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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el desarrollo de membranas de quitosano (Q) de bajo y
mediano peso molecular con alcohol polivinilico embebido, las cuales fueron enriquecidas con los iones
metalicos de: cobre(ll), cobalto(ll), manganeso(ll) y plata(l) como nuevos materiales bactericidas. El método
usado fue electrohilado, estableciendo condiciones éptimas de depésito (DC 11 cm, VB 0,01 mL/hr, V 16 Kv, T
70 min y 16 % de PVA) sobre dos superficies aluminio y vidrio erosionado. La actividad antibacteriana se llevo
a cabo contra Staphylococcus aureus y Eschericia Coli comparando la actividad en disolucién y su
correspondiente membrana soportada. EI método usado fue Kirby — Bauer modificado sobre discos,
implementando como controles positivos amoxicilina a 25000 ppm y las sales metalicas a 50000 ppm de cada
uno de los metales de transicion. Los resultados preliminares muestran actividad bacteriocida y bacteriostatica
mediada por la naturaleza del ion metalico, estudios posteriores se plantean en funcién de comprender el
proceso de difusion y el efecto en la estabilidad de los polimeros de coordinacién con respecto a la actividad
biolégica.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, iones metdlicos, quitosano, membranas.

COORDINATION POLYMERS OF SILVER (I), COPPER (Il), COBALT (Il) AND MANGANESE (ll)
IMMOBILIZED IN PVA WITHIN CHITOSAN DEPOSITED IN ALUMINUM AND EROSIONED GLASS

ABSTRACT

The aim of this research work was the development of low and medium molecular weight chitosan (Q)
membranes embedded with polyvinyl alcohol, which were enriched with the metal ions of: copper (ll), cobalt
(I, manganese ( IlI) and silver (I) as new bactericidal materials. The method used was electrospinning,
establishing optimal deposit conditions (DC 11 cm, VB 0.01 mL / hr, V 16 Kv, T 70 min and 16% PVA) on two
aluminum surfaces and eroded glass. The antibacterial activity was carried out against Staphylococcus
aureus and Eschericia Coli by comparing the activity in solution and its corresponding supported membrane.
The method used was Kirby - Bauer modified discs, implementing as positive controls amoxicillin at 25000
ppm and the metal salts at 50000 ppm by each transition metals. The preliminary results show bactericidal
and bacteriostatic activity mediated by the nature of the metal ion, further studies are proposed in order to
understand the diffusion process and the effect on the stability of the coordination polymers with respect to
biological activity.



Keywords: Antimicrobial activity, metal ions, chitosan, membranes.
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1. INTRODUCCION

El quitosano (Q) se ha utilizado como agente antimicrobiano en los siguientes microorganismos:
Botritis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechtera sorokiana, Micronectriella nivallis, Piricularia
orizae, Rhizoctonia solanii, Trichophyton equinum, algas y algunas bacterias Gram positivas y
negativas como: Escherichia coli (EC), Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus saprophyticus. REF La accion antimicrobiana esta influenciada por factores
intrinsecos como: tipo de quitosano, peso molecular del antimicrobiano, pH del medio de cultivo,
condiciones ambientales, composicion quimica y nutritiva del sustrato, grado de despolimerizacion
y presencia o0 ausencia de sustancias que interfieran como lipidos y proteinas. Se ha demostrado
que la actividad inhibitoria del quitosano contra hongos fitopatégenos es mas efectiva a pH 6 o
menor de pH 7.5; intervalo de pHs en los cuales los grupos aminos se encuentran protonados y
con carga parcial positiva. La interaccién del grupo amino libre protonado con la pared celular,
interfiri6 con las propiedades de barrera de la pared, provocando pérdida de constituyentes
intracelulares y la muerte de la bacteria. Z. Jia en 2011, reportaron en sales de amonio cuaternario
de quitosano, tales como: N, N, N-trimetilquitosano, N-N-propil-N, N-dimetilquitosano, N-furfuril-N,
N-dimetilquitosano; actividad antibacteriana contra EC relacionada con el peso molecular, grado de
desacetilacion del quitosano y concentracion de acido acético usado como medio de solubilizacion.
I. M. Helander en 2011 encontré en analisis quimicos y electroforéticos de sobrenadantes libres de
células en suspensiones celulares tratadas con quitosano, que la interaccién del quitosano con EC
no implica liberacion de lipopolisacéridos (LPS) u otros lipidos de la membrana. Sin embargo, el
quitosano hizo que EC fuera mas sensible a la accién inhibidora de los colorantes y &cidos biliares
utilizados en medios selectivos. La microscopia electronica mostré6 que el quitosano causaba
alteraciones extensas en la superficie celular uniéndose a la membrana externa, lo que explica la
pérdida de la funcion de barrera. Esta propiedad mostré que el quitosano, puede ser usado como
un antimicrobiano indirecto potencialmente Gtil para la proteccion de los alimentos.

Con base en la literatura, el quitosano puede llevar a cabo su actividad bactericida bajo tres
mecanismos: El primer mecanismo esta relacionado con las atracciones electrostaticas entre las
cargas positivas del quitosano y las negativas presentes en la pared celular bacteriana, en ese
sentido Q de bajo y mediano peso molecular pueden dafar la membrana de la célula a través de la
disrupcion e incluso la perforacion, causando la fuga de componentes intracelulares y llevando a la
lisis bacteriana y consecuentemente a la muerte celular; el segundo mecanismo sugiere que el
quitosano de alto peso molecular puede formar una envoltura de polimero que encierra a la célula
bacteriana, evitando asi el intercambio celular y la absorciéon de nutrientes, en el caso de EC el
mecanismo predominante es el primero, mientras que para SA el segundo mecanismo parece ser
el més probable; el tercer mecanismo pone de manifiesto como el Q compleja oligoelementos y
metales traza, que son esenciales para el crecimiento bacteriano, lo que lleva a una posterior
desestabilizacion de su homeostasis. Es claro que aun no se ha establecido el mecanismo de
accion sobre bacterias gram positivas 0 negativas, sin embargo, hasta el momento la
susceptibilidad a cepas probablemente se deba a diferencias estructurales en la membrana
bacteriana, faltan estudios de hidrofobicidad / hidrofilicidad de la membrana bacteriana, asi como
sobre la densidad de carga superficial, la patogenicidad en la susceptibilidad o resistencia de
ambos tipos de bacterias, (Arkoun, 2017).

Es importante, considerar el tercer mecanismo basado en la formacion de enlaces de coordinacion
entre los metales traza u oligoelementos y el quitosano; como estrategia para desarrollar nuevos
materiales bactericidas. Los cationes metalicos pueden ser adsorbidos por quelacion por los
grupos amina del quitosano en soluciones casi neutras, usando las interacciones electrostaticas o
formando enlaces de coordinacién con los pares electronicos libres del grupo acetilo y del
nitrégeno. Una vez estabilizados los compuestos de coordinacion sobre la matriz de quitosano,
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estos pueden llevar a cabo actividad antibacteriana asociada con su misma naturaleza metalica.
Ciertos metales de transicion activos redox, especialmente el cobre (Cu), pueden participar en la
reaccion de Fenton dando como resultado la produccion de especies reactivas de oxigeno. Los
acidos blandos como Ag*, Au®, Cu’, Cu®* y Zn** respectivamente, forman enlaces covalentes con
tioles o proteinas que contienen grupos de azufre. Esto causa oxidacion y posterior agotamiento
de reservorios de antioxidantes microbianos. Los aminoacidos como la histidina, la arginina, la
lisina y la prolina son susceptibles a oxidaciones basadas en metales que conducen a productos de
carbonilo. Ag, Au y Cu atacan a las deshidratasas de hierro-sulfuro- (Fe-S-) y Ag, las cuales tienen
una gran afinidad con las membranas poliméricas altamente electronegativas de las bacterias,
(Mohandas, 2018). El ion Ag" se encuentra generalmente enlazado a grupos tiol o sulfhidrilo. Por lo
tanto, una vez que nanoparticulas de Ag ingresan a una célula, causan la muerte celular al
interactuar con tioles contenidos en enzimas importantes. Por otro lado, siendo Ag un é&cido de
Pearson débil, tiene la tendencia a reaccionar con los grupos basicos débiles en el material
genético, como el fosfato. Esto produce una alteracion del ADN / ARN lo que conlleva a un bloqueo
en la traduccién de proteinas. Por otro lado, los iones de plata entran dentro de la membrana
celular bacteriana, causando especies reactivas de oxigeno y sintesis de radicales libres que a su
vez causan dafio estructural e integral de la célula. (Mamonova, 2015). En el caso de cobalto(ll),
Huai-min y colaboradores en 2004 sintetizaron polimeros de coordinacion entre quitosano y CoCls,
indicando que el cobalto actia en configuracion de espin alto y en presencia de Na,SOs/H,0O a
pH=7.0 este sistema puede usarse como catalizador en la polimerizacién de acetato de vinilo.
Dado que este tipo de reaccion se lleva a cabo via radicales libres pone de manifiesto la actividad
del metal en este tipo de contextos, materia importante para el ataque microbiano. Stenger en 2011
estudio el cloruro de cobalto como generador de especies reactivas de oxigeno, lo que lleva a la
muerte celular. En estos estudios reportaron la muerte celular inducida por cobalto en lineas
celulares de neuroblastoma. El efecto bactericida se asoci6é con translocacion nuclear del factor
inductor de apoptosis, pero también con un proceso autofagico atestiguado por expresion de LC3-I
y activacion de catepsina-B. Kamiya en 2009, también coloc6 de manifiesto el efecto que tiene el
cobalto(ll) como inductor de hipoxia que es asociado con la muerte celular, efecto que es sinérgico
con actividad de otros compuestos que atacan por diferentes mecanismos a las bacterias.

Como en este trabajo se exploran nuevos materiales bactericidas a nivel de superficies, la
metodologia por la cual se obtienen éstas es importante. En este sentido, la técnica de
electrohilado permite obtener nanofibras poliméricas con gran area superficial y alta porosidad
similar al colageno; estas caracteristicas han demostrado favorecer una variedad de aplicaciones,
tales como: ingenieria de tejidos, apdsitos para heridas, liberacién controlada de farmacos y la
administracion de genes, filtracion de agua, inmovilizacién enzimética, asi como los biosensores en
el &mbito del diagnéstico (N.R. Sudarshan, 1999). A nivel de peliculas multicapa de quitosano con
nano particulas de plata sobre polietileno, también se ha reportado actividad citotéxica. Sin
embargo, hoy en dia el método de deposicién de nanofibras, por electrohilado, se ha empleado
para introducir actividad antibacteriana y biocompatibilidad a la superficie de textiles de polietileno.
Las mezclas de polimeros de polietileno (PET) y quitosano se electro-pasan a las esterillas de
micro-no tejidos de PET para aplicaciones biomédicas. La actividad antibacteriana de las muestras
se ha evaluado contra Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae han mostrando una tasa de
inhibicién del crecimiento significativamente mayor comparada con el control de la nanofibra de
PET. Ademas, las células de fibroblastos se adhieren mejor a nanofibras de PET / quitosano que a
las esteras de nanofibras de PET, lo que sugiere una mejor compatibilidad de tejidos. Dada la
relacién entre quitosano y otros polimeros para generar materiales compuestos, es importante
estudiar la relacion de depésito del electrohilado con respecto a la superficie sobre la cual se
deposita. Una de las condiciones para usar una superficie de depésito en la técnica de
electrohilado, es que ésta presente residuales de carga, razones por las cuales se deposita sobre
aluminio.
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Dado el contexto anterior, reconociendo la importancia del quitosano como material bactericida y
del efecto sinérgico que se puede presentar en sistemas en donde se mezcle este polimero con
metales de cobre(ll), plata(l), cobalto(ll) y manganeso(ll), en este articulo se reportan las
condiciones 6ptimas de electrohilado de polimeros de coordinacién depositados sobre aluminio y
vidrio erosionado con acido fluorhidrico (HF), con el objeto de analizar el efecto de la superficie
colectora. Adicionalmente se pone de manifiesto la necesidad de adicionar alcohol polivinilico a los
polimeros de coordinacién para mejorar las condiciones de electrohilado y dado que es un
polimero sintético, no téxico, soluble en agua, usado ampliamente en aplicaciones biomédicas,
(Zheng, 2001). Finalmente, se reporta la evaluacién antibacterial contra SA y EC con el método
modificado de Kirby — Bauer sobre discos, comparando la actividad en disolucion y en superficie.

2. MATERIALES Y METODOS

Esta seccién debe ser lo abarcar los métodos usados por completo, proporcionar suficiente detalle
como para permitir que el trabajo sea repetido por otros. Sin embargo, sélo los procedimientos
verdaderamente nuevos deben ser descritos con detalle, los procedimientos publicados
anteriormente deben ser citados, y mencionar brevemente las modificaciones importantes de
procedimientos previos. Los métodos de uso general no necesitan ser descritos en detalle.
Capitalizar nombres comerciales e incluir el nombre y la direccion de fabricantes. Se deben utilizar
subtitulos. Debe escribirse un parrafo para detallar los analisis de los datos. Reactivos y equipos:
CuCl,*H,0O, CH3COOH, CoCl,*4H,0, MnCO3, AgCl, Quitosano BPM, Quitosano MPM, PVA 98-
98% bajo peso molecular, marca aldrich. Disolventes: metanol, agua destilada, agar Mueller-
Hinton, Infusién-Cerebro-Corazén (BHI).

Preparacion de soluciones y condiciones de electrohilado: Las soluciones de PVA con
respecto a QBPM y QMPM se prepararon al 8%, 16%, 80% y 90% p/v con agua destilada, 60°C
mediante agitacion constante y 2% en acido acético. Dado que el quitosano electrohila
deficientemente, fue necesario adicionar PVA, lo cual no solo mejora la estructura de las
nanofibras, sino que puede incrementar las propiedades biolégicas ya que per se presenta
propiedades antibacterianas. Las variables establecidas para el proceso de electrohilado en cada
solucién previamente preparada fueron: distancia al colector, velocidad de bombeo, voltaje variable
y tiempo, tabla 1. Posteriormente a la solucién correspondiente al mejor electrohilado (16% de
PVA) tanto para QMPM como para QBPM, fue adicionada una soluciébn preparada de los
respectivos haluros metalicos en solucién acuosa, con una concentracion final en el sistema de 2
%, manteniendo el pH a 3.5 asistido por agitacién en un tiempo final de 30 min. Después de
homogenizacién de las soluciones, se procedi6 a caracterizar las soluciones por técnicas
espectrocodpicas, asi como a su electrohilado en las condiciones mencionadas en la tabla 2.

Tabla 1. Condiciones de electrohilado en soluciones de quitosano y PVA

Condiciones Variables
Quitosano QBPM, QMPM
Distancia del colector (cm) 21,18,21,16y15
Velocidad del bombeo (mL/h) 0.07 -0.01 mL/hr
Voltaje variable (Kv) 20,17,15y14
Tiempo (min) 30, 45, 60, 70 min
% PVA 8, 16,80y 90
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Tabla 2. Condiciones de electrohilado en soluciones de quitosano — PVA y haluros metdlicos

Condiciones Variables

Quitosano QBPM, QMPM

Distancia del colector 1lcm

Velocidad del bombeo 0.07 -0.01 mL/hr

Voltaje variable 10, 12, 14, 16, 18 Kv
Tiempo 30, 45, 60, 70 min

% PVA 16%

lon Metalico 2% Cu(ll), Co(ll), Mn(ll), Ag(l)

Instrumentacién del equipo de electrohilado: Las soluciones preparadas fueron suministradas a
temperatura ambiente en una jeringa de diametro 12.45 mm, con aguja (capilar metalico) de
diametro interno 0,7 mm. La velocidad de flujo programada en la bomba de inyeccién (Syringe
Pump, NE-1600) fue de 0,2 mL/ y 0,120 mil/h. Se utilizé una placa de aluminio estatica para
recolectar las nanofibras electrohiladas y vidrio erosionado con HF a diferentes distancias, como
fue mencionado en latabla 1y 2.

Equipos usados en la caracterizacion fisica y espectroscépica de las disoluciones: UV-Vis,
IR, viscosimetro, conductimetro.

Equipos usados en la caracterizacion fisica y espectroscopica de las nanofibras obtenidas:
UV-Vis, IR. El Goniometro Ramé-hart con sistema 6ptico fue usado para determinar el angulo de
contacto y la morfologia de las nanofibras y microfibras usando MEB, con la ayuda del software
Image J6 para determinar el didmetro promedio de las fibras.

Método de evaluacién microbiolégica: La preparacién del inoculo se realiz6 tomando de 3 a 5
colonias aisladas del microorganismo, las cuales se trasfirieron a un tubo con 4 a 5 mL del medio
infusion cerebro corazén (BHI) incubando durante un tiempo de 24 h a 37 °C. Transcurrido este
tiempo, 1 mL del inoculo se transfiri6 a 4 mL de caldo y se midié la absorbancia a 540 nm,
dependiendo de este resultado y del tiempo de generacion caracteristico de la bacteria, se calculé
el tiempo de incubacién para obtener una turbidez de 0,100 de absorbancia éptimamente
comparable a un estandar de 0,5 McFarland; de forma que las bacterias se encuentraban en fase
exponencial al momento de realizar el ensayo. Posteriormente se realizé la siembra por
profundidad, sobre el agar Mueller- Hinton, depositando discos de los nuevos materiales
sintetizados. La siembra se realizar6 por ftriplicado en cada experimento programado, con un
periodo de incubacién de 24 h a a 37 °C. Los blancos utilizados fueron los antibioticos: ampicilina
sédica y amoxicilina a concentraciones de 1000, 500, 250, 125 y 62,5 ppm, y un blanco de una
solucion de DMSO al 5%. En el caso de las peliculas depositadas sobre aluminio se cortaron los
discos sobre este substrato y en el caso de vidrio erosionado se desprendi la pelicula del substrato
ya que la adherencia fue menor. En la estimacién microbiolégica en suspension, las soluciones se
colocaron sobre discos de papel comparandolas con los otros dos substratos alumino y vidrio
erosionado.



L&: La Santiago . :=-“:.

UNIVERSIDAD traHSforma . O

el tu mundo 2

DE CALI

2. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Caracterizacion de las soluciones QMPM y QBPM con PVA

Con base en los resultados reportados en la tabla 3, el uso de QBPM con respecto a QMPM,
aumenta la viscosidad de las soluciones, lo cual sugiere un grado de enredo mayor. A medida que
aumenta el contenido de PVA en las soluciones aumenta la conductividad, ya que el PVA es
soluble en agua, contrario a lo que sucede con el Q el cual debe disolverse en medio acido (acido
acético al 2%). También los grupos —OH del PVA pueden aglomerarse exponiendo en las
superficie estos grupos hidrofilicos, lo cual no implica necesariamente que baje la viscosidad. Por
otro lado es importante mencionar que las mejores condiciones de electrohilado, estan en funcion
de un valor promedio de concentracién; en donde las fibras del polimero no se rompen en gotas
antes de llegar al plano colector. Esto es debido al efecto de la tensién superficial por una
concentraciéon baja de polimero; o dificultad en el paso de la solucién a través del capilar, debido a
una solucibn muy concentrada y altamente viscosa, (Duque, 2013). A nivel espectroscopico la
tabla 2, muestra la asignacién de las vibraciones caracteristicas del quitosano en presencia de
PVA a diferentes concentraciones. Hay un desplazamiento a menor energia de la vibracién —(NH)
y —(OH) en funcién del incremento de PVA, lo cual sugiere incremento en las interacciones
moleculares de enlace de hidrégeno para estos grupos, tabla 3. Con la finalidad de obtener un
mejor electrohilado, se elige el QMPM ya que presenté menor viscosidad, lo cual es un factor
determinante en la obtencion de nanofibras y evita la formacion de goteo en el colector.

Tabla 3. Caracterizacion de las soluciones de Q y PVA

Concentracién Porcentaje (%) Viscosidad (cP) Conductividad
(mS/cm)

PVA en QBPM 8 67.2 1.69

16 708.0 2.20

80 2068.0 2.36

90 2115.1 2.48
PVA en QMPM 8 55.4 1.86

16 620.4 2.48

80 1985.7 2.57

90 2064.2 2.68

Tabla 4. Vibraciones caracteristicas en espectroscopia IR para QBPM y QMPM con respecto a la
adicion de PVA.

| Vibraciones caracteristicas
Concentracion | Porcentaje | —(OH)y | v,(CH,) b Vs b o (C- 1) v(C- | v(C-C)
(%) —(NH) (CH- | (CHg) | (CH- | H) | (OH) | 0O)
OH) OH)
QBPM 100 1098
QMPM 100 1260 | 1098
PVA 100 3240 2915 | 1409 1318 | 1238 1064 837
PVA en QBPM 8 3436
16 3423
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Nanofibras a partir de QMPW con PVA

La adicion de alcohol polivinilico a la matriz de quitosano mejora la calidad del electrohilado. En la
figura 1, se muestran las imagenes de microscopia electronica para las diferentes soluciones
conformadas por 8%, 16%, 80 y 90% de PVA de forma independiente. Se observa el
entrecruzamiento entre el polimero y la fibra; lo cual mejora en funcion del incremento de PVA. Sin
embargo, en la tabla 5, se reporta la distribuciéon del tamafio; para la concentracion alrededor del
16% la distribucidon es uniforme (0.113- 0.237 pm), razon por la cual fue la concentraciéon
seleccionada a electrohilar.

a) QMPM- PVA 8% (A)
1 r =t

2!
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c) QMPM- PVA-Q 80% (C

d) QMPM:PVA 90% (D)

Figura 1. Micrografias de QMPM:PVA a diferentes concentraciones a) 8%, b) 16%, c) 80% y d)
90%

Tabla 5. Distribucion del tamafio en la mezclas QMPM-PVA.
]

9 A 7
s ]
s’ o,
g E
5s 94
u L
£ 1
3 * ,
2
1 1
0 1]
0.027 0.054 0.081 0.108 0135 013 0148 0175 0.208 0.237
Didmetro (ym) Diametro (pm)
10 9
9 c 8
8 7
s’ g6
g e g
5
g @
33 3
9 o4
24 2
w o, w3
2 2 E.
1 1
o W
0.053 012 0.187 0.254 0.32 0,038 0.061 0.085 0.108 0.132
Didmetro (pm}) Diametro (um)

En la estabilizaciéon de las nanofibras es conveniente determinar la interaccion del agua (6 pL) con
la superficie de las membranas, dado que las aplicaciones se encontraran en funcién del solvente
y de la estabilidad en medio acuoso. En este sentido, en la medicidon del angulo de contacto se
utiliz6 un Gonibmetro Ramé-hart con sistema O6ptico para QMPM-PVA a diferentes
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concentraciones, tabla 6; luego se capturd la imagen del video a tiempo inicial t0 (1 sg) y final tf
(30 sg), con el software Image J6, figura 2. El angulo de contacto muestra la relacion que existe
entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el sélido y las fuerzas cohesivas del liquido. La mayor
interaccion con el agua fue de QMPM-PVA al 16%, lo cual es congruente con respecto a las
caracteristicas del quitosano solubilizado en medio de acido acético con incremento de la
interaccién por efecto de zonas hidrofilicas del PVA.

Tabla 6. Angulo de contacto para diferentes concentraciones QMPM- PVA
MUESTRA ANGULO DE CONTACTO
)

Q-PVA 16 % to: 49.8; t: 45.5

Q- PVA 90 % to: 55.1; t: 54.3

Q- PVA 80 % to: 67.7; t: 67.2

Figura 2. Imagenes del angulo de contacto para diferentes concentraciones de QMPM:PVA,;
a).16%, b) 80%, c) 90% y especificacion de la estimacion del &ngulo de contacto

Con base en la caracterizacién anterior, se eligi6 como solucién de electrohilado la concentracion
de QMPM: PVA al 16%. Las condiciones a ajustar fueron las siguientes: distancia al colector,
velocidad de bombeo, voltaje y tiempo de coleccién, como se menciona en la tabla 1. Las mejores
condiciones de electrohilado fueron las siguientes: DC 11 cm, VB 0,01 mL/hr, V 14 Kv, T 70 min y
16 % de PVA. En condiciones diferentes se obtuvo goteo sobre el colector, como se muestra en la
figura 3.
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Figura 3. a). Goteo sobre la placa colectora de aluminio para condiciones diferentes de: DC 11
cm, VB 0,01 mL/hr, V 14 Kv, T 70 min, b) Nanofibras electrohiladas en las mejores condiciones

Las nanofibras hiladas pueden ser usadas en superficies antibacterianas. Sin embargo, es
importante discriminar la actividad de la placa colectora de aluminio con respecto a la nanofibra. En
Alumnio la adherencia es alta, lo cual dificulta el desprendimiento. Por esta razén, se uso vidrio
erosionado con HF como mecanismo para disminuir la adherencia y realizar un posterior analisis
microbiolégico en funcién Unicamente de la nanofibra. El vidrio usado tipo corne se erosioné a
diferentes tiempos desde T= 1 min hasta T= 35 min, figura 4.

Figura 4. Superficies de vidrio erosionadas con HF al 10%.

Se eligio el tiempo de erosidon correspondiente a 21 min, ya que al depositar la solucién
QMPM:PVA al 16% en las mejores condiciones de electrohilado para tiempos diferentes de
erosion, el tiempo de coleccién fue superior a 70 min.

Caracterizacién de las soluciones QMPM- PVA con haluros metalicos

Las soluciones con los haluros metdlicos fueron sintetizadas con se menciond en la seccion
experimental con QMPM. Posteriormente se llevo a cabo la caracterizacion espectroscopica en
disolucién en la regién del UV-Vis, figura 5a. Se observa un efecto electrénico significativo en las
transiciones electronicas asignadas a n—m* y m—1* (entre 250- 300 nm) del quitosano, con



= [ Jim ]|

[ 11|

(2] I

USC La Santiago uE  ENIEEEEEE
h—d—a—d fransforma -

UNIVERSIDAD

NNieel tu mundo sl

DE CALI

respecto a los compuestos obtenidos, lo cual sugiere una interaccién o formacion de enlaces entre
la matriz polimérica y los centros metélicos. Para el caso de manganeso el efecto es significativo
ya que en configuracion de espin alto y estado de oxidacion > no hay transiciones electronicas
significativas en la region del visible, pero si una fuerte tranferencia de carga Metal- ligante y
ligante-Metal. Es el mismo efecto con el ion Ag™*, el cual no presenta transiciones electronicas en
el visible, pero si un efecto de transferencia en la regién del UV. Por otro lado, como las soluciones
de haluros metalicos presentan contraiones como cloruros facilmente desplazados por grupos
coordinantes como —OH y —NH, presentes en el quitosano, en la figura 5b, no se observa en la
region del visible las transiciones electrénicas esperadas para una configuracion d9, d7 para el cu®
y Co®*, lo cual sugiere que no hay coordinacién o poco efecto electrénico del metal con respecto a
la matriz polimérica.

—u—QMPM:CuCl,
—=— QMPM:CuCl, 04 —=— QMPM:CoCl,
—=— QMPM:CoCl, —=— QMPM:AgCI
05 —=— QMPM:AgCI —=— QMPM:MnCl,
—=— QMPM:MnCl, —A— QMPM:PVA 16%)|
o —A— QMPM:PVA 169 037

0,14

! i

T T T T 0,0 T T T
200 400 600 800 1000 600 800 1000

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 5. a). Espectro electrénico de las soluciones de QMPM:PVA y haluros metalicos en la
region UV- Vis; b). Espectro electrénico de las soluciones de QMPM:PVA y haluros metdlicos en la
region visible

En el espectro IR dada la interaccion de grupos que promueven enlaces de hidrégeno en el
quitosano y en el PVA, no fue concluyente el desplamiento de las bandas caracteristicas en
funcion de la coordinacion.

En ese sentido, se electrohilaron todas las soluciones previamente sintetizadas en dos sustratos
vidrio y aluminio, bajo los diferentes paramentros que se muestran en la tabla 2. Para cada caso,
se reportan en la tabla 7 las mejores condiciones establecidas de electrohilado para aluminio, que
no presentaron burbujas en la placa colectora. En caso de vidrio, la Unica solucién que hasta el
momento se ha nanohilado ha sido la de CuCl,.
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Tabla 7. Parametros adecuadas para las nanofibras hiladas de QMPM-PVA al 16%.

Muestra
Concentracion
(ppm) CONDICONES DE HILADO
Sélida Velocidad
de Bombeo |0,120 ml/h
Distancia
0,
Q 84% Colector 11 cm
Voltaje
Q- variable 19,5Kv
PVA B .
Tiempo 40 min
50%
PVA 16% Humedad
Temperatura | 25,7 °C
pH °
Velocidad
de Bombeo |0,120ml/h
0 3
Q 84% Distancia
Colector 11cm
Q- Voltaje
PVA- PVA 16% variable 19,4Kv
CuCl2 Tiempo 40 min
Humedad 54%
CuCI2 2% Temperatura | 24,8° C
pH 6
Velocidad
de Bombeo |0,120 ml/h
0 3
Q 84% Distancia
Colector 11cm
Q- Voltaje
PVA- PVA 16% variable 18,4 Kv
CoCl2 Tiempo 40 min
Humedad 52%
CuClI2 2% Temperatura | 25,5°C
pH 6
Velocidad
0 84% d? Bom_beo 0,120 ml/h
Q- Distancia
PVA- Colector 11cm
MnCl, Voltaje
PVA 16% variable 18,3 KV
Tiempo 40 min
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Humedad 52%
MnCO3 2% Temperatura | 26,3°C
pH 5
Velocidad
de Bombeo |0,120 ml/h
0 3
Q 84% Distancia
Colector 11 cm
Q- Voltaje
PVA- PVA 16% variable 18,3 KV
AgCl Tiempo 40 min
Humedad 51%
AgCl 2% Temperatura | 26,3°C
pH 4

Para continuar con el proceo de caracterizacién a estas nanofibras sobre alumino y vidrio para el
caso de CuCl; se les llevd a cabo caracterizacion por espectrocopia IR, figura 6.
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Figura 6. Espectros IR para las nanofibras obtenidas de QMPM- PVA al 16% y haluros metdlicos al
2%.

Las vibraciones caracteristicas del quitosano —OH y —-NH2 se deben afectar al formar compuestos
de coordinacion con el ion metalico. Se observa en los espectros que la vibracidon C-O se desplaza
a mayor energia para manganeso(ll) y plata(l). En caso de cobalto(ll) no hay un desplamiento
significativo lo cual no sugiere coordinacién y en caso de cobre(ll) no hay coordinacion al centro
metdlico ya que la vibracion no se desplazé. El blanco aluminio no reperesenta una influencia
significativa con respecto a la deposicion de estos sistemas sobre este. Este mismo
comportamiento se puede apreciar con el espectro electrénico de la figura 10, en donde el aluminio
presenta un espectro de absorcion inferior al blanco de ZnO convencionalmente usado en estado
sélido. Esto es importante ya que permite establecer las transiciones electrénicas con respecto a
configuraciones diferentes a d10. Para Ag'* y Mn®* es mayor la transferencia de carga como se
observo en disolucién. Sin embargo, en estado sélido es evidente el efecto electrénico de cobalto
sobre quitosano a 230 nm, figura 7.
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—a— Blanco aluminio
—e— QMPM: PVA:MnClI,

—a— QMPM:PVA: AgCl,
—v— QMPM:PVA: CoCl,

0,4

0,3

0,24

< 0,14

0,04

-0,1 1

-0,2

T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200
Longitud de onda (nm)

Figura 7. Espectro electronico UV-Vis en estado sélido de QMPM:PVA y haluros metalicos.

Evaluacion microbiolégica

Las nanofibras obenidas con QMPM- PVA al 16% con haluros fueron evaluadas contra SA con
base en la metodologia expuesta anteriormente. Asi mismo se compraré la actividad bioldgica con
las soluciones de partida, asi como las sales metdlicas. En la tabla 8, se puede observar que en
estado sélido el mejor comportamiento fue para la nanofibra correspondiente a MnCl,, con un
efecto bactericia con respecto al control. En relacion al quitosano y PVA no se present6 actividad
bactericida sino bacteriostatica. Por otro lado, plata y cobalto se encuentran ™ 50% de efecto
bactericida. En la tabla 9, se observa el comportamiento analogo en solucién observando mayor
actividad bacteriostatica para AgCl tanto para la sal metalica como para la solucién con quitosano y
PVA. Cabe resaltar que el QMPM y PVA no mejoran las propiedades bioldgicas con respecto a la
sal de plata(l). Por otro lado, el efecto del ion metalico de manganeso(ll) es menor en solucién que
en nanomembrana. En ambos casos solucion y estado sélido el aporte de sistemas asociados con
cobre no representaron actividad. Esto es congruente con los efectos electronicos observados en
espectrocopia electrénica en relacion a transferencia de carga M-L y L-M para manganeso y plata
y menos apreciable para cobre y cobalto.
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Tabla 8. Evaluacién microbiolégica contra SA para las membranas nanohiladas de QMPM-PVA

16% y haluros metalicos

Muestra Bactericida Bacteriostatico % Inhibicién
(halo de
inhibicion
muestra/ halo
de inhibicién
antibiético *100)
Sélida PVA | e e e
QPVA | | e
Q-PVA-CuCl, |  ——— | e e
Q-PVA- CoCl, Activo | - 44.4
Q-PVA-MnCl, Activo | - 84.5
Q-PVA-AgCI Activo | - 59.8

Tabla 9. Evaluaciéon microbiolégica contra SA para las soluciones de QMPM-PVA 16% y haluros

metalicos con respecto a las sales metélicas de partida

Muestra Bactericida Bacteriostatico | % de Inhibicion
(halo de
inhibicién
muestra/  halo
de inhibicién
del antibiotico)

Liquida PVA | e Activo 64

Q-PVA | - Activo 64

Q-PVA-CuCl, | = | e e
Q-PVA-CoCl, | ------- Activo 51.1
Q-PVAMNCI, | ------- Activo 22.2
Q- PVA- AgCl Activo | - 66.7
CuCl, | === Activo 33.4
CoCl, |- Activo 33.4
MnCO; | - Activo 55.6
AgCl ] e Activo 84.5
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4. CONCLUSIONES

Se han obtenido nanomembranas a partir de la metodologia de electrohilado sobre dos sustratos
aluminio y vidrio erosionado. Con Aluminio se han encontrado las mejores condiciones de deposito
pero para vidrio erosionado aun se estabilizan los parametros, ya que solo fue posible obtener
nanomembranas facilmente desprendibles con poca adherencia para cobre. Los estudios de
caracterizacion espectroscipica muestran coordinacién de los grupos C-OH del quitosano al centro
metalico de plata(l) y manganeso(ll), en caso de cobre y cobalto los resultados no son
concluyentes. Esto es verificado con espectroscopia IR en donde las vibraciones caracteristicas de
la matriz de quitosano se afectan por presencia del metal desplazando a mayor energia las
vibraciones C-O. El pH al cual se realizaron las soluciones oscila entre 4 y 6, siendo més efectivo a
pHs bajos, lo cual puede estar relacionado con la condicién de acidez para favorecer la solubilidad
en agua del quitosano por adicion de acido acético. El efecto del 4cido acético como complejante
del centro metalico no ha sido evaluado, se considerara en estudios posteriores. Finalmente el
efecto bactericida y bacteriostatico ha sido evaluado mostrando actividad significativa para
manganeso y plata, sin embargo, existen procesos de difusion en el agar que aun no han sido
considerados y deben estudiarse posteriormente para comprender el mecanismo biocida de
accion.
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