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RESUMEN

Un problema grave que tienen las heridas expuestas es la propension a
infectarse. La solucion comun a este problema es el suministro de
antibidticos al paciente en forma oral o inyectados. A su vez, los hilos
de sutura que se emplean son un lugar de cultivo de microorganismos
patégenos. Para atacar estos problemas una alternativa es la sintesis
de un material compuesto de fibras renovables y nanoparticulas de
plata que pueden servir como hilos de sutura. Es bien sabido que las
nanoparticulas metalicas presentan propiedades diferentes a las del
material en bulto ya sean eléctricas, magnéticas u dpticas. En especial
las nanoparticulas de plata presentan una actividad antibacterial muy
fuerte y sobre todo de amplio espectro, es decir, inhibe el crecimiento
tanto de bacterias, virus como de hongos. Existen muchos métodos de
obtencion de nanoparticulas metalicas entre los que se encuentran los
métodos fisicos, quimicos y biolégicos. Cada uno de estos métodos

tiene ventajas y desventajas inherentes.

En este trabajo se propone la sintesis de nanoparticulas de plata por un
método de quimica verde, por biorreduccion, utilizando por primera
vez extracto de Hetherotheca Inuloides (Arnica mexicana). Este método
no genera residuos toxicos, sus materias primas son de baja o nula
peligrosidad y el proceso se lleva a cabo a condiciones ambientales
(presion y temperatura atmosférica). Ademas, se propone el empleo
del arnica ya que esta planta presenta propiedades antiinflamatorias.
Se plantea en este trabajo el uso de dos fibras poliméricas renovables,
la primera es el Agave Lechuguilla que es una fibra autdctona de la
region central de México y de bajo costo, la segunda es la seda natural y

se utilizara como comparacion con las fibras de Agave Lechuguilla,



siendo ambas renovables al igual que el reductor. Las fibras se
caracterizaron antes y después de ser impregnadas con nanoparticulas
de plata por las técnicas de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM),
Espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS) y Espectroscopia
Fotoelectronica de rayos X (XPS). Las nanoparticulas de plata fueron
caracterizadas por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis). Adicionalmente se
estudio el efecto antibacterial de los materiales compuestos ante dos
tipos de bacterias: E. Coli y S. Aureus. Finalmente, se realizaron pruebas
mecanicas a los compositos para determinar si éstos cumplen con los
requerimientos para ser utilizados como hilos de sutura. Se
determinaron los parametros experimentales 6ptimos para obtener
particulas menores a 50 nm y con baja polidispersidad como se
comprobé por TEM y UV-Vis. Por SEM, EDS y XPS se pudo comprobar
la presencia y dispersion de las nanoparticulas de plata en la superficie
de las fibras. Se encontré que efectivamente dichas particulas se
encuentran dispersas a lo largo de toda la superficie de cada fibra. Los
compositos con los dos tipos de fibras presentaron buenas
propiedades antibacteriales lo cual se observa con el halo inhibitorio
que se forma alrededor de las fibras en los cultivos bacteriales.
Finalmente, los compositos presentan propiedades mecanicas un poco
inferiores a las fibras pristinas, sin embargo, los compositos si pueden

emplearse como hilos de sutura.



ABSTRACT

One problem that exposed injuries have is their readiness to be
infected by microorganisms. The common solution to this issue is the
usage of antibiotics via oral or injected to the patient. Furthermore, the
suture thread used can serve as suitable places for pathogen
microorganisms to growth. To overcome these problems we propose
in the present project the synthesis of a composite from renewable
fibers and silver nanoparticles. These materials can be used as suture
threads. It is well known that metallic nanoparticles show different
properties than those of the bulk material such as electrical, magnetic
or optical. Especially, silver nanoparticles show very good antibacterial
properties with a wide spectrum preventing the growth of bacteria,
fungi and virus. There are many methods to obtain metallic
nanoparticles such as chemical, physical and biological. Each of these
methods has advantages and disadvantages. In this work we propose
the synthesis of silver nanoparticles by a green chemistry method,
namely bioreduction using for the first time Hetherotheca Inuloides
(Mexican arnica) extract. This is a green method that does not generate
toxic residues, the raw materials show low or no dangerousness and it
is carried on under ambient conditions (atmospheric pressure and
temperature). Moreover, we proposed the arnica since it shows anti
inflammatory properties that can be “transferred” to a composite
material via absorption of active molecules from the plant extract. Two
types of polymeric renewable fibres are proposed: Agave lechuguilla
which is a low cost regional plant; the second is natural silk and it is
used as comparison with the Agave lechuguilla fibers. Both fibers are
renewable, the same as the bioreductor used. The fibers were

characterized before and after being impregnated with silver
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nanoparticles by Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy
Dispersive Energy (EDS) and X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS).
Silver nanoparticles were studied by Transmission Electron
Microscopy (TEM) and UV-Vis spectroscopy (UV-Vis). Additionally, the
antibacterial properties of the composites were studied using two
types of bacteria: E. Coli and S. Aureus. Finally, mechanical testing of the
composites was carried out in order to determine if these materials
meet the requirements to be used as suture threads. Experimental
parameters were optimized to produce nanoparticles with diameters
less than 50 nm and low polydispersity as proved by TEM and UV-Vis.
The presence and dispersion of the nanoparticles on the surface of the
fibers was evidenced by SEM, EDS and XPS. We found that the particles
are found throughout the surface of each fiber. The composites of the
two types of fibers show antibacterial properties as proved by the
presence of the inhibitory halo formed around the fibers inside the cell
cultures. Finally, our composites show lower mechanical properties in
comparison to the pristine fibres, nevertheless, they can be effectively

used as suture threads.



INTRODUCCION

La nanociencia puede considerarse como uno de los mas ambiciosos e
innovadores proyectos cientificos a escala mundial, donde suman
esfuerzos un gran numero de investigadores de muchas disciplinas
cientificas, no puede denominarse, quimica, fisica, o biologia dado que
los cientificos de estos campos estan estudiando un campo
dimensional muy pequefio para una mejor comprensiéon del mundo
que nos rodea y donde las posibles aplicaciones podrian considerarse

casi de ciencia ficcion

Las nanoparticulas mas utilizadas son las metalicas y entre estas se
encuentra la plata, que posee propiedades, Opticas, cataliticas,
magnéticas y que ademas es reconocida por sus propiedades

antibacteriales de amplio espectro.

En este proyecto, se propone la sintesis de un bionanocomposito el
cual pudiera ser utilizado como un hilo de sutura “inteligente” el cual
pueda prevenir la posible infeccidn al coser una herida, lo cual provoca
un retraso en el proceso de curacion, o incluso causando un dafio
mayor en la herida, en la actualidad cuando se sutura a un paciente, es
necesario tomar antibioticos externos, para evitar una infeccion, pero
en muchos casos esto causa un efecto secundario en el sistema

biolégico del paciente.

Existen diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas de plata,
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos, dentro de los biologicos se
considera a la bioreducciéon, en particular esto se puede lograr
utilizando la infusidn de diferentes plantas, este método no requiere de
equipos costosos, y no presenta un riesgo elevado para el medio
ambiente, y se cumplen varios de los 12 principios de la quimica verde,

5



la cual se refiere a disefio de productos y procesos amigables con el

ambiente, ademas del uso de materias primas renovables.

Para este proyecto se utiliz6 Hetherotheca inuloides conocida como
arnica mexicana, como bioreductor, una planta medicinal que es
reconocida por sus propiedades antiinflamatorias, se realiz6 la
bioreduccion de nanoparticulas de plata sobre 2 fibras poliméricas
renovables, que fueron Agave lechuguila y un hilo de sutura comercial
de seda, para su evaluacién como hilos de sutura con propiedades

antiinflamatorias y antibacteriales.

Las fibras fueron caracterizadas, en su forma original por medio de
SEM, para analizar sus propiedades morfologicas, XPS para analizar el
ambiente quimico de las fibras. Los nanocompositos fueron
caracterizados igualmente por SEM, XPS, EDS, y las particulas de plata
fueron caracterizadas por UV-Vis, y TEM para analizar su tamafio y

forma.

Ademas de esto se realizaron pruebas mecanicas de las fibras sin y con
nanoparticulas de plata, también se realizé un tratamiento con azul de
metileno a las fibras de Agave lechuguila para suavizarlas, y se
compararon los resultados de las pruebas mecanicas con aquellas

fibras sin este tratamiento.

Se realizaron pruebas microbiolégicas, de los nanocompositos de seda
y agave lechuguila con nanoparticulas de plata, se propusieron 2
bacterias, una Gram + y una Gram -, S. aureus y E. coli respectivamente,
con lo cual pudimos comprobar que ambas fibras poseen propiedades

antibacteriales, esto mediante la presencia del halo inhibitorio.



1. ANTECEDENTES

1.1 NANOTECNOLOGIA

La ciencia e ingenieria de los materiales ha evolucionado a tal grado
que ha llamado la atenciéon de la comunidad cientifica, haciendo esta
parte importante de la investigacion de la mejora de los materiales a

altos niveles y es asi como se ha creado la nanotecnologia.

La nanotecnologia se refiere a la creacion, sintesis, diseino
manipulacién y explotaciéon de materiales através del control de la
materia, a nivel nanometrico (1 nm=10"%m), a este nivel las
propiedades de los materiales cambian significativamente al llegar a la
nano escala con respecto a los materiales en bulto. Entendiendo como
propiedad de un material, la magnitud que responde al aplicar un

cierto estimulo. (1)

La nanotecnologia ha tenido gran relevancia en los ultimos afos,
debido a sus diferentes aplicaciones en la medicina, catalisis, biologia,
ciencia de materiales, electrénica, ecologia, y en la industria de los

alimentos.(1-5)

Otro concepto importante que se debe de conocer es el que es una
particula en el rango nanométrico, y se define como un pequefio objeto
que se comporta como unidad entera, en términos de transporte y
propiedades. (6) No se tiene definido el rango exacto del tamafo de
una nanoparticula pues se considera un tanto arbitrario, para que ésta
sea considerada como nanométrica debe de tener al menos una

dimensién por debajo de los 100 nm. (7)



Clasificacion de los nano-materiales:

0 dimensiones: en el cual todas sus dimensiones se encuentran

debajo de los 100 nm

1 dimension o nanoalambres: la longitud es mayor de los 100
nanometros pero el diametro se encuentra por debajo de esta

magnitud

2 dimensiones 0 nanocapa: tienen un largo y ancho que rebasa

los 100 nanémetros pero el espesor es de escala nanometrica

3 dimensiones o nanocelda en la cual sus tres dimensiones

sobrepasan los 100 nanémetros



1.2 NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas mas utilizadas por su campo de aplicaciéon dentro
de la nanotecnologia son las metalicas (5) y dentro de éstas se
encuentra la plata [4] esta es la mas usada en la actualidad en el campo
de la medicina y en el cuidado de la salud aplicada a cremas, aerosoles
antisépticos, ropa, materiales de curaciéon etc. Por sus propiedades

antibacteriales (8)

Para comprender mejor el uso de la plata se requiere el conocimiento
de las propiedades de la plata, que es un metal muy ductil y maleable,
mas duro que el oro y presenta un brillo blanco metalico, se empafia en
presencia de ozono, sulfuro de hidrégeno o aire con azufre pero es

menos reactiva que el cobre.

Ademas tiene la conductividad eléctrica mas alta de todos los metales y

tiene el mayor indice de reflexidon de todos los metales, (9).

Las propiedades antibacteriales de la plata se fundamentan en que los
iones desestabilizan e incrementan la permeabilidad de membranas
bacteriales (10) por sus propiedades bactericidas han sido explotadas
desde miles de afios. Como un ejemplo tenemos a los romanos quiénes
utilizaban monedas de plata para purificar el agua siendo éste el inico
método efectivo conocido por ellos, y en la actualidad se continta
utilizando ya conociendo sus beneficios y sus aplicaciones, un caso
reciente es el uso de estas nanoparticulas metdalicas en los programas
espaciales de la NASA como la nave espacial Apollo en la cual las

utilizaron para purificar el agua a bordo de esa nave (11).

La Plata es un efectivo agente antimicrobial con baja toxicidad (12), lo

cual es importante especialmente en el tratamiento médico de heridas



donde la bacteremia (presencia de bacterias en la sangre) es

prevalente y su control es esencial.

Utilizando iones plata, es una forma de neutralizar los fluidos bilégicos
pudiendo causar anormalidad cosmética y argyria (es una condicion
causada por la exposicion de la piel al elemento plata o compuestos de
plata en el cual el sintoma mas dramatico es la coloracion azul-grisaceo
de la piel), lo que no ocurre con la utilizaciébn de nanoparticulas,
ademas de que en forma de nanoparticulas las concentraciones
requeridas estan en el orden de los nanogramos mientras que en en su

forma iénica estan en en el orden de los microgramos (13).

Con todo esto se sabe que las nanoparticulas de plata no presentan
riesgo toxico para el organismo, ademas de que estas las podemos
adherir a una gran variedad de materiales utilizandolos como soportes
de estas particulas y tomando las propiedades bactericidas de estas
nanoparticulas metalicas creando un halo de proteccidon contra hongos

y bacterias dandole a estos materiales multiples aplicaciones (14).

1.3 METODOS DE SINTESIS
Los métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas se clasifican

generalmente en tres tipos:

1.3.1 Métodos quimicos

Los métodos quimicos comunmente parten de la reduccion de una sal
metalica empleando reductores como boro hidruro de sodio [15],
bromuro de cetiltrimetilamonio, acido ascoérbico (16) glicoles (17)

polivinilpirrolidona en etanol (18), entre muchos otros, actualmente
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los métodos quimicos es una de las técnicas mas utilizadas aunque por
lo general, los agentes reductores son toxicos, ademas de los solventes

organicos que son nocivos para el ambiente.

También se pueden obtener nanoparticulas a través de
descomposicion quimica, térmica, fotoquimica o sonoquimica entre

otras. [19]

1.3.2 Métodos fisicos

Dentro de este tipo de métodos, la ablacion laser es una novedosa
técnica que puede ser empleada para la generacién de diversas
nanoestructuras, pero la mayor desventaja de este meétodo es el alto

costo de la infraestructura requerida, lo cual limita su uso. (20)

Otro método fisico es la mecanosintesis, la cual es una técnica capaz de
sintetizar materiales en una variedad de fases fuera del equilibrio
termodinamico, la evaporacion térmica es una técnica utilizada para la
obtencion de nanoparticulas de gadolino y europio, en esta sintesis se
ocupa un horno para la deshidratacion y descomposicion de las sales y

asi obtener nanoparticulas metalicas (21).

Por otra parte el espreado atomizado o en ingles sputering, también es

utilizado como ruta sintética de nanoparticulas metalicas. (22)
Finalmente la ablacién i6nica la cual es una técnica de sintesis fisica

para la obtencién de nanoparticulas metalicas de aluminio, niquel,

titanio entre otras y bimetalicas TiNi. (23)
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1.3.3 Métodos biologicos

Estos se refieren principalmente al uso de organismos vivos tales como
bacterias, hongos y plantas in vivo o utilizando su biomasa, la
necesidad de desarrollar métodos de sintesis que no perjudiquen al
medio ambiente dio lugar a que los investigadores estudien sistemas

biolégicos que sean utiles para el desarrollo de estos materiales.

La bioreduccion es un método que esta tomando fuerza, teniendo como
ventajas que es en método sencillo, no requiere de equipos costosos,
energéticamente economico y donde el solvente es agua, por estas
caracteristicas este método es accesible y con resultados aceptables.
Esto conlleva a que por las caracteristicas del método se cumplan
varios de los postulados de la quimica verde, de los cuales hablaremos
a continuacion. Uno de los primeros trabajos en esta area fue el
reportado Gardea-Torresday et al quienes desarrollaron técnicas y
métodos de bioreduccion para generar en este caso nanoparticulas de
oro y nano rods (24) (son objetos de una morfologia a nanoescala de
un rango de 1-100 nm), este método era originalmente utilizado en el
proceso para recobrar oro en la mineria, por biomateriales de
soluciones acuosas considerados como una alternativa para las
técnicas quimicas toxicas, también hay reportes de produccion de

nanorods y nanoparticulas por diferentes plantas. (25).
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1.4 QUIMICA VERDE

La quimica verde es un término introducido desde 1991 y se refiere al
disefio de productos y procesos benignos para el ambiente lo que ha
despertado mucho interés en los cientificos internacionalmente y este
concepto tiene 12 principios que son tomados como pautas y criterios
para el disefio de productos y procesos los cuales son de suma
importancia para tener en cuenta al disefiar nuevos procesos
conservando la quimica verde, estos principios se mencionan a

continuacion (26):

e Es mejor prevenir deshechos que tratarlos después de ya ser

formados.

e Los métodos sintéticos deben de ser disefiados para maximizar
la incorporacion de todos los materiales en el proceso del

producto final.

e Las metodologias deben de ser disefiadas para usar y generar
sustancias que posean poca o nula toxicidad para el humano y el

medio ambiente.

e Los productos quimicos deben de ser disefiados para preservar

su eficacia y funcionamiento mientras se reduce su toxicidad.
e El uso de sustancias auxiliares (disolventes, agentes de

separacion, etc.) deben ser innecesarios en cuanto sea posible e

inofensivo cuando se use.
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El requerimiento de energia debe ser tomada en cuenta para el
impacto en el medio ambiente, la economia y debe de ser
minimizado. Los métodos sintéticos deben de ser conducidos a

temperatura y presion ambiente.

Una materia prima debera ser preferiblemente renovable en vez

de agotable, siempre que sea técnica y econ6micamente viable.

Se evitara en lo posible la formacion de derivados, (grupos de
bloqueo, de proteccion/ desproteccion, modificacion temporal

de procesos fisico/quimicos

Se emplearan catalizadores (lo mas selectivos posible), en lugar

de reactivos estequiometricos.

Los productos quimicos se disefiaran de tal manera que al final
de su funcién no persistan en el medio ambiente sino que se

transformen en productos de degradacién innocua.

Las metodologias analiticas seran desarrolladas posteriormente
para permitir una monitorizaciéon y control en tiempo real de

proceso, previo a la formacion de sustancias peligrosas.

Las sustancias o la formacion de sustancias usadas en los
procesos quimicos deben de ser elegidas para minimizar los
accidentes quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e

incendios.
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El método que se propone para el desarrollo del presente proyecto de
investigacién, se lleva a cabo a temperatura ambiente, presion
atmosférica, utilizando agua como solvente, la propuesta de un
bioreductor como lo es la Hetherotheca inuloides (arnica mexicana)
utilizado por primera vez, el cual le podra conferir propiedades
antiinflamatorias al producto final, hace que se pueda considerar como

un método ecoamigable.

Las nanoparticulas se pueden obtener por métodos ya sean quimicos o
biolégicos con diferentes ventajas y desventajas, sin embargo los
estudios para la biosintesis van en aumento y de esta manera se puede
lograr mejorar las metodologias para obtener intervalos de tamafio

homogéneos. (13).
Ademas de esto, la biosintesis tiene la ventaja de que dependiendo el

agente natural que se utilice para la reduccion, el material en donde se

van a depositar las nanoparticulas le confiere las propiedades de esté.
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1.5 BIOREDUCTORES

Para este proyecto se busc6 un bioreductor con propiedades
antiinflamatorias por lo que se decidio utilizar la planta Heterotheca
inuloides conocida como arnica mexicana utilizada desde hace mucho
tiempo por sus propiedades para el tratamiento de contusiones,
moretones asi como heridas en la piel, y también un bioreductor con
propiedades cicatrizantes la cual es la planta medicinal Aloe vera, a

continuacion se realiza una descripcion de estas plantas.

1.5.1 Heterotheca inuloides

En la tabla 1 de presenta la clasificacion taxonémica del Heterotheca

inuloides

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta(plantas vasculares)

Superdivision Spermatophyta (plantas  con
semillas)

Division Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase Magnoliopsida (dicotileddneas)

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Tabla 1. Clasificacién taxon6mica de Heterotheca inuloides

Descripcion técnica

Habito y forma de vida: Planta herbacea perenne o quizas a veces

anual, a menudo floreciendo en su primer afio
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Tamano: Generalmente entre 50 y 70 cm puede llegar hasta 1.2m de

alto

Tallo: Erecto, generalmente no muy ramificado debajo de la
inflorescencia, estirado, con pubescencia piloso-hispida, de + 2 mm de
largo, ademas de otros pelos mucho mas cortos, que incluyen pelos

glandulosos

Hojas: inferiores sobre peciolos de 2 a 8 cm de largo, generalmente
ensanchadas en la base, limbo ovado a lanceolado, de 3 a 10 cm de
largo, de 1 a 3.5 cm de ancho, apice agudo a obtuso, margen entero a
profundamente aserrado, con pubscencia similar a la del tallo, hojas de
la parte media y superior sésiles, reduciéndose paulatinamente de

tamano, a veces oblongas u oblanceoladas.

Inflorescencia: Bien desarrollada en conjuntos coribiformes
Cabezuela/flores: Cabazuelas sobre pedunculos de hasta 8 cm de
largo, provistos por lo general de numerosos pelos glandulosos, de 2-4
cm de didmetro, sus bracteas alrededor de 80mm, lineares a subuladas,
las interiores de 9 a 13 mm de largo con pubescencia similar a la del

tallo y pedunculos.

Flores liguladas: de 25 a 40 mm sus laminas oblongas, de 8 a 15 mm

de largo

Flores del disco: de 40 a 150 y sus corolas de de 4 a 7 mm de largo
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Frutos y semillas: Aquenios de las flores liguladas triquetos, de 2 a 4
mm de largo, glabros o poco pubescentes, vilano o ausente o en forma
de corona; aquenios de las flores del disco obovados a oblanceolados,
de 2 a 5 mm de largo, sericeos, cerdas interiores del vilano de 4 a7 mm
de largo, blanquecinas o rojizas, cerdas o escamitas exteriores de 0.3 a

0.6 mm de largo

Raiz: pivotante

Los principales compuestos extraidos con acetona y metanol

caracterizados por RMN se presentan en la tabla 2

Principales compuestos del arnica extraidos con acetona y

metanol caracterizados por RMN

14
F']ii j CisH1602 acido 4-isopropil-1-metilnaftalen-

L 1?\” 15-oico

; Cl‘iﬁ@;

- 4 C1sH1803 3,7-dihydroxi-3(4H)-isocadalen-

? 4-ona

15\[% HM\]:m-i )
1"';w4 8 H1L:|\/ ,E-EIY C30H3603 dicadalenol

Tabla 2. Compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria del

Hetherotheca inuloides
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Se han hecho estudios donde tres de los diferentes componentes de la

Hetherotheca inuloides fueron encontrados de la aeriola de la planta, y

muestran actividad antiinfalamtoria de forma puntual, correlacionado

con el uso habitual de esta planta. (27)

1.5.2 Aloe vera:

En la tabla 3 se presenta la clasificacion taxonémica del Aloe vera

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Liliidae

Orden Asparagales
Familia Xanthorrhoeaceae
Subfamilia Asphodeloideae
Genero Aloe

Especie A. vera

Tabla 3. Clasificacién taxonémica de Aloe vera
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1.6 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Para efectuar el estudio de los microorganismos, se han disefiado
diversos métodos que permiten cultivarlos bajo condiciones
artificiales, y manejar un solo tipo de microorganismo. Una de las
técnicas mas usadas en el laboratorio de microbiologia consiste en
transferir una muestra microbiolégica de un ambiente determinado a

un medio de cultivo, lo que permite obtener cultivos microbianos (8)

Cultivar un microorganismo significa promover intencionalmente el
desarrollo de esté en medios de cultivo y condiciones de laboratorio
controladas. La poblacion de microorganismos desarrollada en un

medio se denomina cultivo.

Cuando éste contiene una sola especie de microorganismo, se
denomina cultivo puro o axénico. El segundo paso para obtener un
cultivo axénico es inocular o introducir, una sola célula de un
microorganismo en un medio solido o liquido previamente
esterilizado. De esta manera, se aisla un s6lo microorganismo del resto
y se podrd multiplicar en condiciones favorables. Un clon esta
constituido por una poblacién de células descendientes de un solo
microorganismo. Una colonia es un clon lo suficientemente grande

como para ser visible sobre la superficie de un medio solido.

Para el desarrollo de las pruebas microbioldgicas de este proyecto se
tomaron dos bacterias una gram positivo y una gram negativo,
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli que son 2 de los
microorganismos mas representativos y mas frecuentemente

utilizados para este tipo de estudios. (14)
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1.6.1 Escherichia coli

Se trata de una enterobacteria que se encuentra generalmente en los
intestinos animales, y por ende en las aguas negras, pero se le puede
encontrar en todos lados, dado que es un organismo ubicuo. Fue
descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von Escerich,
bacteriologo aleman, quien la denominé Bacterium coli.
Posteriormente la taxonomia le adjudicé el nombre de Escherichia coli,
en honor a su descubridor, en la tabla 4 se da la clasificacion

taxondmica de la E.Coli

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteriana
Familia : Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie E. coli

Tabla 4. Clasificacién taxonémica de la E. coli
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1.6.2 Staphylococcus aureus

Es una bacteria anaerobia facultativa, gram positiva, productora de
Coagulasa, catalasa, inmovil y no esporulada que se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que en una

de cada tres personas se hallan colonizadas, que no infectadas, por ella.

Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales
como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de
riesgo vital, como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis,
meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia. Ademas, también puede
afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por presencia fisica de
Staphylococcus aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilocécica

secretada por la bacteria.

En la actualidad, este microorganismo se encuentra como el principal
causante de las infecciones nosocomiales. Esta situacion se ve
favorecida por el hecho de que esta especie habita tanto en las
mucosas como en la piel de los seres humanos, lo que permite que a
través de las heridas quirtrgicas pueda penetrar en el torrente
sanguineo del paciente por medio del contacto directo o indirecto con
el personal sanitario, con un objeto contaminado o incluso con otro

paciente

Las cepas habituales de Staphylococcus aureus son resistentes a la
penicilina, dejando como los antibiéticos mas eficaces para combatirlos
a los aminoglucédsidos, las cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina.
Ademas de la administracion del tratamiento antimicrobiano

correspondiente, puede ser conveniente, en funcion del caso, la
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eliminacion de puertas de entradas, como catéteres venosos
permanentes o drenajes quirurgicos, en la tabla 5 se presenta la

clasificacion taxonomica del S.aureus

Reino Bacteria

Filo Firmicutes

Clase Bacili

Orden Bacillales

Familia Staphylococcaceae
Genero Staphylococcus
Especie S. aureus

Tabla 5. Clasificacién taxon6mica de S. aureus

1.7 HILOS DE SUTURA

Una de las aplicaciones potenciales de la nanotecnologia por su
importancia en la vida es la medicina y en este caso nos enfocaremos al
hilo de sutura. La palabra sutura describe cualquier hilo de material
utilizado para ligar los vasos sanguineos o aproximar (“coser”) los
tejidos. El proposito de una sutura es sostener en aposicion (juntos) los
bordes de una herida hasta que el proceso natural de cicatrizacion esté
suficientemente bien establecido para hacer que el soporte de la sutura

sea innecesario y redundante. (16)
A lo largo de los afios se han utilizado diferentes tipos de materiales

como hilos de sutura, desde tendones de animales, acido poliglicolico,

polimeros inorganicos, seda y catgut entre otros, todos ellos con sus
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ventajas y desventajas, estos se dividen por varios criterios y las

formas de clasificacion se presentan en la tabla 6 y figura 1:

DE ACUERDO CON 3U DE ACUERDC CCN SU DE ACUERDO CON EL
ABSORCION ORIGEN NUMERD DE HEBRAS
Absorbibles Maturzles Monafilamento
Mo absoribles Sintéticas MUt & enio

Tabla 6. Clasificacion de los materiales de sutura

MATERIALES DE SUTURA MONOFILAMENTO

w

Polipropileno Cat gut simple Acero
MATERIALES DE SUTURA MULTIFILAMENTO

G Gl &

Acido poliglicolico Poliéster Seda

Figura 1. Clasificacién de hilos de sutura por el numero de hebras

Las suturas monofilamento encuentran menos resistencia al pasar a
través del tejido, lo que las hace adecuadas, por ejemplo, para la cirugia
vascular. Deben manejarse con sumo cuidado, ya que si se comprimen
o aprietan, puede crearse una muesca o un punto débil en la sutura que

resulta en la ruptura de la misma.

Las suturas multifilamento construidas por varios filamentos torcidos

o trenzados juntos, proporcionan mayor fuerza de tensién y
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flexibilidad. También pueden venir recubiertas para facilitar el paso
suave a través del tejido y el manejo de la misma. Las suturas
multifilamento son adecuadas para procedimientos intestinales.

Las absorbibles se degradaran en el organismo sin intervencion
externa mientras que las no absorbibles deben ser removidas
manualmente a menos que sea la intenciéon dejarlas indefinidamente

en el organismo (15), ver tabla 7.

MATERIALES PARA HILO DE SUTURA

Absorbibles No absorbibles
Tripa de gato quirurgico Seda quirurgica
Poliglactina 910 Algodoén
Acido poliglicdlico Acero inoxidable quirdrgico
Polidioxanona Nylon (poliamida)
Poliglecaprone 25 Poliéster
Poligliconato Polipropileno
Monoderm

Tabla 7. Ejemplos de materiales de sutura absorbibles y no absorbibles

Existen ciertas caracteristicas o requerimientos de un hilo de sutura
para que sea util y funcional a continuacion se presenta un listado con

las cualidades de un hilo de sutura ideal (17)

e Debe tener la mayor fuerza de tensién compatible con las
limitaciones del calibre.
e Debe ser facil de manejar y requerir un minimo de fuerza para

introducirla en el tejido.
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e Debe estar asegurada en el empaque que se presenta para su
uso estéril y en excelente estado.

e Laintegridad y fuerza de la hebra debe permanecer intacta
hasta llegar a las manos del cirujano.

e Debe ser adecuado para todos los propositos.

e Debe ser no electrolitico, no capilar, no ferromagnético, no
alergénico y no carcinogénico.

e Debe causar minima reaccion tisular y sin propension al
crecimiento bacteriano.

e Debe ser capaz de resistir cuando se anuda sin deshilacharse o
cortarse (flexibilidad).

e Debe ser resistente al encogimiento de los tejidos.

e Debe ser absorbible y con minima reaccidn tisular después de
cumplir su proposito.

e Debe tener un comportamiento predecible.

e Debe tener un calibre uniforme y no deshilacharse al hacer los

nudos

Conociendo estas cualidades se puede buscar el cumplimiento de todas
o la mayoria de ellas, para asi poder obtener un hilo de sutura que sea

funcional y sirva como una aportacion a la medicina.
Para este proyecto se van a evaluar dos hilos de sutura, uno compuesto

de fibras de Agave lechuguilla (monofilamento) y un hilo de sutura

comercial de seda (multifilamento)
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1.7.1 Fibras de Agave lechuguilla

La planta de Agave lechuguilla forma una roseta de hojas suculentas de
hasta 45 cm de altura y 60 cm de ancho. Las hojas, llamadas “pencas”,
son fuertes y rigidas, con puntas endurecidas y muy afiladas, las cuales
facilmente pueden penetrar la ropa e incluso la piel. Esta florece una
vez en la vida antes de morir. Las flores son de color amarillo con tinte
rojizo y se encuentran en una inflorescencia que alcanza los 4 m de
altura. El néctar de las flores es un gran nutriente en la dieta de

insectos, murciélagos y algunas aves.

Los nativos habitantes de esas regiones utilizan las fibras
(comunmente llamadas “ixtle”, aunque una variedad dura es conocida
con el nombre comercial de “fibra Tampico”) de las pencas para
confeccionar cuerdas, tapetes y como materia prima para la industria
de las brochas y cepillos, gracias a sus propiedades mecanicas y

facilidad de manejo de las fibras. (20)

1.7.2 Fibras de seda

La seda es una fibra natural formada por proteinas. Aunque es
producida por varios grupos de insectos, en la actualidad solo la seda
obtenida de las larvas de Bombyx mori se emplea en la fabricacién
industrial textil, Las fibras de seda tienen una seccién transversal
triangular con esquinas redondeadas, esto refleja la luz a diferentes
angulos, dando a la seda un brillo natural. Tiene una textura suave y
lisa, no resbaladiza, a diferencia de las sintéticas. La seda es una de las
fibras naturales mas fuertes, pero pierde hasta el 20% de su fuerza
cuando esta humeda, tiene una buena capacidad de recuperarse de la

humedad, de alrededor de un 11%. Su elasticidad va desde moderada a
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pobre. La fibroina de la seda esta compuesta por la unién de los
aminoacidos glicina, alanina y serina en la estructura GLY-SER-GLY-

ALA-GLY y forma Beta-laminas (28).

La alta proporcién de glicina, que es uno de los aminodacidos de
molécula mas reducida, permite un empacado firme gracias al cual las
fibras se hacen fuertes y resistentes al estiramiento. La resistencia a la
tension es debida a los enlaces covalentes peptidicos. Dado que la
proteina toma la forma de una Beta-lamina, cuando el tejido se estira la
fuerza se transmite a estos fuertes lazos y de esta manera la fibra no se

rompe. (29)

El desarrollo de materiales nanocompuestos organico-inorganico que
se utilizan para la inmovilizacion de biomoléculas de nanoparticulas
inorganicas ha estado recibiendo cada vez mas atenciéon en
bioingenieria y ciencia de materiales. Entre una gran variedad de
biomoléculas, la fibroina de seda ha sido reconocida recientemente
como un atractivo molde para la sintesis de estructuras inorganicas a
tamafos nanometricos y micromeétricos, debido a una combinacion
unica de biocompatibilidad, biodegradabilidad, y excelentes
propiedades mecanicas tales como la resistencia a la traccién, alta
elasticidad y excepcional tenacidad (30). Diferentes materiales
inorganicos tales como silice, 6xido de titanio, 6xido de circonio,
magnetita, apatita, y nanoparticulas de metales han sido depositados o
crecido sobre o dentro de las matrices de seda para mejorar

propiedades mecanicas y épticas (31).
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Materiales de seda a base de nanoparticulas metdlicas incorporadas
son de especial interés ya que los nanocompuestos se han utilizado en
una variedad de aplicaciones tales como aplicaciones biomédicas,
recubrimientos antibacterianos, sensores de pelicula delgada, y

dispositivos de "memoria" plastica.
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2 TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.1 Espectroscopia UV-Vis

Esta técnica se basa principalmente, en la absorcidon de luz visible y
ultravioleta de un material a una longitud de onda especifica o en un
intervalo de longitudes de onda que se pueden relacionar en forma

cuantitativa o cualitativa con un espécimen.

Un fotometro es un instrumento utilizado para medir la
transmitanciade muestras liquidas o sélidas con un haz seleccionado
con un filtro de radiacion. Los métodos cuantitativos basados en la
absorcion requieren dos medidas de intensidad, una antes de que el
haz haya pasado a través del medio (lo), y la otra después (I). La
transmitancia y la absorbancia son los términos que se utilizan
ampliamente en la espectrometria de absorcion y se relacionan por la
razon Igy I la transmitancia T del medio es la fraccion de radiacion

incidente transmitida por el medio:

Por otra parte, la absorbancia A de un mzdio se define por la ecuacion:
A = —logwT=-log—
= 0giwl=—L0og T

Debe de tomarse en cuenta que, al contrario que con la transmitancia,
la absorbancia de un medio aumenta cuando la atenuacion del haz

incrementa.
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2.1.1 Plasmon superficial de nanoparticulas metalicas

El plasmén superficial es la excitacion de todos los electrones libres en
la banda de conducciéon que produce una oscilacion dipolar colectiva
de los electrones. El campo eléctrico de los fotones induce una
polarizacion de los electrones de conduccién con respecto a los
cationes de la nanoparticula metalica, de esta manera se crea una
diferencia de carga neta en la superficie que actiia como una fuerza
restauradora, que proporciona informacién sobre el grado de

agregacion del cumulo, la forma y tamafio de las nanoparticulas.

Generalmente, la longitud de onda maximo de absorcion varia con el
tamafio y la forma de las particulas. La banda de plasmén superficial es
sensible a los cambios en la composicion de la particula y a la presencia

de moléculas adsorbidas.

Para probar el efecto reductor del arnica se realizé un estudio por UV-
Vis de las nanoparticulas de plata generadas en medio acuoso para lo
cual se prepar6 en proporcion 1:1 una solucion de AgNO310-3M y del
extracto acuoso de Hetherothecainuloides. Se utiliz6 una celda de
cuarzo, con un barrido de 300 a 500 nm y el equipo utilizado fue un

espectrofotometro Hach DR 500.

2.1.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La microscopia electrénica es una técnica muy importante en el
analisis morfologico de materiales de diversa indole. Esta técnica
permite llegar a resoluciones mayores que la microscopia optica. Esto
se debe a que la longitud de onda de los electrones acelerados es
mucho mas pequefia que la longitud de onda de los fotones de la region

visible del espectro lo cual implica una mayor resoluciéon para las
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imagenes electrénicas. El principio de esta técnica se basa en el
bombardeo de una muestra con un haz de electrones y cuyas distintas
sefiales producidas (Figuras 2 y 3) son recolectadas por detectores

apropiados.

Disefio de un microscopio electronico de barrido

Filamento™» '\ Haz de
“ electrones
Anodo |
Lentes
magnéticas

Detector (ER) —¥ «—etector (ES)

<4——Muestra
Soporte —»

Figura 2. Esquema de un microscopio electrénico de barrido

Filamento: emite los electrones que chocan o atraviesan la
muestra y éstos pueden ser producidos por efecto termionico o

emision de campo.
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Lentes electromagnéticos: crean campos magnéticos que

dirigen y enfocan el haz de electrones hacia la muestra.

Detectores: estan compuestos por tres detectores que se
clasifican en imagenes de electrones secundarios, electrones de
retrodispersion y analizador EDS de rayos x caracteristicos

instalados dentro de la cAmara de vacio.

Soporte y muestra: la preparacion de las muestra es
relativamente sencilla. Solo se debe tener las siguientes

caracteristicas:

e Tamafio adecuado para introducirse en la camara.

¢ (Que no muestre presencia de humedad

e Que sea eléctricamente conductora. Este requisito se
cumple en los metales pero no asi en otro tipo de
materiales, por lo que para hacer a la muestra conductora
se la recubre de una capa de algiin material conductor tal

como el carbén o el oro.
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Interaccion del haz con la muestra

electrones incidentes

"T_FJ T"I alectronaz

retrod|spersados
S AW }f Y,
rayos
cmdcrlﬁﬁf%ﬁ-— e i A i ] g _./H electrones
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l e R i ’,f 27 1

e : e Ny f /
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electhones

abzorkidos

eloctranes tranzmitidos
v difractados

Figura 3. Posibles sefiales emitidas por una muestra al ser irradiadas

por un haz de electrones
Rayos X caracteristicos

Los rayos X caracteristicos son el resultado de la transicion de los
electrones excitados por el haz primario que al regresar a su estado
base o de minima energia, cada uno de los elementos emite rayos X

caracteristicos del atomo de donde son producidos.

Electrones Auger

Es un fendmeno fisico en el cual la desaparicion de un electrén interno
de un atomo causa la emision de un segundo electron. El segundo

electréon emitido es llamado electrén Auger. (26)

Para formacion de imagenes en el microscopio de barrido se utilizan
dos tipos de electrones: los secundaros y los retrodispersos.
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Electrones retrodispersos

Como se coment6 anteriormente, la sefial de electrones retrodispersos
(BSE backscatteringelectron) provienen de dispersiones elasticas. Una
fraccion de los electrones incidentes al penetrar en una superficie
plana son expulsados a través de la misma superficie. La
retrodispersion en muestras solidos muestran principalmente el efecto
de dispersion multiple, sin embargo una pequeifa fraccién de los BSE
provienen del evento de dispersion de gran angulo, resultando una
fraccion significativa de la corriente en el haz incidente que llega a ser
dispersada hacia fuera de la muestra y se puede cuantificar mediante el

coeficiente de retrodispersion:

_Npse _ lzsr

Ny iy

Donde, ng, nimero de electrones del haz incidente.

npsg, numero de electrones retrodispersos.

ip, corriente del haz incidente

ipsg, corriente de los electrones retrodispersos que viajan hacia afuera

de la muestra.

Los BSE ofrecen una sefial muy ttil en el SEM. Estos responden a la
composicion elemental de la muestra (contraste por nimero atémico),
superficial local (topografia o contraste de la forma), cristalografia
(conduccién de electrones), y campos magnéticos internos (contraste
magneético). Estos electrones eliminan una cantidad significativa de la
energia total del haz primario el cual podria contribuir a la produccion

de radiacion secundaria que da pie a poder medir rayos X
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caracteristicos en analisis cuantitativos de microanalisis. El
conocimiento de estas propiedades es necesario para una apropiada
interpretacion de las imagenes y un procedimiento correcto de

interpretacion del microanalisis.

Electrones secundarios

Los electrones secundarios (SE) son producidos principalmente como
resultado de interacciones entre un haz de electrones energético y un
enlace débil de electrones de en la banda de conduccion de metales, o
electrones de valencia de las capas externas en semiconductores y
aislantes. Dada la gran diferencia en energia entre el haz de electrones
y los electrones de la muestra solo una pequefia cantidad de energia

cinética puede ser transferida eficientemente y producir SE.

La seleccion de 50 eV como el limite superior es conservador dada la
distribucién en la cual el 90% de SE son emitidos con una energia
menor a 10eV. Comparados con el comportamiento de los BSE los
cuales incrementan su coeficiente casi monoténicamente con el
numero atdmico de la muestra, el coeficiente de SE para una fuente de

elemento puro es relativamente insensible al nimero atémico

Los SE son generados a través de la interaccion del haz principal con el
volumen de interaccion de la muestra, pero s6lo aquellos generados
dentro de la distancia de escape promedio llevan la informacion
detectada por el microscopista. Aquellos SE observables pueden ser

formados por 2 procesos distintos (Figura 4).
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Electrones retrodispersos
BSE

Haz de electrones

Figura 4. Diagrama de produccidn de electrones secundarios

1. Cuando el haz de electrones incidentes atraviesa la superficie de la
muestra se generan SE observables si estan dentro de una profundidad
5A (A es la longitud de onda del haz de electrones). En la nomenclatura
de Drescher (1970), este tipo de SE provenientes de esta profundidad
5A son designados como SE.. Esta es una sefial de alta resolucién y la

informacion de la superficie mas cercana.

2. Como un haz de electrones se dispersa dentro de la muestra y se
aproxima a la superficie para emerger como electrones retrodispersos,
los SE generados en el espesor de 5\ también pueden emerger. Pero
aquellos SE formados por la existencia de BSE son designados como

SEn.
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Dado que los SE; son una senal a consecuencia de los BSE y todo
cambio en SEnresponde a los cambios de BSE ésta es una sefial de baja

resolucion. Por lo que SE; y SEn son sefiales con informacion diferente.

2.1.2.1 ESPECTROMETRIA DE DISPERSION DE ENERGIA DE RAYOS
X (EDS)

Al interaccionar el haz de electrones incidente con los atomos del
material, puede incluso arrancar electrones (secundarios) de las capas
electronicas internas de los atomos, ionizandolos y por ende

dejandolos en un estado excitado.

Para regresar al estado base o de minima energia, un electréon de una
capa externa ocupara la vacancia, emitiéndose el remanente de energia

en forma de un rayo X caracteristico o un electrén Auger.

Para esto tenemos que entender el volumen de interaccién, que esta
directamente relacionado con el voltaje de aceleracion y la muestra

utilizada, para esto utilizaremos las siguientes imagenes (Figura 5).
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Figura 5. Profundidad de emision de Rayos X con respecto al voltaje de

aceleracion de electrones

El mecanismo de deteccidn consiste principalmente de un detector de
Si (Li) montado en tubo enfriado con N:liquido (dedo frio), la
electronica asociada al detector, una analizador multicanal vy

procesador de datos (Figura 6).
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Vantana se Bo  Dodo filo sallda

Figura 6. Detector de Rayos X en EDS

2.1.2.2 Condiciones del analisis por SEM y EDS

Las muestras fueron recubiertas de oro en una maquina de sputtering
DENTON VACUM DESK IV por 60 s A 30 mtorr y a 40 % intensidad del
plasma. Con esto se cumplié el requerimiento de que la muestra debe
ser conductora para microscopia electronica. Se utilizé6 un voltaje de
aceleracion de 20kV, una distancia de trabajo de 10mmyla sefal de

electrones secundarios para obtener las micrografias.
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2.1.3 Microscopia electronica de transmision

Al igual que la microscopia electronica de barrido esta técnica se basa
en el bombardeo de una muestra con un haz de electrones, pero en
este caso la muestra es atravesada por algunos electrones produciendo
diferentes tipos de interacciones y sefales. Los electrones difractados y
transmitidos forman imagenes generando informacién sobre la
estructura de la muestra. Finalmente, las sefiales son recolectadas por

detectores apropiados.

Lo caracteristico de este microscopio es el uso de una muestra ultra
fina (100 nm) y que la imagen se obtiene de los electrones que
atravesaron la muestra. Ahora bien, en un microscopio electrénico de
transmision, los electrones de una fuente de electrones entran en la
muestra, se dispersan al pasar a través de ellay se enfocan con un lente
objetivo, se amplifican mediante un proyector y finalmente se produce
la imagen deseada; a continuacion se muestra como esta estructurado

un microscopio electrénico de transmision (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del microscopio electrénico de transmision

Sus componentes principales son:

e (Cafion de electrones: emite los electrones que chocan o atraviesan

la muestra

¢ Lentes magnéticas: crea campos que dirigen y enfocan el haz de

electrones
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e Sistema de vacio: este es indispensable en el microscopio
electrénico de transmisién, ya que de no ser lo suficientemente alto
los electrones pueden ser desviados por las moléculas de aire

¢ Placa fotografica o pantalla fluorescente: la cual se coloca detras
de la muestra para poder observar la imagen aumentada con el ojo
humano

e Sistema de registro: muestra la imagen producida por los
electrones, que generalmente es una camara digital acoplada a una

computadora.

Obtencion de imagenes en campo claro.

Existen diferentes modos de formaciéon de la imagen en un microscopio
de transmisidn: si la imagen se forma a partir del haz transmitido, que
no ha sufrido dispersion, entonces la imagen del objeto es oscura sobre
un fondo brillante y se le denomina campo claro y es el modo que se

utilizé en este proyecto (Figura 8).

Haz incidente FA.I'I.FD CLARO S
imagen formada unicamente
conlos electrones
T nodifractados
Cristal | —
£
n’)lr IJII
Electron dispersado con i
gran angulo después de #
haber sufrido una colision / Electron débilmente dispersado
efasiica con Ia muestra después de-haber sufrido una
/ colision nelastica con fla muestra
¥ / |
v L
Aperfiirs del objgiva | Electron no dispersado, no ha sido

afectado al atravesar el cristal

Figura 8. Diferentes haces de electrones que pueden ser detectados
por TEM
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2.1.3.1 Condiciones de analisis por TEM

Para la preparaciéon de las muestras para el microscopio electronico de
transmision, se coloc6 una gota de suspensién coloidal de
nanoparticulas de plata en alcohol sobre rejillas de cobre recubiertas
con una capa de carbono, las nanoparticulas metalicas fueron extraidas
de las fibras poliméricas, con 4 horas de sonicacién en un equipo
BRANSONIC Ultra Sonic Cleaner 2510R-MH, posteriormente se dejaron
secar para su evaporacion, y se analizaron en un microscopio marca
JEOL modelo 2010 operado a 200kV de aceleraciéon y utilizando el

modo de campo claro.

2.1.4 Pruebas microbioldgicas

Para realizar las pruebas microbioldgicas se prepararon cajas Petri
esterilizadas, con agar semisdlido Muller-Hinton, y se realizé una

prueba de esterilidad del agar (Figura 9).

Figura 9. Preparacién de cajas Petri, con agar Muller-Hinton.
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Posteriormente se preparé un inéculo de células “jovenes” menores a
24 horas a 1.5X108 CFU/mL bacterias, midiendo esto comparando con

una solucion Mcfarland al 0.5 por turbiedad (Figura 10).

Figura 10. Medicion por turbiedad de inoculo 1.5X10”*8 CFU/mL

Después de esto se realizd la siembra de los microorganismos

utilizando el método de cultivo por estrias (Figura 11).

Figura 11. Siembra de S.Aureusvia cultivo por estrias
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Una vez teniendo la siembra se colocaron las fibras con nanoparticulas
de plata y se incubaron las cajas Petri por 24 horas para el crecimiento
del microorganismo verificando que sea axénico, el crecimiento se
monitoreo a las 18 y 24 horas para medir el halo inhibitorio dejado por

elcomposito.

2.1.5 Pruebas de tension
Fundamentos tedricos
Propiedades mecanicas de los materiales

En ingenieria se necesita saber como responden los materiales sélidos
a fuerzas externas como la tensién, la compresidn, la torsion, la flexion
o la cizalladura. Los materiales sélidos responden a dichas fuerzas con
una deformacién elastica (en la que el material vuelve a su tamafo y
forma originales cuando se elimina la fuerza externa), una deformacién

plastica o permanente o una fractura.

La tension es una fuerza que tira; por ejemplo, la fuerza que actia
sobre un cable que sostiene un peso. Bajo tensién, un material suele
estirarse, y recupera su longitud original si la fuerza no supera el limite
elastico del material. Bajo tensiones mayores, el material no vuelve
completamente a su forma original, y cuando la fuerza es ain mayor, se

produce la ruptura del material.

La elasticidades la propiedad de un material que le hace recuperar su
tamafio y forma original después de ser comprimido o estirado por una
fuerza externa. Cuando una fuerza externa actiia sobre un material
causa un esfuerzo o tension en el interior del material que provoca la

deformacion del mismo. En muchos materiales, entre ellos los metalesy
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los minerales, la deformaciéon es directamente proporcional al
esfuerzo. Esta relacién se conoce como ley de Hooke, asi llamada en
honor del fisico britanico Robert Hooke, que fue el primero en
expresarla. No obstante, si la fuerza externa supera un determinado
valor, el material puede quedar deformado permanentemente, y la ley
de Hooke ya no es valida. El maximo esfuerzo que un material puede
soportar antes de quedar permanentemente deformado se denomina

limite de elasticidad.

La relacion entre el esfuerzo y la deformacion, denominada moédulo de
elasticidad, asi como el limite de elasticidad, estan determinados por la
estructura molecular del material. La distancia entre las moléculas de
un material no sometido a esfuerzo depende de un equilibrio entre las
fuerzas moleculares de atraccion y repulsién. Cuando se aplica una
fuerza externa que crea una tension en el interior del material, las
distancias moleculares cambian y el material se deforma. Si las
moléculas estan firmemente unidas entre si, la deformaciéon no sera
muy grande incluso con un esfuerzo elevado. En cambio, si las
moléculas estan poco unidas, una tension relativamente pequefia
causara una deformacidn grande. Por debajo del limite de elasticidad,
cuando se deja de aplicar la fuerza, las moléculas vuelven a su posiciéon
de equilibrio y el material elastico recupera su forma original. Mas alla
del limite de elasticidad, la fuerza aplicada separa tanto las moléculas
que no pueden volver a su posicion de partida, y el material queda

permanentemente deformado o se rompe.
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2.1.5.1 Condiciones para las pruebas mecanicas

Para preparar las muestras de las fibras para las pruebas mecdanicas se
cortaron buscando uniformidad de didmetro a lo largo de la fibra. Para
poder sujetar las fibras con las mordazas se coloc6 resina epéxica en

cada lado de la fibra (Figura 12).

Figura 12.Resina epoéxica utilizada para sujetar las fibras

Se utilizaron 10 muestras por cada una de las diferentes fibras,
verificando que estas se rompieran de la parte central de la fibra para

poder validar la prueba (Figura 13).

Figura 13. Hilo de seda con nanoparticulas de Plata sujetado en prensa
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Los parametros de el experimento fueron de capacidad maxima de
1000 libras, velocidad inicial de 50 mm/s, y se realizé en una maquina

universal MTS QTEST/5 (Figura 14).

Figura 14. Fotografia del equipo de pruebas mecanicas MTS QTEST/5
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2.1.6 ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X es el método de
caracterizaciéon de superficies mas ampliamente utilizado hoy en dia, la
popularidad de esta técnica deriva del alto contenido de informacion
que suministra y la flexibilidad para ser utilizada en una gran variedad
de muestras. El mas basico anadlisis XPS de una superficie puede
proporcionar informacién cualitativa y cuantitativa de todos los
elementos presentes, excepto H y He. Con aplicaciones mas sofisticadas
de la técnica se obtiene informacion detallada de la quimica,

organizacion y morfologia de la superficie.

Para conocer la técnica XPS se ha de comprender el efecto fotoeléctrico

y de fotoemision.

Cuando un fot6n se encuentra con un atomo puede ocurrir (Figura 15):

e que pueda atravesarlo sin interaccion alguna

e que sea dispersado por un electréon de un orbital atomico con lo que

ocurre una pérdida de energia.

¢ que el foton interaccione con electréon de un orbital atomico con
una transferencia total de la energia del fotén hacia el electron,

ocurriendo la emision del electréon del atomo.

El segundo proceso es conocido como la dispersion Comptony puede
ser importante en procesos de alta energia, mientras que el tercer
proceso resulta ser basico para la técnica XPS. Cuando ningun electrén

ha sido emitido por el a&tomo, se debe a que la energia del foton es
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demasiado baja. Cuando aumentamos gradualmente la energia del
foton se comienza a observar la fotoemision de electrones del atomo.
Una vez superada la frecuencia umbral, el nimero de electrones
emitidos serd proporcional a la intensidad de iluminaciéon (mayor

numero de fotones de alta frecuencia de excitacion).

Por otra parte, la energia cinética de los electrones emitidos es
linealmente proporcional a la frecuencia de los fotones excitantes, si se
utiliza fotones de energia muy superior al umbral, el exceso de energia

es transmitido al electron que se emite. El proceso de fotoemision

-16
resulta ser extremadamente rapido, 10 s, y su fisica basica se

describe mediante la ecuacion de Einstein:
Eg=hv—KE

Donde E;es la energia de enlace del electrén en el dtomo, hv es la

energia de la fuente de rayos X, y KE es la energia cinética del electron
detectado que es medida por el espectrometro del XPS. Un electron
cargado negativamente se unira al atomo por atraccidon con su nucleo
positivo. Cuanto mas interno es el electron, mas fuerte sera su enlace.
La energia de enlace de un electrén variara segun el tipo de atomo
(valor absoluto de su carga nuclear) y de los atomos que a él se unan
(los cuales pueden alterar la distribucion electrénica). En el caso de los
is6topos, estos poseen distintos nimero de neutrones pero igual carga
nuclear, por tanto no varia la energia de enlace la energia de enlace que

se mide por XPS.
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Figura 15. Esquema de producciéon de fotoelectrones producidos por

Rayos X

e Los componentes primarios de un instrumento XPS son el sistema
de vacio, la fuente de rayos X, un analizador de energia del electrén y

un sistema de datos.
e La parte central del equipo lo constituye la cAmara principal de vacio
en la que la muestra es analizada, la realizacién del experimento en

condiciones de vacio se debe a:

e Los fotoelectrones han de viajar desde la muestra hasta el

detector sin colisionar con ninguna particula de fase gaseosa.

¢ Algunos componentes tales como la fuente de rayos X requieren

condiciones de vacio para mantener la operatividad.
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e La composicion superficial de la muestra ha de permanecer

invariable durante el experimento.

e Las muestras son introducidas en una primera camara donde se

procede a vaciar la atmdsfera existente y acercarse a un vacio de

6
10 torr. Alcanzar el ultra-alto vacio es una operacion lenta, cuya

duracién oscila entre varios minutos y horas.

La colocacion de la muestra en el interior de la cdmara se realiza
mediante una barra unida a un porta muestras. Dentro de la
camara principal, la muestra puede ser orientada en distintas
posiciones y se puede elegir la zona de la superficie a trabajar, todo

ello es controlado mediante una caAmara de video.

La fuente de rayos X mas utilizadas son las que emplean anodos de
Al o Mg, otros anodos son Si, Zr, Ag, Ti, Cr. La radiacién X es
monocromatizada antes de llegar a la muestra mediante el uso de
un cristal de cuarzo. Esto permite aprovechar el rango de energia
en que la intensidad de la radiacién X es maxima (normalmente un
ancho de 1 - 2 eV), evitar los picos satélites de fluorescencia de
rayos X, e impedir que electrones de alta energia provoquen golpes

de calor a la muestra y la degraden.
El 4rea de muestra que puede ser irradiada por los rayos X varia

entre zonas circulares de unos pocos centimetros de diametro

hasta unas 50 micras. Esta focalizacion depende de la geometria de
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la fuente y del tipo de cafién de electrones utilizado para estimular

la emision de rayos X.

La utilizacién de un monocromador disminuye la intensidad de
rayos X que alcanzan a la muestra. Esta disminucién en el flujo
energético es compensada en el sistema analizador, constituido por
lentes eficaces de captacion de radiacién, un analizador de energia

y un sistema detector multicanal.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 METODOLOGIA

Para llevar a cabo el presente proyecto, se siguieron los siguientes

pasos experimentales.

» Caracterizacion de las fibras en su forma original (sin

nanoparticulas de plata o algin otro tratamiento) por medio de

SEM y EDS

Caracterizaciéon de las fibras en su forma original (sin
nanoparticulas de plata o algun otro tratamiento) por medio de

XPS

Reduccion de plata Ag*! aAg? por medio de agentes naturales
con propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes, utilizando

Arnica mexicana.

Las fibras se impregnaron con los iones plata en una solucién
con la sal del metal por intervalos de tiempo, controlando cada
una de las variables, posteriormente se llevo a cabo la reducciéon
en presencia del bioreductor por intervalos de tiempo y
finalmente se dejé secar el material, permitiendo la pasivacion

de las nanoparticulas dejandolas listas para su caracterizaciéon

Variables a controlar en la sintesis

Concentracidn de la solucién precursora (0.01M a .0.0001M)
Tiempo de inmersion en la solucion metalica (15-30 minutos)

Tiempo de inmersion en el agente reductor (30-60 minutos)
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* Concentracion del agente reductor (10, 25,50 g/100ml)

» Caracterizacidén de las fibras con nanoparticulas de plata por medio

de SEM y EDS
» Caracterizacién de las nanoparticulas de plata por medio de UV-VIS

» Caracterizacion de las fibras con nanoparticulas de plata por medio

de XPS
» Caracterizacién de las nanoparticulas de plata por medio de TEM

» Pruebas microbiolégicas de E Coli (Gram -) staphylococcusaureus
(Gram+) vaciado en placa, medicién del halo inhibitorio en caja

petri

» Evaluacién de pruebas mecanicas

3.2 MATERIALES Y REACTIVOS

El material de vidrio utilizado tal como vasos de precipitado, matraces
Erlemeyer y aforados asi como pipetas, se lavaron previamente con
agua corriente y posteriormente con agua desionizada, asimismo, se

utilizé un matraz Kitazato y papel filtro Whatman No 5.

La sal metalica utilizada para la sintesis fue AgNOsz y fue adquirida de

la empresa Sigma-Aldrich, con una pureza de 99.999%

Para realizar la infusion de hetherothecainuloidesse adquirieron sobres
de té preparados de la marca Andhuac de 1 g cada uno, con una pureza

del 99.0%
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Las fibras de agave lechuguilla fueron obtenidas del sur del Estado de
México, estas, trabajadas de manera artesanal. Se llevé a ebullicion en
agua para quitar impurezas y lignina, posteriormente se cortaron
buscando un diametro uniforme a lo largo de la fibra, posteriormente
se trata con una solucién de azul de metileno con la finalidad de
suavizar las fibras. Este tratamiento consiste en llevar a ebullicién una
soluciéon de azul de metileno al 0.1 % de concentracion durante 5

minutos.

En cuanto a las fibras de seda se utilizaron hilos de sutura comerciales
de la marca Atramat, regular diametro 3-0 negra, trenzada y

siliconizada de 75 cm de largo.
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3.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE FIBRAS DE
AGAVE LECHUGUILLA E HILO DE SEDA CON HETHEROTHECA
INULOIDES

3.3.1 Impregnacion de iones de plata en las fibras

Se prepard una solucién de AgNOs a una concentracion de 1x10-3M con
agua desionizada, se colocaron las fibras en dicha solucién por 30

minutos, posteriormente se retiraron y se secaron.

3.3.2 Obtencion de nanoparticulas por reduccion in situ

Se utiliz6 1g de arnica por cada 100 ml de agua desionizada, se llevo a
ebullicion por 10 minutos, se filtr6 con un matraz Kitazato, embudo
Buchner y papel filtro Whatman No 5, y se colocaron las fibras
previamente impregnadas con iones de plata por 10 minutos a
temperatura ambiente, cumplido este tiempo se retiraron de la

solucion reductora y se dejaron secar para ser caracterizadas
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4. RESULTADOS

4.1 Nanocomposite of Agave lechuguilla natural fibers bearing silver nanoparticles formed by bio-
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Abstract

Silver nanoparticles were synthesized in situ, using a one-step green methodology with Heterotheca inuloides
(Mexican arnica) aqueous extract as reducing agent, and supported on a natural fiber material: Agave
lechuguilla. UV-Vis spectroscopy, X-Ray photoemission spectroscopy and transmission electron microscopy
were used to characterize the nanocomposite. Silver nanoparticles with an average size of 20 nm and with low
polydispersity were achieved. XPS studies revealed the presence of AgO phase in the nanoparticles obtained by
the same method in silk commercial suture thread, unlike, those nanoparticles embedded on Agave lechuguilla
fibers are composed entirely of Ag. Agave lechuguilla fibers—silver nanoparticles composite exhibited very good
antibacterial activity against S. aureus and E. Coli. Mechanical properties of this novel composite can be

compared to those of commercial silk suture thread.

Keywords: Natural fibers; silver nanoparticles; bioreduction; nanocomposites

Corresponding Author: Raul Alberto Morales Luckie. ramluckie@gmail.com

Introduction

Replacement of artificial fibers commonly used to prepare composites by alternative natural fibers is encouraged
in many fields for several reasons, which include the more responsible usage of planetary resources, the
manufacture of biodegradable pieces, and the reduction of production costs. (Fernando G. Souza Jr. et.al 2009)
Natural fibers are becoming matters of great interest due to their wide range of applications. Industrially natural
fibers are attractive due to their low environmental impact, renewability, biodegradability, low cost, lightness,
carbon dioxide neutrality, acoustic and thermal insulation properties and resistance, among others. (Mohanty
AK. et.al 2005) The biological nature of cellulose based material provides a direct opportunity to incorporate the
highly desirable characteristic of environmental friendliness into many products (Mohanty, A. K. et.al. 2000)
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According to the Technology Road Map for Plant/Crop Based Renewable Resources 2020, sponsored by the US
Department of Energy (DOE), the application of plant derived renewable resources may increase to 10% of the
basic chemical building blocks by 2020, and to 50% by 2050. (Mohanty A. K. et.al. 2002) The insertion of
natural fibers in the industrial, building and commercial market sectors has experienced a growth rate of 13%,
compounded over the last 10 years. (Natural Fiber Composite Market Report. 2004)

The use of biocomposites in a wide range of applications is expected to improve manufacturing speed and
recycling with enhanced environmental compatibility. (Bledzki A. K. 1999). The biodegradability of
biocomposites is attributed to organisms that have specific enzyme systems to hydrolyze carbohydrate polymers
from the cell wall into digestible units. Cellulose degradation through oxidation hydrolyses and dehydration
reactions reduce the biocomposite strength. Therefore, natural fiber reinforced composites offer the production
of a material with superior environmental and mechanical performance with a relative cost balance.
Nanotechnology had become an important part of materials science due to the capability of changing the
materials properties for many applications. Research on inorganic/organic nanocomposite materials is a fast
growing interdisciplinary area in materials science and engineering. It is well known that the properties of
nanocomposite materials depend not only on the properties of their individual components but also on
morphological and interfacial characteristics arising from the combination of distinct materials. (Sanchez, C
et.al. 2010).

Recently it has been demonstrated that natural cellulose fibers can be used as supports for nanoparticle synthesis
using in situ approaches and electrostatic assembly methods (He et al. 2003; Dong and Hinestroza 2009).
However, almost all literature reports on natural fiber’s surface modification with nanoparticles refer to cotton
and few references to other natural fibers are found so far. The use of unconventional natural fibers as solid
supports for metal nanoparticles synthesis is attractive to explore as they exhibit a heterogeneous and oxygen-
rich surface structure (Zhu et al. 2009). These unique surface properties can result in diverse nanoparticle shapes,
sizes and distributions that could confer, due to the shape- and size-dependent properties of the nanoparticles,
varied macroscopic properties such as color, conductivity and improved mechanical resistance to the modified
fiber (Liz-Marzan 2004). Among the vast variety of nanoparticles, silver nanoparticles (Ag NP’s) have been
extensively studied. They are known for their antibacterial properties and have been used in different products
such as antimicrobial gel (Jaya J. 2009), preservation of fruits and vegetables (Jochenweiss, P. 2000), healing
materials (Silver, S. 2006), antiseptic sprays (Melaiye, A.2005), among others. There are several methods of
synthesize nanoparticles such as, laser ablation (S. Shiv Shankar 2003), chemical reduction M.V. Roldan,
2008), mecano-synthesis, biological methods, among others. In recent years the bio-reduction of noble metal
ions with plant extracts to obtain nanoparticles has been gained importance (Fu, M. 2004 S. Shiv Shankar 2003,
Priyabrata Mukherjee Absar Ahmad 2001, Li, W.-R, 2011.) . Main advantages of this method are that expensive
equipment or chemical reactants are not required. In addition, these simple methods follow the principles of
green chemistry, which refers to the design of products and processes friendly to the environment (Paul T.
Anastas 2002).

Heterotheca inuloides is a medicinal plant that had been used for centuries to heal skin wounds and bruises, due
to its anti-inflammatory properties. Studies show that these properties could be given by the its main compounds:
cadalen-15-oic acid, 3,7-dihydroxy-3-isocadalen-4-one, and dicadalenol, found in the aerial parts of
Heterotheca inuloides (Lok, C. N.;2007) . In the medical field, when a wound is sutured there is always the risk

of infection (Stojadinovic A. 2008), delaying the healing process and in the worst scenario causing a bigger
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damage in the wound. Usually, the suture threads used in medical practice requires to the patients to take
external antibiotic drugs in order to avoid infection; however, these drugs in many cases show undesirable
secondary effects (Moyer, C. A.1965). Therefore, a suture thread that avoids the usage of external antibiotics is
desired.

In this work, Heterotheca inuloides, also known as Mexican arnica, is used for the first time as a bio-reducing
agent of silver ions to generate silver nanoparticles, which are supported on a natural fiber, Agave lechuguilla.
Structural and morphological characterizations, mechanical properties, and their capability to inhibit bacteria

growth, were determined for this Agave lechuguilla fibers-Ag NP’s novel composite.

Experimental

All reagents used were analytical grade. AgNO; was purchased from Sigma-Aldrich. Heterotheca inuloides
(Mexican arnica) was purchased from Anahuac Mexican teas, 99.90% of purity. Agave lechuguilla fibers were
obtained directly from the agave producers in the State of Mexico southern region, Mexico. Commercial suture

threads of silk (Atramat) were used, with regular taper point, black, braided, siliconized and non-absorbable.

Agave lechuguilla fibers preparation

Fibers were boiled for 1 hour to remove lignin impurities; then, were carefully cut to achieve a uniform diameter
along the whole fibers (400 pm approximately) with 40 cm of length. Additionally, some of these fibers were

treated with methylene blue to soften them and improve, thus, their handling for suture uses.

Synthesis of Agave lechuguilla/silver nanoparticles composite

1 g of Heterotheca inuloides (Mexican arnica) was poured into 100 ml of deionized water. The mixture was
boiled for 20 minutes, and then vacuum filtered and let standing to cool at room temperature. 1x10'2, 5x10'3,
1x107, 1x10™* M AgNO; deionized water solutions were prepared. Agave lechuguilla fibers were submerged
inside these solutions, for each concentration, at 1, 10, 30 and 60 min and, after that time, fibers were removed
and vacuum filtered. Then, Ag'" ions- impregnated fibers were soaked in the Mexican arnica solution at room
temperature at different times: 1, 10, 30 and 60 min. Finally, fibers were removed and dried at room temperature

for characterization. Same experimental procedures were carried out for commercial silk suture thread.

Agave lechuguilla/silver nanoparticles composite characterization

UV-Vis spectroscopy was performed in UV-Vis Spectrophotometer Model Carry 5000, using a quartz cell and
the wavelength range was from 300 to 600 nm. Scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive
spectroscopy (EDS) analysis were done in a JSM-6510-LV microscope (JEOL) at 20 kV of acceleration voltage
using secondary electrons. The samples were gold coated using a sputtering machine (DENTON). Transmission
electron microscopy (TEM) was carried on in a JEOL-2100 Microscope (JEOL) at 200 kV of acceleration
voltage in the bright field mode. In order to prepare the samples for TEM the polymeric fibers with the silver

nanoparticles were sonicated during 4 hours to detach the nanoparticles from the fibers; after that, a drop of the
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suspension was carefully placed on carbon coated TEM grid and left to evaporate. Mechanical testing was
performed using a QTESTS/5 universal machine (MTS) with a speed head of 100 mm/min. The values of the

mechanical properties of the fibers are the mean values of 5 different specimens for each sample.

Antibacterial studies

To perform the microbiological tests, stripe growth Petri dishes with semi solid Muller-Hinton agar were
prepared. Staphylococcus aureus (gram +) and Escherichia coli (gram-) were the chosen control bacteria.

Bacteria growth was monitored at 18 and 24 hours.

Results and discussion

In order to find the best conditions for obtaining Ag nanoparticles well dispersed throughout the surface of the
fibers without agglomeration and in a sufficient amount to deliver antibacterial properties we studied the effect
of the synthesis parameters as mentioned in the previous section. We found the optimum silver ion impregnation
time at 30 min. With less time we could not detect any silver on the surface by EDS while for longer times we
found big agglomerations of silver particles forming many micrometric clusters. Regarding the AgNO;
concentration the optimum was 10x10°M. A higher concentration would yield big micrometric aggregates while
fewer amounts would lead to a scarce amount of surface silver. We found that 10 minutes of reduction time was
enough to reduce all the silver ions since longer times did not result in higher amounts of Ag on the fibers
surface. Finally, the most suitable bioreductor concentration was 1 mg/100mL. All higher concentrations
resulted in the formation of big agglomerates which were not uniformly dispersed throughout the surface of the
fibers. In order to verify the effectiveness of Heterotheca inuloides as bio-reductor the plant infusion was mixed
with AgNOj; solution for 10 minutes at ambient conditions. The solution color changed from light yellow to light
brown as the reduction of silver ions to nanoparticles took place. This was confirmed by UV-Vis spectroscopy.
Figure 1 shows the UV-Vis spectrum of the silver nanoparticle solution, a single broad peak at 450 nm is

observed, which is the typical plasmon absorption signal of silver nanoparticles (Fu, M. 2007).
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Fig. 1 UV-Vis spectrum of silver nanoparticles obtained with Heterotheca inuloides as bioreductor.

According to the composition of Heterotheca inuloides (Guillermo Delgado 2001) the main molecules
responsible for the bio-reduction are those with phenolic groups, which act similarly than in other plant bio-
reduction systems (Bhattacharya, D.2005 ). These molecules are also responsible of the stabilization of the silver
nanoparticles leading to narrow size dispersion and non-agglomerated particles, as confirmed by TEM analysis.
Figure 1 also shows TEM images of the silver nanoparticles synthesized with Heterotheca inuloides as
bioreductor detached from the surface of the agave fiber. As already mentioned, the particle size dispersion is
pretty narrow, while their shape tends to be spherical. Furthermore, the particles are well dispersed although a
few scattered clusters are also observed (see Figure 4a). The mean particle size is 16 nm, well below 50 nm,

which is important to maintain antibacterial properties (Lok, C. 2007).
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Fig. 2 TEM micrographs of silver nanoparticles synthesized with Heterotheca inuloides as bioreductor.

Figure 3 shows the silver nanoparticle sizes histogram, demonstrating their narrow dispersion. Similar results

were obtained when silver nanoparticles were grown on silk fibers.
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Fig. 3 Size histogram of silver nanoparticles synthesized with Heterotheca inuloides as bioreductor

SEM analysis showed that particle agglomerates, with sizes of less than 200 nm, were formed on the surface of
the Agave lechuguilla fibers (Figure 4A). A chemical mapping using EDS (Figure 4b) shows that elemental Ag

particles are present throughout the surface of the Agave lechuguilla. In the case of silk fibers, such Ag
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nanoparticles agglomerates could not be observed and only the EDS mapping revealed the presence of Ag on the

surface similarly to the Agave lechuguilla fiber.

Fig. 4 (A) SEM micrograph of Agave lechuguilla fiber with silver nanoparticles. (B) Chemical mapping of Ag in

the area. (C) EDS spectrum of the nanocomposite.

Nevertheless, EDS studies are not enough to assure that Ag metallic nanoparticles are present instead of the
undesired metal oxide. Therefore, XPS was used to elucidate the oxidation state of silver on the fibers surface.
By deconvoluting the Ag peak in the high resolution XPS spectrum of silk with Ag nanoparticles (Figure 5), it
was found that silver oxide (AgO) is present with an abundance of about 14% compared to that of the Ag metal
peak. From the spectrum is not possible to know if there are metal oxide particles as well as metallic Ag particles
or there are metallic particles covered with a thin layer of oxide, or both situations co-existing. On the other
hand, for the Agave lechuguilla fibers bearing Ag nanoparticles, the AgO signal was not observed (Figure 6) and
only the metallic corresponding peaks are shown. Thus, the oxide phase present when using silk as supporting
fiber could be formed due to the presence of certain proteins that can lead to a partial oxidation of the Ag atoms
(Sutherland TD 2010). This is not the case of Agave lechuguilla, since it is mostly composed of nitrogen-free

cellulose (Nishiyama, Yoshiharu 2002).
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Figure 6. High resolution XPS spectrum of Ag 3ds,, from silver nanoparticles on silk suture thread.

In the antimicrobial study, two types of bacteria were tested in this study: S.aureus (gram +) and E. coli (gram -).
Functional composites silk and Agave lechuguilla bearing Ag nanoparticles inhibit the growth of the two types

of bacteria. This is clear by observing, in figures 7 and 8, the inhibitory halo around the fibers, which has
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approximately three times the fibers’ width. However, it is also clear that the inhibitory halo in silk/Ag
nanoparticles composite is smaller than the one exhibited for Agave lechuguilla/Ag nanoparticles composite,
showing weaker antibacterial efficiency for the former; this phenomenon can be due to the presence of AgO in
the silk fibers, as demonstrated before with XPS study. As it is well known, the general antibacterial mechanism

of silver is by cell wall breakdown and inhibition of intracellular enzyme activity (Li, W.-R. 2011).

Figure 7. Agave lechuguilla with silver nanoparticles, in agar Muller-Hinton and S.aureus (gram +)

In solution, the antibacterial behavior of Ag nanoparticles arises from the direct contact bacteria-nanoparticle;
however, when nanoparticles are attached to a natural polymer fiber, the inhibitory halo appears because of the

releasing of Ag into the agar medium (Zhao, Y. 2012).
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Figure 9. Agave lechuguilla with silver nanoparticles in agar Eosin methylene blue with E. coli (gram -).

Figure 10. Silk suture thread with silver nanoparticles in agar Muller-Hinton with S. aureus (gram+)
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Figure 11 Silk suture thread with silver nanoparticles, in agar Eosin methylene blue with E. coli (gram-).

Since these fibers are to be used as suture threads it is important to study their mechanical properties before and
after the Ag nanoparticles impregnation. Fig 12 shows the elastic modulus of the fibers. The modulus decreases
when nanoparticles are incorporated to the fibers. The most affected fiber is silk since it shows a reduction of
25% with respect to the untreated fiber. However, the fibers of Agave lechuguilla and Agave lechuguilla treated

with methylene blue, shows only a 5% and 9% modulus reduction with respect to the untreated thread.
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Figure 12. Mechanical properties of the fibers with and without silver nanoparticles. A) Pure silk. B) Silk with
Ag nanoparticles. C)Pure Agave lechuguilla. D) Agave lechugilla with Ag nanoparticles. E) Treated MB Agave
lechuguilla with Ag nanoparticles.

Another important mechanical property for these materials is the stress at break, which is the maximum load that
the thread can bear before rupture. Figure 12 shows this property for the impregnated and not impregnated fibers.
Again, a reduction of the stress at break when Ag nanoparticles are adhered to the fibers can be seen. In silk this
reduction is not substantial (only 2%). Unlike, for Agave lechuguilla the reduction is 53%. However, when this
fiber is treated with methylene blue the stress at break is 24%. The reduction of the mechanical properties of the
fibers can be attributed to the entering of water inside the fibers during the impregnation process weakening the

material.

Conclusions

Agave lechuguilla fibers—silver nanoparticles composite has been successfully prepared with a novel, one-step
green methodology, using Heterotheca inuloides (Mexican arnica). This bioreduction method has proved to be
uncomplicated, cost-effective and environmentally friendly to obtain silver nanostructures with low
polydispersity and with an average size of 20 nm. Another important finding in this study is that Ag
nanoparticles obtained on Agave lechuguilla fibers are AgO free, as proved by XPS, which could be important
for potential applications of the nanocomposite. In fact, the Agave lechuguilla fibers—silver nanoparticles
composite exhibited very good antimicrobial properties towards both, gram(+) and gram(-) bacteria. In addition,
mechanical properties of Agave lechuguilla thread bearing silver nanoparticles are improved in comparison to
those of commercial silk suture thread, which, besides to the probed antimicrobial properties, make this

composite a very good candidate to be used as smart suture thread in surgical procedures.
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4.- CONCLUSIONES

Con el desarrollo de este proyecto se puede concluir, que el arnica
mexicana (Hetherotheca inuloides) es un bioreductor efectivo, ya que con
1g/100ml y 10 minutos de reduccién, obtenemos nanoparticulas de plata

menores a 50 nm con una dispersion baja de forma y tamafio.

La concentracion 6ptima de AgNOs fue de 1x10-3 M, ya que obtuvimos
nanoparticulas por debajo de 50 nm, sin aglomeraciones y en una

cantidad adecuada para que la fibra presente propiedades antibacteriales.

Las fibras de Agave lechuguilla presentaron muy buenas propiedades
antibacteriales, como se puede observar en las imagenes de las pruebas
microbioldgicas, éstas presentan un halo inhibitorio de aproximadamente
de 2 veces el diametro de la fibra, lo cual es importante para cumplir su

proposito como hilo de sutura antibacterial.

Las fibras de seda, generaron un halo inhibitorio de menor tamafio que
las de Agave lechuguilla , pero aun asi cumplen como hilo de sutura con

propiedades antibacteriales.

Como podemos observar en las pruebas mecanicas se obtuvo un cambio
en el comportamiento, con la adicién de las nanoparticulas, esto se puede
atribuir al tratamiento que se les da a las fibras como parte de la sintesis

in situ de las nanoparticulas, como la inmersién en una sal metalica
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Las nanoparticulas se sitiian en la superficie de las fibras y no como parte
estructural, con lo que se concluye que las nanoparticulas no afectan el

comportamiento mecanico del composito.
Las fibras mostraron una buena factibilidad, para su posible uso como

material de sutura, antibacterial con propiedades anti inflamatorias y

cicatrizantes.
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