiento importante fue para
el composito con 0.1% del refuerzo reduciendo el crecimiento casi a la mitad.
Sin embargo, para la verificar la veracidad de este resultado es necesario

realizar al menos tres repeticiones.
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13. Conclusiones
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Se obtuvieron nanoparticulas de plata a partir de dos sales precursoras, con
un tamano promedio de SO nm, depositadas al mismo tiempo de la sintesis
sobre ZnO y distribuidas uniformemente. Se descarto la idea de aumentar
la proporcion de ZnO-Ag, con base en la hipotesis que el ZnO y el CTS
tendrian mas peso en el caracter antibacterial, de dos sales precursoras se
notd que el nitrato posee mas de humedad mediante los FT-IR en donde el
pico alrededor de 3500 cm-! es mas pronunciado y lo que es debido al
estiramiento y flexion del grupo O-H de la humedad absorbida, ademas que
el band gap de ambos muestra la presencia del plasmon de Ag (a diferencia
de cuando se tiene ZnO solo) de esta evidencia se deduce que se tiene una
calidad muy similar de ambos refuerzos. Las micrografias SEM nos
muestran la obtencion de un material decorado y de una buena distribucion
de nanoparticulas de plata sobre el 6xido de zinc, sin cubrirlo por completo

para asi aprovechar las propiedades de ambos materiales.

Se obtuvo un grado de desacetilacion para el CST bastante alto, de 83.7%,

lo que nos provee un material con una mejor solubilidad que el original.

En referencia a las pruebas antibacteriales estas se realizaron con los
meétodos estandar, estos ensayos llevan tiempo y por el alcance de esta tesis
no fue factible realizar mas repeticiones o probar mas cepas; por lo que no
se puedo comprobar la inhibicion del material, atribuido hasta el momento
a las concentraciones que se manejaron y por la biodisponibilidad de
material, sin embargo para la continuidad de proyecto se recomienda

realizar pruebas mas extensas y con la modificaciones ya sugeridas.

Por ultimo es importante resaltar que este composito es nuevo, por lo que
no hay una metodologia establecida, lo que le da valia a este trabajo al sentar

las bases a nuevas investigaciones al respecto.
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14. Trabajo a futuro

En base a estos resultados se propone realizar nuevas pruebas con
aumento de concentracion, asi como la modificacion en la metodologia
de recuperacion o agregar un paso extra para mejorar la dispersion,
también se sugiere el cambio en tamano del CTS y ZnO para mejorar
la bio-disponiblidad.

Por lo que queda realizar una caracterizacion mas exhaustiva o en su
defecto modificar la metodologia de sintesis, como por ejemplo utilizar
Np's de ZnO para ver si obtenemos un refuerzo mas homogéneo y se
logra aumentar la biodisponibilidad.

Utilizar con CTS con un mayor grado de desacetilacion asi mismo en
forma de nanoparticulas para mayor biodisponibilidad[21. 30, 47],
Modificar parametros de sintesis, por ejemplo mas concentracion del
refuerzo, asi mismo sintetizar NP's de ZnO en lugar de ZnO en bulkI65].
Sintetizar nuevas NP’s-Ag con tamafio de 7-9 nml®l.

Repetir pruebas con los cambios sugeridos.

Probar la influencia de la radiacion UV (especialmente por el refuerzo
ZnO-Ag), para comprobar si hay una mejora en la actividad

antibacterial.
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15. Productos obtenidos

e Con el presente proyecto se pudo realizar una ponencia oral el en
congreso internacional de CONIMI 2019.

e También se publico el articulo enviado a CONIMI en el Journal of
Quantitative and Statistical Analysis.

e Se presento un cartel en el congreso de AMIDIQ 2019.
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Para el calculo de la iniciacion de copolimerizacion se realizo de la siguiente

manera.
Para una bobilla de 60 watts, se tiene una A=6000 A

La energia para la apertura del anillo se reporta de: 334.72 KJ/moll37]
Se tiene que:

_ € 2998x10°m/s 5 9962101}
V=77 5000x10-0m >0 0% z

En donde

v es la frecuencia de la radiacion.
C es la velocidad de la luz.

A es la longitud de onda.

Por la relacion de relacion de Planck-Einstein, se calcula la energia de cada

foton
E = hv = 6.558x1073%Js x 5.9968x101*s™1 = 39.2748x10729)
En donde:
E es la energia de cada foton
v es la frecuencia de la radiacion.
h es la contante de Plank

El nimero de fotones por unidad de tiempo es:
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dN _dE _ 60]/s

T iR — 1.5288x102%5~1
dt ~ dthy _ 39.2748x10-20) ~ 1-0288x10%s

E es la potencia eléctrica del foco.
hv es la energia de cada foton.

Como se indica en la pagina 47 de esta tesis en la seccion 9.2 “Sintesis de
copolimero injertado”, se agreg6 gota a gota el GMA durante 20 + 1 min y
después se dejo reaccionar durante 2 h (todo esto mientras el foco de la
campana estaba encendido), por lo que el tiempo de reaccion del GMA fue
aproximadamente 8 400 s, por lo tanto la cantidad de emitida de fotones en

ese periodo es:
1.5288x10%%s71x 8 400 s = 1.284x102* fotones
Tomando en cuenta la energia emitida de cada foton, la energia total es de:
1.284x10%* fotones x 39.2748x1072°] = 504 278 ] = 504.29 KJ

Para calcular el numero de moles, de 2 y 4g se empleo el peso molecular del

monomero agregado (GMA), que fue de 142.1546 g/mol.

2 Mol _ 0014 mol
9% 14215469 — 0
4 Mol _ 0,028 mol
9% 14215469 — ™0
Por lo la energia para 2g fue de
504.29 K] — 36 020 K l
0.014 mol J/mo
Por lo la energia para 4g fue de
504.29 K] — 18010 K l
0.028 mol _ J/mo
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Ambos casos con suficiente energia para la ruptura del oxirano.
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