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14/julio/2021 RESUMEN
En este trabajo se estudi6 la preparacion material hibrido de caracter
organico/inorganico, a base de estreptomicina con hidréxidos dobles laminares
Aceptado: (HDL), la intercalacién de la estreptomicina dentro de los HDL se llev6 a cabo por
27 /octubre/2021

intercambio iénico, estudiando la influencia del anién original en el HDL como son
NOs3 y Cl. La caracterizaciéon de los materiales se llevo acabo por las siguientes
técnicas, difraccién de rayos X, espectroscopia de IR por transformada de Fourier-
ATR. La evaluacion de la actividad antibacterial de estos materiales se llevo acabo en
cultivos de cepa de Escherichia coli ATCC® 25922 aplicando la técnica de difusiéon en

Palabras clave: agar para la determinacion de positiva de los materiales, por ultimo, se realizé la

Hl}lek') L, cinética de inhibicion bacteriana en medio liquido a diferentes concentraciones del
gl ! 11_c10n, material hibrido para determinar la concentracién minima inhibitoria.
. coli
Keywords:
HDL, ABSTRACT
inhibition,
E. coli In this work, we studied the preparation of hybrid material organic/inorganic in

nature, based in streptomycin using layered double hydroxide (LDH), the
intercalation of streptomycin into the HDL was carried with ionic exchange, studying
the influence of the original anion within LDH which are NOs and Cl. The
characterization of the material were studied in X-ray diffraction, IR-FT-ATR. The
evaluation of the antibacterial activity was done with Escherichia coli strain ATCC
25922, applying the material in the agar, also known as agar diffusion to test and
determinate if the hybrid materials became positive to it. For last a kinetic were
carried in liquid media using different concentration of hybrid material to
determinate the minimal inhibitory concentration.
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Introduccion

En la actualidad existe una demanda muy activa para
lograr avances en la liberacién controladas de moléculas
bioldgicas o quimicas y que son sensibles al ambiente, la
mayoria de los nuevos farmacos que estan siendo
desarrollados y comercializados por las compaiiias
farmacéuticas son de caracter molecular (Kidane A et al,,
2015). La inmovilizacion de moléculas con actividad
biolégica dentro de matrices inorganicas laminares
biocompatibles (aquellos materiales que se forman para
conseguir la combinacién de propiedades (Askeland D. R.
2017) permite su aislamiento del ambiente mejorando a
la vez su estabilidad y almacenamiento a largo plazo de
esta forma, la estabilizacion de moléculas activas en
materiales inorganicos biocompatibles constituye una
ruta interesante para la preparacién de materiales
hibridos que posean tanto las ventajas de las
propiedades del material inorganico receptor como las
del material organico huésped, en un mismo material.
Aparte del problema del almacenamiento y estabilidad
de las especies activas se puede encontrar uno mas
(Morales Irigoyen et al, 2015) ligado al proceso de
liberacion de las mismas. Un sistema de liberacion
ineficiente puede resultar en altas concentraciones del
farmaco causando posibles efectos secundarios en el
lugar donde se pretenda actuar. Este problema puede
encontrar solucion si se disefian nuevos sistemas de
administracién y liberacién controlada de los principios
activos. Estos sistemas deberdn proporcionar perfiles
cinéticos en los cuales la concentracién de la molécula
permanezca en los niveles de concentraciéon adecuados y
durante un periodo de tiempo adecuado (Morales
Irigoyen et al., 2015).

Los hidréxidos dobles laminares, son arcillas aniénicas
denominadas como brucitas con la habilidad de retener
o poseer farmacos, cuya funciéon permite ser altamente
viable para la liberacién controlada y prolongada de
dichos compuestos. Su féormula quimica es [M(II)1x
M(IINx(OH)2(A™)n/x]m+-H20, donde MII es Zn*2 y MIII Al*3,
el cual se encuentra agrupado octaédricamente por 6
grupos OH-, en forma de laminas cargadas positivamente,
para compensar esta carga, se introducen aniones que
por electronegatividad compensan dicha carga, de
acuerdo con S. Miyata (1983) son: OH->F->Cl-> Br- > |
para aniones monovalentes, mientras que para aniones
divalentes: CO3>NYS>SOs4. Adicionalmente estudios
realizados por (Santana Cruz A. 2014) Muestran que el
grupo nitrato posee preferencia sobre el cloruro por lo
que se acomoda asi: NO-3>Cl>CO-3

La sintesis de materiales hibridos permitiria eliminar la
resistencia a los antibidticos, al actuar como vehiculos
atrayentes para E. coli, recordando de la bacteria ocupa
los cofactores Al*3 y Zn*2 parallevar a cabo sus reacciones
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bioquimicas y ademds que permitan que su uso sea
prolongado y eficiente que pueda liberar y controlar su
actividad en el sitio adecuado.

De acuerdo con (Liu ] et al., 2013), el método de sintesis
del material mediante la hidrolisis de la urea provee un
material mas homogéneo que por el método de sintesis
por coprecipitacidon a baja saturacion y que la relacion
Optima para preparar el HDL es Zn/Al = 2, por otra parte
(Yasaei M y Khakbiz My et al,, 2019), propusieron que
al adentrar una biomolécula en un HDL-ZnAl-NOs debe
ser por el método de intercalacion idnica, esto es porque
HDL-NOs revelo que es posible admitir una mayor
cantidad de farmaco que usando un anién COs, ya que
muestra tener un enlace mas fuerte. La sintesis por
intercambio i6nico es mas efectiva para la intercalaciéon
de farmacos y su liberacion.

Metodologia

Sintesis de hidroxidos doble laminares

Los solidos de ZnAl-NOs fueron sintetizados por el
método de urea (Sharma, M. K., y Melesse, S. F., 2011). Los
cationes Zn?* y Al3* se precipitaron en forma de HDL
gracias a la hidrélisis de urea a 90°C a partir de una
solucion de 0.335 mol de (Zn(NO3)2-6H20) y 0.165 mol de
(AI(NO3)-9H20) adicionando 1 mol de urea durante 10 h.
Para evitar la intercalaciéon del CO3% que proviene del
hidrolisis de la urea se introdujo en exceso NH4NO3 que
proporciona iones NOs- en la solucion. Posteriormente la
solucidén fue separada por filtracién a presiéon bajo una
atmosfera de Argén y fue lavado con H20 descarbonatada
y desionizada. La muestra fue secada por 12 h en un
desecador y posteriormente fue secado a 75°C en un
horno convencional (Inayat A. et al,, 2011).

Por otra parte, para la obtencion de ZnAl-Cl, es necesario
sintetizar ZnAl-CO3. Para su obtencion, se utilizé el
mismo método de obtencion de ZnAl-NOsz con la
diferencia de usar Naz2CO3 en exceso en vez de NHsNO3
(Yasaei M. et al,, 2018). Posteriormente se suspendi6 en
solucién de NaCl (0.1 M) a razén de 1 gupL/50 mL. Se
titul6 con HCI (0.1 M) por goteo manteniendo un pH de 5.
Una vez obtenido el sélido, este fue aislado por
centrifugacion a 4000 RPM y se lavé con agua
desionizada libre de COz2, finalmente se secé a 120°C por
12 h en una estufa convencional (Santana-Cruz et al,,
2014).

Sintesis de materiales hibridos

Para generar los materiales hibridos se pesaron 0.546 g
de los materiales obtenidos en el apartado anterior
(ZnAl-NO-3 y ZnAl-Cl'), se mezclaron con 25 mL de una
solucién previamente burbujeada con argén, cuya
concentracién fue 4.8 mmol de estreptomicina a un pH
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de 9.5, ajustado con solucion de NaOH 0.1 M. La
suspension se dejo en agitacion y afiejamiento a 1100
RPM por 7 dias, el sé6lido se separ6 de la solucién por
centrifugacion a 4000 RPM por 15 min y se lavd con H20
desionizada y descarbonatada, para finalmente ser
secado a 50°C por un tiempo de 48 h (Santana-Cruz et al.
2014).

Caracterizacion de los sélidos
Difraccién de rayos X

Los analisis de DRX se obtuvieron en el equipo D9
Advance, fabricado por Bruker. Los Rayos x (RX) se
produjeron a partir de un tubo de cobre, la longitud de
onda () de los RX es 1.5418 A. El barrido fue de 3.5° a
60°, el incremento fue de 0.02° con tiempo de integracidon
de 0.6 s/paso, el tiempo total de barrido por muestra fue
de 28.5 min.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR-ATR)

Los espectros se obtuvieron mediante un espectrémetro
Nicoletis10 con un intervalo espectral de 4000-650 cm'!
a temperatura ambiente, mediante la técnica de ATR con
una resolucion de 2 cm1.

Evaluacién de la actividad antibacterial

La preparacion del agar se llevd a cabo en una botella
Duran Schott en la cual se prepararon 500 mL de agar
MacConkey (AMC) y se esterilizé a 121°C/15 psi por 15
min. Por otra parte, en las cajas Petri, se colocaron 0.5 g
de cada material hibrido obtenido (ZnAl-NOs3-EM y ZnAl-
Cl-EM), posteriormente se vertio el AMC a 45°C con 1 mL
de espesor, posterior a su solidificacion, se sembré en
forma de extension por toda la placa con un hisopo estéril
que contenia la cepa E. coli, 1a cual se preparé tomando 1
mL de 0.5 McFarland (MF) y diluyendo 1:100 de caldo
soya tripticaseina (CST) al 4%, (etiquetada como
solucién A). Finalmente se incub6 a 37°C por 48 h. Como
control se colocaron dos placas, una sin material
bactericida y otra con estreptomicina pura.

Se determiné la concentraciéon minima inhibitoria de
ZnAINOs-estreptomicina (ZAN-E) y ZnAICl-
estreptomicina (ZAC-E) a través de la cinética de
inhibicion en medio liquido, primeramente, se pesé
0.005, 0.01 y 0.015 g de material hibrido para cada
ensayo por triplicado, se mezcl6 con 9 mL de CST al 4% y
con 1 mL de soluciéon A. Cada ensayo se llevo a la
incubadora NB-T205 de la marca N-BIOTEK® a 37°C a
140 rpm, donde fue puesto de forma semi-horizontal.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 15, 30, 60,
120 y 180 min), las cuales se sembraron por la técnica de
estriado masivo con ayuda de hisopos estériles en 3
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distintas direcciones en cajas Petri que contenfan 10 mL
de AMC sélido, posteriormente se incubaron a 37°C por
48 h en forma invertida. Finalmente se procedi6 al conteo
de colonias.

Adicional a esto se colocaron como control 2 tubos que
contenian la misma solucion de los tubos anteriores, uno
sin material hibrido y otro con estreptomicina pura, para
ambos tubos se tomaron muestras en los mismos
tiempos registrados para cada ensayo, de igual forma se
sembro, incubd y se contd colonias al igual que los tubos
que contenian a los materiales hibridos. Toda la
evaluacion se realiz6 por triplicado.

Resultados y discusion

Caracterizaciones de ZnAl- NO3 y ZnAl-Cl

En la figura 1 se muestra el difractograma de ZnAl
intercalado con iones NOs. Por comparacién con el
patrén de difraccién tipico de la hidrotalcita se observa
que no existen fases ajenas al material; es decir, que se
obtuvo HDL puro. Resultado de la misma comparacion se
puede observar claramente las reflexiones de los planos
(003), (006) y (009) muy caracteristicos de este tipo de
materiales.
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Figura 1. Difractograma de rayos-X del ZnAl-NOs.

Por otra parte, en la figura 2 se muestra el difractograma
de ZnAl intercalado con iones Cl- que también muestra
las reflexiones en (003), (006) y (009), pero estas se
muestran mas alejadas de 10 0, que de acuerdo con la
literatura reportada (S. Miyata, 1983), corresponde a la
intercalacion de los iones Cl- en la regién interlaminar
puesto a que posee una mayor intensidad.
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Figura 2. Difractograma de rayos-X de ZnAICl-

Con el fin de obtener las distancias interplanares doos, asi
como los parametros de red c, calculados al multiplicar 3
por doos, cuyos valores se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Distancia interplanar y parametro de red c (Prc) de
ZnAINOs.

HDL 20 doos(A) Prc(A)
ZnAINO3 9.86 8.9637 26.8911
ZnAlCl- 11.30 7.8241 23.4723

Las distancias interplanares obedecen a la tendencia
esperada segun el tamafio de cada anién presente en la
region interlaminar como se describid previamente.

Por otra parte, el espectro de infrarrojo mostrado en la
figura 3, muestra vibraciones en 3444.4 cm'!, en tanto, los
estiramientos de O-H, caracteristicos de este tipo de
material, que adicionalmente indica la presencia de H20
dentro de la regién interlaminar. Esto se confirma por el
estiramiento de los hidrégenos con el oxigeno (H-O-H) en
las regiones de 3600 a 3100 cm! y la flexién en 1650-
1615 cm. Asi mismo el grupo NO3 muestra una banda
intensa y muy caracteristica entre 1390 - 1340 cm1.

Mientras que en la figura 4 (por razones de claridad no se
muestra el espectro IR de ZnAICI), se observ6 una banda
de vibraciéon situada a 1365 cm! que es muy
caracteristica del COs, pues proviene de los modos de
vibracién del anién que reside en el espacio interlaminar.
En el espectro FTIR del sélido ZnAICI- (no mostrado), se
observo unavibracién situada a 1361 cm L. Sin embargo,
su intensidad es netamente inferior a la observada en el
sélido ZnAICOs por lo que se podria afirmar que se logré
el intercambio de distintos aniones.
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Figura 3. Analisis FT-IR de ZnAINOs.
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Figura 4. Analisis FT-IR de ZnAICOs.

Caracterizaciones de materiales hibridos con
estreptomicina

Los materiales hibridos ZAN-E y ZAC-E fueron
preparados como se mencion6 en la metodologia y
posteriormente caracterizados mediante DRX y FT-IR. El
difractograma de ZAN-E muestra 3 picos de difraccion
situados como se observa en la figura 5. Puede hacerse
notar que los planos (006) y (009) han reducido su
posicion original en comparacién con el material
ZnAINOs, estar originalmente situados 20.19° y 34.97
pasé a 15.58°y 20.17° respectivamente.

Sin embargo, el plano (003) parece haber incrementado
su posicion al estar situado originalmente en 9.92° y
pasar a 10.11°, esto puede deberse a una mezcla entre
NOs y EM mientras que en la posicién 11.41° representa
a una mezcla entre EM y COs. Esto puede deberse a la
introduccion de aire contaminante (COz atmosférico) al
momento de realizar la sintesis y que acapare partes del
espacid interlaminar (Sasai, R et al.,, 2019)
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Figura 5. Analisis de DRX de ZAN-E comparativo con ZnAINO3
sin intercalar.

Por otra parte, en la figura 6 se muestra el difractograma
de ZAC-E, donde plano (003) ha reducido su angulo
original de 11.31° a 6.61°, asi mismo, sus armodnicos,
(006) paso de 12.43°y (009) pas6 a 19.80° esto indica de
que efectivamente estd intercalada la estreptomicina
dentro del material aunque de una manera muy pobre en
comparaciéon de ZAN-E, asi mismo la posiciéon 9.81°
muestra que hay residuos de iones Cl" que no lograron
ser desplazados de la region interlaminar por lo mismo
de que en el angulo de 10.23° se encuentran iones tipo
carbonato, que interactuarian tanto con los iones Cl como
con la estreptomicina.

11.31° ——ZAC-E
@9 ——7Acl

22.79°
(006)

3443°
A (009)

Intensidad (u.a)

Pos ° (20)

Figura 6. Difractograma de ZAC-E.

Una vez identificadas las reflexiones caracteristicas, se
uso la ecuacion de Scherrer (Ecuacién 1).

kL

b= BcosO

Ecuacién (1)
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Obteniendo para ZAN-E un tamafio de cristal promedio
de 72.7 nm. Mientras que para ZANC-E el tamafio de
cristal promedio fue de 78.12 nm. Usando los mismos
datos del DRX es posible sacar el parametro d, usando la
ecuacion de Bragg.

nk =2dsen®  Ecuacion (2)

Resultando para ZAN-E el valor de d = 13.78 A, que
representa la distancia interplanar, asi mismo se puede
calcular los parametros de red a y c, los cuales son
calculados con las reflexiones (110) y (003), donde a =
2d110y ¢ = 3doos, obteniendo asi 3.36 A y 26.24 A para el
plano 003. Para obtener la altura de galeria de la
estreptomicina, se resta el tamafio de la lamina de 4.8 A
(Martinez, D.R et al, 2012) menos la distancia
interplanar 8.74 A, resultando en 8.9897 A como se
observa en la figura 7.

Lamina tipo
brucita = 484

d=874A

Figura 7. Dimensiones de ZnAINOs-Estreptomicina (EM)

Mientras que para ZANC-E, d = 7.69 A, por lo que la altura
de galeria corresponde a 2.89 A, como se observa en la
figura 8.

Lamina tipo
brucita = 4BA

d=769A

dm- 289A

o9d

de ZnAICl- con

Figura 8. Estructura doble laminar

estreptomicina (EM).
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Para poder corroborar de que se encuentra la TACE
estreptomicina dentro del material, los sé6lidos fueron EM

sometidos a analisis de FTIR donde muestra que
efectivamente se encuentra EM en ZAN-E como se
observa en la figura 9, donde debajo de 1000 cm! se
encuentra la regidn de interaccién de los grupos NH y N
con mayor intensidad por los grupos NO3 del material y
por 7 grupos distintos de NH, NH2 y NH3 que posee la
estreptomicina. Al situarse en la regién entre 730 y 710
cm! se pueden observar sefiales que corresponden a n
>4 cadenas de (CH2)-n, los espectros de solidos con
cadenas largas y grupos polares terminales de las aminas
entre1350a 1180 cm . De acuerdo con Llanos en 1351
cm-1 existe una banda que se atribuye al NO3 que el HDL
guarda en su espacio interlaminar (Llanos Rodriguez et
al,, 2018). Lo que explica la intensidad de la banda en esa
zona al estar tanto los NO3 como los grupos N-H de la EM.
Por otra parte, en 1635 cm'! se puede observar una sefial
intensa de estiramiento, caracteristica del grupo nitrato.
Ademas, enlaregion de 3200-3650 cm ' hay presencia de
aminas (NHz) que son muy caracteristicas de la
estreptomicina, asi mismo, en la region 1690-1640 cm-!
existe estiramiento de C=N, las aminas primarias y
secundarias en laregion 900-650 cm! debido a la torsién
y que confirman que el material hibrido posee la
estreptomicina.

ZnAINO,-EM
——EM

1072

Transmitancia (u.a)

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Namero de onda (cm™)

Figura 9. Analisis de FTIR de ZAN-E.

Para el material ZAC-E el IR muestra bandas de mayor
transmitancia a diferencia de ZAN-E debido a que
presenta interacciones con los iones cloruro, como se
observa en la figura 10, en el nimero de onda 745 cm la
cual corresponde a la interaccién C y Cl. Mientras que
entre 3215 y 2905 cm! corresponde a las interacciones
entre H y Cl ademas de que hay pequefias sefiales en
1800 cm?! (no mostrado) que corresponden al
halogenuro Cl. Asi mismo en 3340 cm' esta banda
corresponde al estiramiento del grupo N-H caracteristico
de la estreptomicina, en 1634 cm! se encuentran enlaces
C=N.

3215 1634 1356

3340

Transmitancia (u.a)

T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 10. Analisis de FTIR-ATR de ZAC-E.
Pruebas microbioldgicas de los materiales hibridos

Finalmente se procedid a probar los materiales hibridos
en contra de E. coli, como se observa en la figura 11,
corresponde al HDL sin EM que fue usado como blanco
para corroborar la accién bacteriana sobre dicho
material.

Figura 11. Material ZAN sin EM.

Usando el material ZAN-E se observa en la figura 12, que
evidentemente hay inhibicién de la bacteria en la zona
cercana al material, el material ademas se muestra en
color violeta, esto es debido a que adquiri6 el color al ser
mezclado con el AMC que posee cristal violeta.

La difusiéon en agar es un buen método para probar los
materiales hibridos. Debido a la alta hidrofobicidad de
los materiales, estos no pueden ser probados en
sensidiscos (para su difusién en agar).
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Figura 12. ZAN-E con E. coli.

Por otra parte, observando los resultados mostrados en
la tabla 2, que son parte de la cinética de ZAN-E usando
0.005 g de material es muy notorio como en el min 0
empieza a existir inhibicién de crecimiento, asi como
algunas colonias que empiezan a cambiar su morfologia,
esto es por la interaccion de la estreptomicina sobre la
subunidad 30s ribosomal al inhibir la biosintesis de
proteinas al alentar el movimiento de los ribosomas e
interaccionar con mRNA (Lizzatto L et al. 1969).

En el min 120 se observa que solamente sobrevivieron 3
colonias amorfas de E. coli, para el min 180, (después de
3 h), no se observaron mas colonias de E. coli.
Observando en el microscopio invertido a 5x como se
observa en la figura 13, usando una colonia sana, no hay
deformidad y en comparacion de las figuras 14, 15y 16
si existe una deformidad que incluso provoca
posteriormente la ruptura de la capsula y liberando
exopolisacaridos (EPS), de acuerdo con Brune y
Alvarado. Los polisacaridos microbianos son productos
metabdlicos producidos a partir de polisacaridos
capsulares (CPS) y de EPS (Brune A et al., 2013; Alvarado
Martinez V et al,, 2015).

Pese a que los EPS y CPS son parte de la estructura
celular, también forman parte de la colonia de la bacteria
puesto que crea una capa protectora de peligros
potenciales, ej: bacteriéfagos o antibidticos. De hecho, es
culpa de los CPS y EPS de que la bacteria pueda
mantenerse aferrada a los materiales ya que por cuestion
de cargas la barrera permite el paso de atomos o
moléculas positivas y repele a las negativas (Cescutti P,
2010). Ademas, forman parte del sistema inmune de las
bacterias, es decir, son las responsables de detectar y
producir enzimas degradadoras del antibiético.
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Algunas de las imagenes estan en blanco y negro para
observar mejor la dispersion de las células sobre el agar,
ya que a color no se logra distinguir. Cabe aclarar que
actualmente no existen estudios de materiales hibridos
interaccionando con esta bacteria siendo observados en
microscopio en la literatura.

Tabla 2. Parte de la cinética realizada en contra del material
hibrido ZAN-E contra E. coli.

Blanco
(sin HDL ni EM)

ZAN-E 0 min ZAN-E 120min

Figura 13. Colonia sana de E. coli tomada del patrén de
referencia a 20x.

|
~~edam -
Figura 14. Fotografia del crecimiento bacteriano en AMC en
presencia de ZAN-E, a los 120 min. Magnificacién a 20x.
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Esto puede ser debido a la cantidad introducida de EM
dentro del material, como se observd en los analisis de
DRX en el apartado anterior. Lo que indicaria y
confirmaria que es mas susceptible la introduccién de
estreptomicina en un material con iones NO3 que con uno

con iones CI".

Tabla 3. Cinética de crecimiento de ZAC-E.

Blanco ZAC-E ZAC-E

. ' (sinHDLniEM)  T=0min T =120 min

Figura 15. Colonia con forma amorfa y sin presencia de
glicocalix tomada en el min 60 (no mostrada en la tabla) contra
ZAN-E foto tomada con microscopio invertido a 20x.

—

Por otra parte, la curva de inhibiciéon de la bacteria
usando ZAN-E muestra una ligera tendencia al alta entre
el min 15 y 30, esto es a que la bacteria ain no destruye
las ldminas que contienen la EM, no se observaron
mutaciones ni deformaciones de las colonias bacterianas.
A continuacién, un nimero menor de colonias empiezan
a estar presentes a partir del min 60 y que conlleva a la
Figura 16. Colonia de E. coli a color, mostrando la ruptura de eliminacion total en el min 180 (3 h), asi mismo se
su glicocélix de EPS y liberando células en el agar a 20x. encontr6é que la concentracién minima inhibitoria de
ZAN-E fue de 500 pug/mL (0.005 g).

Asimismo la cinética de ZAC-E mostro resultados menos
favorables a comparacion de ZAN-E, debido a que tanto

enel TOminy T 120 min todavia existia un nimero E. coli ATCC 25922

considerable de colonias como se observa en la tabla 3. e —
Por ello en T 180 min, si existe la inhibicion de la bacteria 2
como se observa en la figura 17. 7.2

v
S
1

Log10 (CFU/mL)
g
1

1.8+

0.0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (min)

Figura 18. Curva de inhibicidn de Escherichia coli en presencia
Figura 17. ZAC-E en AMC sin presencia de colonias después de ~ de ZAN-E.
3h.
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En el caso de ZAC-E, primero se enfrenté su blanco en
contra de la bacteria para corroborar que fuera
completamente inutil, en la figura 19, el material esta
localizado fuera del circulo central (que corresponde a
una burbuja de aire) y no tiene efecto inhibitorio sobre la
bacteria.

Figura 19. ZACl sin EM. La foto fue tomada a simple vista.

Al momento de usar el material hibrido ZAC-E se percibe
que efectivamente hay inhibicién bacteriana, pero en
menor proporcidon que ZAN-E como observa en la figura
20 y en la tabla 3. Al analizarse en el microscopio se
encontré que también habia residuos de EPS como se
observa en la Figura 21, donde este residuo colinda con
una colonia con su capsula integra y con otra que ha
perdido totalmente su capsula.

o5 Lite It

Figura 20. Derrame de EPS de Escherichia coli sobre AMC de
ZAC-E a 20x.
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Figura 21. ZAC-E inhibiendo Escherichia coli (foto tomada
simple vista).

Con base a lo anterior, el material hibrido ZANC-E
muestra también comportamientos similares a la curva
de inhibicién de ZAN-E con la diferencia entre el min 30
y 60, donde se observa en la figura 23 que evidentemente
empieza a existir una tendencia a la baja sin embargo al
situarse entre la primera hora y la segunda hora esta la
tendencia indica resistencia al material hibrido debido a
lo descrito previamente por las cantidades de
estreptomicina. Sin embargo, si logré inhibir después de
los 180 min de actividad.

Ambos materiales son los responsables de la inhibicién,
ya que como se observa a continuacion en la figura 22, se
perciben dos particulas del material ZAN-E donde se ha
creado un halo de inhibicién con respecto a las células de
la bacteria.

Figura 22. Halo de inhibicién sobre Escherichia coli vista en el
microscopio a 20x.
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E. coli ATCC 25922
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Figura 23. Curva de inhibicién de Escherichia coli en presencia
de ZAC-E.

Por ultimo, en la figura 24, se muestran los controles para
cada uno de los experimentos, es decir los HDL’s sin
intercalar y la estreptomicina pura en presencia de E. coli
cuya CMB fue de 300 pg/mL, sin embargo, la cantidad
usada dentro de los materiales hibridos fue de 86 pg/mlL.
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Figura 24. Curva de inhibicién en presencia de los HDL’s sin
farmaco intercalado y en presencia del farmaco puro.

Conclusiones

Ambos materiales presentaron andlisis de DRX y FTIR
contundentes que demuestran haber intercalado
estreptomicina por el método de intercambio iénico.

Es favorable intercalar estreptomicina usando un HDL-
NO3 que con HDL-C], esto es por la afinidad electrénica
que posee el Cl- sobre la estreptomicina y el material.
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Los materiales ZAN-E (T 120 min) y ZANC-E (T 180 min)
logran inhibir a E. coli sin presencia de resistencia al
antibiético.

Los materiales sin estreptomicina intercalada no poseen
efecto bactericida o inhibitorio, por otra parte, la
cantidad de estreptomicina pura tiende a degradarse con
facilidad y no se puede recuperar. Los materiales
hibridos de ZAN-E y ZAC-E si se pueden recuperar y aiin
logran tener efecto bactericida, lo que conllevaria a que
son materiales liberadores de farmaco controlado y
paulatino.
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