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RESUMEN

Las quemaduras son una de las heridas mas frecuentes en el mundo. Los decesos relacionados con
este tipo de lesién no ocurren por la quemadura en si, sino por el ambiente propicio que se genera
en el cuerpo, el cual favorece el desarrollo de colonias bacterianas. Para reducir la mortalidad por
guemaduras, se busca el desarrollo de un apésito que propicie la regeneracion de células epiteliales,
que sea biocompatible, antimicrobiano y con resistencia mecanica, ademas de actuar como una capa

protectora entre la zona afectada y los agentes externos.

En este estudio, se desarroll6 una membrana a partir de electrohilado compuesta por partes iguales
de quitosano, PVA y mucilago de nopal. Este Ultimo ha sido utilizado desde hace tiempo en la
medicina tradicional mexicana para tratar quemaduras debido a sus propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias. Por su naturaleza hidrocoloidal, le permite formar un hidrogel al contacto con el

exudado de la herida, permitiendo asi una capa protectora.

Por otra parte, el quitosano es una molécula altamente biocompatible, antimicrobiana y que estimula

la regeneracion celular.

La interaccion molecular existente entre el mucilago, quitosano y PVA permitié obtener resultados
prometedores. Las membranas obtenidas fueron analizadas mediante FTIR para identificar su
“huella dactilar’ molecular. Analizando las interacciones quimicas entre grupos funcionales
presentes, se puede descartar la presencia de compuestos no deseados, asi como asegurar la
presencia de grupos funcionales de interés, como los grupos aromaticos interaccionando con los
carbonilos.

Ademas, se realizé un andlisis SEM para visualizar los diametros de las nanofibras que resultaron
ser de entre 10 nm a 750 nm. Los resultados sefialan que la presencia de mucilago de nopal en
membranas de quitosano y PVA mejora significativamente su efectividad antimicrobiana contra las
bacterias E. coli y S. aureus, ademas de aumentar la resistencia mecanica de las membranas. En

contraparte, la variacion en la concentracion de quitosano no presentd diferencias significativas.

Quitosano, PVA, mucilago, electrohilado.

RAMIREZ ALVAREZ CARLO IVAN | iii



ABSTRACT

Burns are among the most common injuries worldwide. Deaths related to this type of injury are not
caused by the burn itself but rather by to the favorable environment created in the body, which
promotes the growth of bacterial colonies. To reduce burn-related mortality, the development of a
dressing that promotes epithelial cell regeneration, is biocompatible, antimicrobial, and mechanically

resistant, and acts as a protective layer between the affected area and external agents is sought.

In this study, a membrane was developed through electrospinning, composed in equal parts of
chitosan, PVA, and nopal mucilage. The latter has been used for a long time in traditional Mexican
medicine to treat burns due to its antimicrobial and anti-inflammatory properties. Its hydrocolloid

nature allows it to form a hydrogel upon contact with wound exudate, thus creating a protective layer.

On the other hand, chitosan is a highly biocompatible, antimicrobial molecule that stimulates cell

regeneration.

The molecular interaction between mucilage, chitosan, and PVA resulted in promising results in all
tests. The membranes obtained were analyzed by FTIR spectroscopy to identify their molecular
"fingerprint". By analyzing the chemical interactions between the functional groups present, it was
possible to rule out the presence of undesired compounds and confirm the presence of functional

groups of interest, such as aromatic groups interacting with carbonyl groups.

Additionally, SEM analysis was performed to visualize the diameters of the nanofibers, which ranged
from 10 nm to 750 nm. The results indicate that the presence of nopal mucilage in chitosan and PVA
membranes significantly improves their antimicrobial effectiveness against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, as well as increases the mechanical resistance of the membranes. In

contrast, variations in chitosan concentration did not produce significant differences.

Chitosan, PVA, mucilage, electrospinning.
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CAPITULO I: ANTECEDENTES
1.1 PROBLEMATICA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la cifra anual de muerte por quemaduras
en el mundo es de aproximadamente 180 mil. En México, se tiene registro de que alrededor del 56%
de quemaduras han ocurrido en adultos de entre 20 y 50 afios, mientras que el 32% es en nifios de
entre 0 y 19 afios. Ademas, en el segundo caso, la principal causa es por contacto con liquidos

calientes en el hogar y ocurren con mayor frecuencia en nifios de 4 afios [53].

En cualquiera de los dos casos, si las quemaduras no son tratadas correctamente, pueden dejar
cicatrices que, a su vez, provocan un dafio en la identidad de la persona afectada. Segun la clinica

Mayo [45] las complicaciones causadas por lesiones de quemaduras incluyen, entre otras:

* Infecciones bacterianas (sepsis): Se refiere a la presencia de bacterias en el torrente
sanguineo, lo que puede llevar a una respuesta inflamatoria generalizada del cuerpo. La

sepsis es una afeccion grave que puede resultar de infecciones no controladas.

+ Pérdida de liquidos (hipovolemia): Esto ocurre cuando una persona pierde una cantidad
significativa de liquidos, como sangre o fluidos corporales, lo que puede llevar a una
disminucién peligrosa en el volumen sanguineo. La hipovolemia puede tener diversas

causas, como hemorragias o deshidratacion.

* Crecimiento excesivo de tejido cicatrizal (queloides): Los queloides son un tipo de cicatriz
gue se forma después de una lesion en la piel, como una herida o una cirugia. En lugar de
sanar de manera normal, los queloides crecen de manera excesiva y pueden sobresalir en

la piel. Son una respuesta anormal del cuerpo al proceso de cicatrizacion.

» Cancer de piel: En las zonas donde existe alguna cicatriz por quemadura, es probable
desarrollar este tipo de cancer, debido a la alteracién celular que se sufre al estar expuesto

a altas temperaturas.

Tratandose de quemaduras una de las mejores maneras para curarlas son los apésitos. Si bien
anteriormente los apdsitos se definian como un producto que aislaba una herida de factores y
patégenos externos, los apositos modernos buscan ir mas alla del simple aislamiento de la herida

de bacterias y elementos infecciosos que puedan iniciar una contaminacion dentro del cuerpo.
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Actualmente los apdsitos estan compuestos de biomateriales capaces de imitar algunas funciones

de la matriz extracelular (MEC) de la piel.

Si bien los apésitos adn tienen como objetivo ser aplicados directamente sobre la herida, actuar
como barrera y no depender de algin mecanismo de accién para poder actuar, los apdsitos actuales

tienen la cualidad de absorber el exudado y actuar como andamio para la regeneracion celular.

Estas propiedades pueden ser mejoradas con el uso de funciones bioldgicas como agentes
antimicrobianos o desbridantes [44]. Siguiendo con esta idea, es posible hacer apositos que, en su
estructura, contengan proteinas, polisacaridos, etc. Tomando esto en cuenta, junto con las
complicaciones de las quemaduras, se busca desarrollar un apdésito no adhesivo a base de mucilago
de nopal (un polisacarido) que no solo estimule la regeneracion celular, sino que también manifieste

la propiedad antibacteriana presente en el mucilago de nopal.

Las propiedades analgésicas y antiinflamatorias presentes en el mucilago de nopal y en el quitosano,
los convierte en candidatos ideales para la fabricacion de una membrana que ayude al tratamiento

de quemaduras [71].

Ademads, las investigaciones sobre membranas realizadas con electrohilado muestran que sus
caracteristicas como la uniformidad, flexibilidad y comportamiento mecanico las convierte en una
mejor alternativa en comparacion a las membranas obtenidas por otros métodos. Para la elaboracién
de la membrana en esta tesis, se extraera mucilago de nopal, el cual se combinara con PVA y
quitosano, para su posterior electrohilado. Esta combinacion de materiales busca una manera
eficiente e innovadora de tratar heridas ocasionadas por quemaduras mediante apdsitos funcionales

y biocompatibles.

1.1.1 HERIDAS

La herida se puede definir como la interrupcion en la continuidad celular de la piel o de la mucosa
generada por algin factor fisico o quimico. Esta alteracion tiene como sintomas: dolor; inflamacion,

hemorragias; ruptura de bordes en la piel, entre otros. [49]

Las heridas pueden clasificarse segun diversos aspectos, tales como su apariencia, el mecanismo
de accion, si comprometen otras estructuras no cutaneas, la pérdida de sustancia, si penetran en
alguna cavidad o compartimiento, y segin su grado de contaminacion. No obstante, el enfoque se
centrara en el primer criterio, el cual se subdivide en 9 tipos de heridas [57], siendo la Ultima de

particular interés para esta investigacion:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Contusa: Se produce por el impacto de un objeto obtuso. Este tipo de herida se identifica
porque el tejido impactado presenta aplastamiento. Los bordes de la herida no son nitidos
ni regulares, ya que el dafio se extiende a los tejidos circundantes.

» Ej. Un golpe con un martillo en la piel o un hematoma por una caida sobre una

superficie dura.

Cortante con bordes netos: Herida causada por un objeto afilado, que atraviesa la piel de
manera limpia. Los bordes de la herida son lisos y bien definidos.
> Ej. Un con un cuchillo de cocina o una herida producida por un bisturi durante una

cirugia.

Contuso-cortante: Es una herida que combina caracteristicas de una herida contusa y una
cortante. Se produce cuando un objeto obtuso y afilado causa un corte mientras aplasta los
tejidos.

> Ej.: Un machetazo, donde el impacto no solo corta la piel, sino que también aplasta

los tejidos subyacentes, causando dafio tanto superficial como profundo.

Punzante: Se refiere a una herida producida por un objeto afilado y delgado que perfora la
piel y penetra en los tejidos. Generalmente, el dafio puede ser mayor en los tejidos internos
que en la piel superficial.

> Ej. Una herida causada por una navaja. Estas heridas son peligrosas, ya que pueden

afectar organos internos.

Atricién: Esta herida ocurre cuando una parte del cuerpo es aplastada o comprimida de
manera intensa, lo que destruye el tejido blando y, en ocasiones, los huesos. Puede haber
dafio muscular, fracturas y sangrado interno.

» Ej. Un accidente de coche donde la pierna queda prensada entre dos piezas

metalicas.

Avulsion: Es una herida que implica la pérdida de una parte del cuerpo, ya sea por
arrancamiento o amputacion.

» Ej.: La pérdida de un dedo a causa de la mordida de un animal.

A colgajo: Esta herida se produce cuando un trozo de piel y tejido subyacente se separa del
cuerpo, pero permanece unido por una pequefia porcién.
> Ej. Una mordida de algun animal que, en vez de arrancar un dedo, este quede aun

conectado a la mano por una pequefia porcion de piel.
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8) Abrasiva o erosiva: Se caracteriza por la pérdida de la capa mas superficial de la piel, la
epidermis, sin afectar las capas profundas. Estas heridas suelen ser dolorosas debido a la
exposicion de las terminaciones nerviosas.

» Ej. La caida de una bicicleta en movimiento, que provoca una herida abrasiva en la

rodilla de un nifio

9) Herida por Quemadura: Son heridas producidas por calor, productos quimicos, radiacion o
electricidad.

» Ej. Una quemadura en el dedo por contacto con el comal encendido.

1.1.2 HERIDAS POR QUEMADURA

Las heridas por quemaduras se pueden producir por productos quimicos y/o agentes fisicos y son
lesiones tisulares con destruccion celular, lo que conlleva pérdida de liquidos, destrucciéon de vasos
sanguineos y formacion de edemas. Las causas mas comunes que generan estas heridas son por
fuego, objetos o liquidos calientes, vapor, exposicion prolongada a los rayos del sol, electricidad y

sustancias quimicas [28,31].
Estas lesiones, sin importar la causa, se dividen en 3 tipos [35]:

¢ Quemaduras de primer grado: Solo afectan la capa mas externa de la piel y se caracterizan

por enrojecimiento, dolor y sensibilidad al tacto.

e Quemaduras de segundo grado: Afectan tanto la capa superior como la inferior de la piel, lo

que resulta en ampollas, dolor y enrojecimiento intenso.

e Quemaduras de tercer grado: Daflan todas las capas de la piel, incluidos los tejidos
subyacentes, lo que produce una piel carbonizada, insensible al dolor y de color blanco o

negro.

Para evitar complicaciones, se han desarrollado tratamientos especificos segun el tipo de
quemadura. En las quemaduras de primer grado, generalmente se recomienda lavar la zona con
abundante agua, ademas del uso de cremas y ungiientos. En las quemaduras de segundo y tercer
grado, aunque se usan pomadas o0 ungientos para hidratar la piel, también son necesarios otros
tratamientos, como medicamentos para prevenir infecciones y la aplicacion de apésitos [31,54]. Ante
estas necesidades, los biomateriales han cobrado relevancia al ofrecer apésitos biocompatibles y

bioactivos que favorecen la regeneracion celular.
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1.2 BIOMATERIALES

Existen registros histéricos que avalan el uso de biomateriales desde hace siglos. Un ejemplo es la
ligadura de vasos sanguineos en situaciones de hemorragia, utilizando cabellos y plantas con
propiedades hemostaticas, esta técnica se ha documentado tanto en Egipto como en México [43].

Sin embargo, el término "biomaterial" es relativamente nuevo.

En 1987 se propuso por primera vez una definicion formal de biomaterial, este concepto fue
introducido por David F. Williams, quien lo defini6 como un material presente en los dispositivos
médicos que, a pesar de estar destinado a interactuar con sistemas biolégicos, tenia que ser inerte
Aunque esta definicion ha sido ampliamente citada, ha evolucionado con el tiempo, y no fue hasta
1991, en la “Consensus Conference” de Chester, Reino Unido donde se defini6 de manera

contundente lo que es un biomaterial [41]:

“Cualquier sustancia o combinacion de sustancias, distinta a los farmacos, de origen sintético o
natural, que pueda ser utilizada por cualquier periodo de tiempo para reemplazar o mejorar parcial o
totalmente cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo, con el fin de mantener o mejorar la calidad

de vida del individuo.”

Tomando en cuenta que la piel es un 6rgano, los apdsitos modernos entran en la categoria de
biomateriales, ya que, dependiendo del enfoque, pueden ser reabsorbidos por el cuerpo o retirados
tras un cierto tiempo. En todos los casos, se busca mantener o incluso mejorar la calidad de vida del
paciente tras una herida por quemadura, esto a partir de una regeneracion celular mas rapida o

evitando complicaciones como infecciones [51].

1.3 APOSITOS

Un apdsito se puede definir como un producto de cuidado de la salud que cubre, protege y aisla una
herida (como las causadas por quemaduras, Ulceras, etc.) de factores y patdgenos externos
potencialmente perjudiciales para el organismo. Ademas, actla activamente en la cicatrizacion de la
herida y absorbe exudados de manera pasiva. Si bien todos los apdésitos cumplen estas funciones,
se tienen que tomar en cuenta los sintomas de la herida a tratar para poder seleccionar el apésito
adecuado. Algunos de estos sintomas a considerar son el dolor, la cantidad de exudado, la posicién
anatomica donde se encuentre la herida, la presencia de colonizacién microbiana, entre otros

factores [26].

RAMIREZ ALVAREZ CARLO IVAN || 6



La Figura 1, muestra que los apdsitos disefiados para tratar heridas por Ulceras son especificos y no
se pueden remplazar por apdsitos hechos para tratar otras heridas, como las ocasionadas por

quemaduras.

Figura 1 Apdsitos pioneros llamados "Hidrocoloides", recuperado de B. Fornes (2008)

Debido a su utilidad, los ap6sitos han sido objeto de estudio y desarrollo durante varios afios, lo que
ha dado como resultado una gran variedad de estos, enfocados en distintas aplicaciones como un
mejor control antimicrobiano o un mejor andamio celular. Un ejemplo de esto son los apésitos de
plata, que poseen caracteristicas antimicrobianas de amplio espectro. A pesar de estar disefiados
para una mejor actividad antimicrobiana, si el paciente no presenta signos de infeccion o es sensible
a la plata, no sera candidato para el uso de este apdsito. Ademas, debido a la presencia de un metal
dentro de su estructura, no son recomendables en mujeres embarazadas o en lactancia [47]. En

otras palabras, tienen limitaciones y solo deben usarse en casos correctivos y no preventivos.

También se pueden encontrar apdésitos de origen animal, como el elaborado de piel del pescado
Oreochromis niloticus, comunmente conocido como tilapia, que ha mostrado resultados
prometedores debido al alto nivel de colageno presente en la piel del pescado [6,8]. Sus propiedades
mecanicas y su alta biocompatibilidad son idéneas para el tratamiento de quemaduras de segundo
y tercer grado. Sin embargo, el hecho de que sea un apésito de origen animal implica que solo se
puede usar en ambientes muy controlados, como hospitales, para asegurar la inocuidad del
producto. Ademas, el proceso necesario para garantizar que tenga las propiedades deseadas eleva

el costo de este aposito.

Con el avance de la nanotecnologia, se han desarrollado apésitos que buscan poseer propiedades

cruciales para minimizar las dificultades del tratamiento, estas caracteristicas son [69]:
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1. Permitir ser usado sin el riesgo de toxicidad para el organismo.

2. Absorcién de exudado y componentes potencialmente toxicos de las heridas superficiales.
3. Mantener un nivel de humedad idéneo sobre la herida.

4. Permitir el intercambio de gases entre la herida y el ambiente.

5. Mantener una temperatura idénea en la herida.

6. Tener una actividad antimicrobiana para proteger la herida de la penetracién de bacterias y,

en algunos casos, hongos.
7. Promover la regeneracion celular y estimular el crecimiento de tejido nuevo.
8. Poder ser retirado, si es el caso, del organismo sin generar trauma.

Dentro de estos apdsitos se encuentran las mallas no tejidas, que ayudan a crear un microambiente
adecuado para la proliferacién celular, ademas de eliminar el exudado de la herida, retener humedad

y lograr hemostasia [44].

La creacion de estos apoésitos se realiza a través de un proceso denominado electrohilado. Este
método de fabricacion permite la produccién de fibras poliméricas con diametros variables de entre
3 nmy 5 pm [30]. En este proceso, se introduce un polimero liquido en una jeringa, que luego es
estirado para formar las fibras mediante la aplicacién de un campo eléctrico entre la aguja metélica
de la jeringa y un colector conductor de metal. Las fibras resultantes, denominadas nanofibras,
exhiben propiedades Unicas, como una alta superficie especifica y posibles propiedades
antimicrobianas, entre otras caracteristicas notables. Estas cualidades las hacen adecuadas para su

utilizacion en aplicaciones de apoésitos médicos.

1.4 BIOMATERIALES EN LA NANOTECNOLOGIA

El campo de estudio de la nanotecnologia comprende los fendmenos y la manipulacién a escala
nanométrica (1x10° m). Actualmente, se han desarrollado tecnologias de interés gracias a la
manipulacidon nanométrica, como las nanoparticulas, nanoencapsulados, nanofibras, entre otras.
Estas estructuras pueden ser de gran ayuda al incorporarlas en biomateriales ya que estan
disefados para interactuar con organismos biol6gicos que tienen una escala nanométrica, lo que les
permite ser potenciados por la nanotecnologia y utilizarse para diagnosticar, tratar o incluso prevenir
enfermedades [38,60].

Como se ha mencionado anteriormente, el hecho de que un biomaterial pueda ser la combinacion

de dos sustancias hace que la influencia de la nanotecnologia sea mas evidente ya que, a través de
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diversos procesos, como el electrohilado, se pueden combinar sustancias que normalmente no
serian aptas para su uso como tratamiento. Sin embargo, gracias a la intervencién de la
nanotecnologia, se pueden utilizar nanoestructuras para retener moléculas, particulas o farmacos a

fin de crear biomateriales para diversas aplicaciones [46].

El uso de electrohilado para crear peliculas a base de polimeros naturales como lo es el quitosano,
permite la incorporacion eficiente de nanoestructuras funcionales. Esta técnica hace posible
aprovechar las propiedades individuales de los polimeros y, en conjunto, obtener apdésitos con una
adecuada resistencia mecénica, actividad antimicrobiana y potencial para favorecer la regeneracion
celular [29,66].

1.5 QUITOSANO

Si bien el quitosano es una biomolécula con amplias aplicaciones en la medicina y nanotecnologia,
su obtencién requiere procedimientos precisos puesto que no es una molécula que por si sola se
encuentre en la biomasa. Para obtenerlo es necesaria su extraccién de la quitina, la segunda
biomolécula mas abundante en el planeta después de la celulosa. La quitina se localiza en las
paredes celulares de hongos, en el caparazén de crustaceos, en el exoesqueleto de insectos y en
las radulas de moluscos. Al ser la segunda més comun en el mundo, tiene varias similitudes con la
celulosa. Sin embargo, su principal diferencia se encuentra en el carbono C2: grupos acetamidos

que remplazan los grupos —OH como se puede observar en la Figura 2 [7,20,64].
O HO O HO O HO —
(o) o) (0]
&,O% Ho/év\/o%\ Hgéﬁ\/o%\
O OH O OH O OH
OH @ OH @ OH @
O HO <0 O HO <0 O HO T<0—
HO <0 O HO 0 O Ho o —— o)
@ OH QNHACY  “om (NHAC)  Son

Figura 2 Diferencia estructural entre celulosa (superior) y quitina (inferior). (Romero-Serrano, A, Perira, J,
2020)
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El proceso de extraccion del quitosano comienza con la recoleccion de la biomasa, que se procesa
para obtener la quitina. De esta, se extrae el quitosano mediante la eliminaciéon de los restos de
acetato de la quitina mediante hidrélisis de amida en condiciones alcalinas o por hidrélisis enzimética
en presencia de quitina desacetilada. Este proceso consiste en que al menos el 60% de los grupos
amidos se conviertan a grupos aminos (-NHz) dando como resultado la biomolécula: poli [—(1-4)-
2—amino—2—desoxi—-D—glucopiranosa], cuya estructura se muestra en la Figura 3. Debido a este tipo
de arreglo, el quitosano muestra una estructura cristalina rigida a través de enlaces de hidrogeno

inter e intramoleculares [56].

OH OH H OH
HiC~ Q 0 0 O _CHq
o) o D o
HO HO HO HO

NH NH NH NH
)‘CHg o)\CHa c))\cw3 O)\CH;,
- ~n
Quitina

NaOH (40-50)%.

N-Deacetilacion || Temp. 100-160°C
Tiofenol o NaBH4

OH OH H OH
HaC~ Q 0 0 o CHs
o (o} (o) fo) O/
HO
HO NH, HO NH, NH; HO NH,
n

Quitosano

Figura 3 Ejemplificacion de la transformacion de quitina a quitosano (Romero-Serrano, A, Perira, J, 2020)

1.5.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL QUITOSANO

El quitosano es una biomolécula con propiedades bactericidas y bacteriostaticas ademas de
propiedades antifungicas. Estas caracteristicas se conocen desde 1980 y desde entonces, diversos
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articulos han documentado entre dos y tres mecanismos generales que explican el porqué de estas

propiedades [11]. Sin embargo, los que mas resaltan son:

1)

2)

Primer mecanismo: Todos concuerdan en que el quitosano, al tener una carga neta positiva,
puede interactuar con las cargas negativas en la superficie de las células bacterianas. Como
consecuencia, altera la permeabilidad, la cual es una caracteristica fundamental, puesto que
sin ella el intercambio de solventes y solutos entre el interior y el exterior de la célula
bacteriana se imposibilita, Io que ocasiona una lisis bacteriana. No obstante, este mecanismo
depende del microorganismo afectado, funcionando mejor en las células bacterianas Gram-
negativas que en las Gram-positivas, ya que, en las primeras, se presenta una doble
membrana celular ocasionando que el cambio de morfologia al interactuar con el quitosano

sea mas notable y este se pueda adherir mejor a su superficie [19]

Segundo mecanismo: Estudios realizados por microscopia de barrido laser confocal
confirman que algunos oligdmeros del quitosano pueden atravesar las membranas de las
células bacterianas, ocasionando una unién entre el quitosano y el ADN celular, lo que da
lugar a una inhibicion del ARNm y la sintesis de proteinas [32]. Sin embargo, pese a las
evidencias, diversos autores sostienen que es poco probable que este mecanismo se lleve
a cabo, ya que el quitosano actia mas como un disruptor de la membrana celular bacteriana

y no tanto como un penetrante de la membrana plasmética [50].

1.6 ALCOHOL POLI VINILICO (PVA)

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético extraido del acetato de polivinilo a través de

hidrdlisis, proceso ocurrido en presencia de acidos. En la Figura 4 se muestra la estructura quimica

del PVA, en ella se observa el grupo funcional hidroxilo (-OH) unido a la cadena carbonada principal.

OH

Figura 4 Formula quimica del PVA
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Este polimero ha sido objeto de estudio por sus caracteristicas hidrofilicas (especialmente alrededor
de 90° C), biocompatibles y su estabilidad ante cambios de temperatura y pH. Ademas, destaca por
ser no toxico, biocompatible y su biodegradabilidad. Gracias a estas caracteristicas, se han fabricado
diversos productos con el fin de no contaminar el medio ambiente, como bolsas o textiles. Sin
embargo, en el area de nanocompdésitos el PVA es utilizado debido a sus excelentes propiedades
mecanicas, resistencia al corte y su facilidad para formar peliculas mediante electrohilado. Se ha
observado que las peliculas formadas por PVA tienen resistencia a grasas y aceites, ademas de ser
una excelente barrera al oxigeno y los aromas. Estas propiedades favorecen el uso de otros
polimeros, como el quitosano, ya que facilitan su electrohilado y manejo como peliculas. [22,74]

1.7 NOPAL

El nopal que tiene por nombre cientifico Opuntia ficus-indica, es una planta nativa de México cuya
distribucién abarca gran parte del territorio nacional, pues es altamente resistente a varios tipos de
clima y se adapta facilmente a su entorno. El nopal es una planta arborescente que puede llegar a
medir hasta 5 metros de altura. Presenta un tallo lefioso y, en lugar de hojas, tiene cladodios que
miden entre 30 y 60 cm de largo, 20 a 40 cm de ancho y aproximadamente de 1.9 a 2.8 cm de grosor.
En estos cladodios se retiene agua y otros nutrientes gracias al mucilago de nopal y otras sustancias.
[36,72]

A pesar de que mayor uso es para el consumo, se tienen registros que en la medicina tradicional
mexicana se ha utilizado para tratar heridas por quemaduras, asi como ungiento hidratante para la

piel.

1.7.1 MUCILAGO DE NOPAL

El mucilago de nopal es una sustancia hidrocoloidal y heteropolisacarido que se encuentra dentro
del cladodio del nopal. La literatura afirma que el mucilago esta compuesto principalmente de
arabinosa, xilosa, acido galacturénico y ramnosa. Posee propiedades hidratantes, antiinflamatorias,
antioxidantes, antimicrobianas, prebiéticas y de regeneracion celular favorables para diversas
aplicaciones como la aplicada en la cavidad oral, donde se ha demostrado que el mucilago de nopal,
aplicado de varias maneras (Espray, pasta dentifrica, entre otros), induce la proliferacién celular. La
cavidad bucal esta formada por distintos tipos de tejido, incluyendo el epitelial, que recubre la mucosa

oral [5,23,72]. Por lo tanto, se puede plantear que la aplicacion del mucilago de nopal en heridas por
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quemadura podria favorecer la regeneracion de tejido epitelial, asi como contribuir en la cicatrizacién.
Ademas, estudios recientes han apuntado a que el mucilago de nopal posee propiedades
fotoprotectoras frente a la radiacion ultravioleta (UV) y en ciertos contextos, puede inhibir la

produccién de melanina [18].

No se tiene registrado efectos tdxicos para el cuerpo humano en condiciones normales; sin embargo,

su consumo puede generar algunos efectos secundarios como flatulencias o frecuencia de heces

[4].

El mucilago de nopal actia como un prebiético capaz de fomentar el crecimiento de lactobacilos. Sin
embargo, también posee propiedades bactericidas, ya que disminuye el conteo de bacterias nocivas

para el cuerpo humano como lo son los enterococos, enterobacterias, estafilococos y clostridios [39].

El nopal ha sido utilizado desde tiempos ancestrales en la medicina tradicional mexicana como
tratamiento para diversas afecciones. Gracias a esto, ha sido objetivo de diversos estudios y, como
consecuencia, se ha registrado que presenta efectos antioxidantes, propiedades analgésicas que
son muy parecidas al acido acetilsalicilico (aspirina), accién antinflamatoria gracias al compuesto [3-
sitosterol. Ademas, el nopal presenta efectos diuréticos, propiedades antiulcerogénicas, entre otros
beneficios [18,58,61].

Si bien el nopal en su conjunto presenta estas propiedades, muchas de ellas se deben
especificamente al mucilago de nopal, que se puede considerar como un compuesto nutracéutico,
ya que comparte efectos antidiabéticos, antihipertensivos e hipocolesterolémicos, ademas de

propiedades antioxidantes, antimicrobianos y cicatrizantes [39,68].

La combinacién entre diversos biopolimeros y mucilago de nopal ha sido previamente explorada
para crear recubrimientos comestibles [1]. Esta evidencia sugiere que, mediante técnicas como el
electrohilado, se pueden aprovechar las propiedades biomédicas del mucilago de nopal al

combinarlo con otros biopolimeros en estructuras nanofibrosas con alta superficie activa.

Figura 5 Férmula quimica del Mucilago de Nopal, donde R es Xilosa o Arabinosa
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1.8 ELECTROHILADO

El electrohilado se conoce desde hace méas de 100 afios, fue documentado por primera vez por
Rayleigh en 1897. Durante todo este tiempo, la técnica se ha ido perfeccionando para mejorar el

control, modelado, forma y analisis de las fibras, obteniendo asi un producto final de mayor calidad.

Este proceso se basa en tener dos polos, uno positivo y uno negativo que se posicionan a una cierta
distancia, provocando asi una diferencia de potencial. Con la ayuda de una bomba inyectora, se
consigue que el polimero se acumule en la punta del capilar, donde, gracias a la tension superficial
del polimero este se mantiene en su lugar. Sin embargo, la diferencia de potencial generada por una
fuente de alto voltaje supera esta tensiéon superficial, dando lugar al efecto conocido como cono de
Taylor. En este efecto, ejemplificado en la Figura 5, la gota de polimero se deforma y estira en forma
de cono, lo que provoca la evaporacién del solvente y la formacién de nanofibras sélidas que se

depositan en un colector metalico, generalmente de aluminio [9,24,59,62].

Colector

Cono de Taylor

Fibras

z

— |
Polo
positivo POIC.’
negativo

Bomba inyectora

Generador de alto voltaje

S\

Figura 6 Ejemplificacion del proceso de electrohilado y del fenémeno "cono de Taylor"
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A pesar de lo anterior, para que el cono de Taylor pueda formarse, no es suficiente el solo considerar
Unicamente el gradiente de potencial. Hay que tomar en cuenta distintos parametros como se detalla
a continuacion [9,10,29,62].

> Parametros en la solucién:

Al preparar la solucién a electrohilar, se tiene que conocer de antemano la concentraciéon
gue se desea tener, ya que esto da pie a las propiedades fisicoquimicas tales como la
viscosidad, la conductividad y su tensién superficial. En el primer caso, a mayor viscosidad,
mayor sera el enmarafiamiento de las fibras en la membrana final. Ademas, con una
viscosidad adecuada se permite el flujo constante al capilar. En cuanto a la tensién
superficial del reactivo, es una de las caracteristicas que mas se relaciona al cono de Taylor,
ya que es la fuerza en la capa externa que se opone a la penetracién o a la separacion,
formando asi la gota en el capilar. Si esta se rompe abruptamente, generara gotas diminutas
en lugar de nanofibras. En ocasiones, se necesita incorporar un surfactante capaz de bajar
la viscosidad junto a la tension superficial del polimero, haciendo mas facil el flujo al capilar
y la formacién del cono de Taylor con un gradiente de potencial menor al requerido sin la
presencia del surfactante. La conductividad del polimero es importante en el transporte de
cargas: entre mayor conductor sea se conseguiran fibras mas homogéneas y con una mejor

morfologia.

» Parametros en el equipo:

Existen tres parametros que se tienen que tomar en cuenta al momento de usar el equipo
de electrohilado. El primero es el voltaje, ya que con un voltaje bajo ho se rompe la tension
superficial y con un voltaje demasiado alto puede causar arcos de energia y el rompimiento
abrupto de la tensién superficial, evitando la formacion del cono de Taylor. En segundo lugar,
esta la distancia entre el capilar y el colector; a distancia influye en el campo generado, a
menor distancia, mayor serd la fuerza del campo eléctrico y viceversa. Al igual que en el
primer caso, puede generar arcos eléctricos y evitar la formacién del cono de Taylor.
Finalmente, tenemos al ritmo de bombeo, dado que, si el ritmo de acumulacién en el capilar
es demasiado bajo, no se acumulara suficiente polimero para formar el cono de Taylor. por
otro lado, si el ritmo es demasiado rapido, se generaran gotas de polimero grandes que

seran incapaces de romperse generando asi imperfecciones en el producto final.

> Parametros ambientales:
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La La humedad juega un papel muy importante al momento de electrohilar, ya que, a mayor
humedad en el aire, menor sera el efecto del campo electromagnético generado sobre la
tension superficial, Casper y col. demostraron la formacién de poros circulares en la
superficie de las fibras al haber una humedad elevada. La temperatura también influye en el
producto final del electrohilado; segin Mit-Uppatham entre mayor temperatura menor

viscosidad y, por ende, menor diametro en las nanofibras.
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CAPITULO II: OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 HIPOTESIS

Mediante el método de electrohilado se puede generar una membrana de nanofibras compuestas de
mucilago de nopal, PVA y quitosano con la resistencia mecéanica, propiedades antimicrobianas y
biocompatibilidad adecuadas para su aplicacibn como apdsitos que puedan aprovechar las

caracteristicas del mucilago de nopal y regenerar tejido epitelial dafiado por quemaduras.

2.2 OBJETIVO GENERAL

» Desarrollar membranas de nanofibras mediante electrohilado compuestas de quitosano,
PVA y mucilago de nopal, con propiedades antimicrobianas y capacidad de regeneracion de
tejido epitelial para su posible aplicacion como apoésitos en heridas ocasionadas por

quemaduras.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Extraer mucilago de la planta Opuntia ficus-indica utilizando la metodologia de Dominguez

(2011) modificada con etanol como solvente.

> Elaborar membranas mediante electrohilado de mucilago de nopal, PVA y quitosano.

> Evaluar las propiedades fisicoquimicas y mecénicas de las membranas elaboradas con
quitosano, PVA y mucilago de nopal, mediante andlisis de microscopia electrénica de barrido

(SEM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y ensayos de rayado.

» Evaluar la actividad antimicrobiana de las membranas elaboradas con quitosano, PVA y
mucilago de nopal, mediante cultivos de bacterias Gram positivas (S. aureus) y Gram

negativas (E. coli).
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CAPITULO IIl: DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 SOLUCION DE QUITOSANO

Se sintetizaron dos muestras a partir de quitosano de medio peso molecular (CAS:9012-76-4) de la
marca Sigma-Aldrich, con un grado de desacetilacion 75-85 % y peso molecular 190-310 kDa. En
ambas muestras se utilizé como solvente acido acético al 70% (v/v). La concentracion deseada de
este 4cido se obtuvo diluyendo &cido acético glaciar (CAS: 64-19-7) de la marca J.T. Bakerd de

99.8% de pureza en agua destilada.

Para la primera solucién de quitosano, se calcul6 la masa necesaria de quitosano para obtener una
solucion al 1% (p/v); para la segunda disolucién igualmente se calculd la masa necesaria pero esta

vez para obtener una concentracion del 1.66% (p/v).

En ambos casos, se utilizé el mismo método de sintesis: a través de agitacion magnética se
homogeneizé la muestra a temperatura ambiente por 14 horas + 2 horas. Este procedimiento se

ilustra en la Figura 6.

=

L R p—" ’
Pesaje de Quitosano para una Solubilizacion del Homogenizacién durante 14
solucién al 1% vy 1.66% (p/v) quitosano en acido acético horas * 2 horas

Aforado de acido acético
al 70% (/)

Figura 7 Sintesis de Quitosano
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3.2 SOLUCION DE PVA

Se calcul6 la masa necesaria de Alcohol de polivinilo (PVA) (CAS: 9002-89-5) de la marca Sigma-

Aldrich para conseguir una solucion al 18% (p/v) en agua destilada.

Para la solucion, se utilizé una parrilla de laboratorio la cual ayudé a calentar el agua destilada a
90°C para facilitar la disolucion del PVA. La solucidon se homogeneiz6 mediante agitacion magnética
durante 3 horas, como se muestra en la Figura 7. Finalmente, se dej6é reposar hasta alcanzar una
temperatura menor a 55 °C, evitando asi la desnaturalizacion del mucilago de nopal al mezclarse

para la preparacion del reactivo final.

Aumentar la
temperatura a 90°C

Agua destilada
precalentada a 75°C

Pesaje de PVA (Alcohol Solubilizacion de PVA en Homogenizacion durante
de polivinilo) agua destilada 3 horas

Figura 8 Sintesis de PVA

3.3 EXTRACCION DE MUCILAGO DE NOPAL

En funcion de la metodologia referenciada en diversas fuentes, se adaptd un protocolo de extraccion
del mucilago de nopal conforme a las necesidades y capacidades del presente estudio [21,27,33,
37,50,70]. Como se muestra en la Figura 8, para llevar a cabo la extraccion del mucilago de la planta
Opuntia ficus-indica, los cladodios se recolectan por la mafiana y se pesan inmediatamente, en su
estado mas fresco. Utilizando un cuchillo previamente lavado y desinfectado con etanol al 70%, se
eliminan las espinas y se realiza un lavado con abundante agua y jabén. Al finalizar, se pasa un pafio

limpio impregnado con etanol al 70% para asegurar la inocuidad del producto.

Una vez preparados, los cladodios se dividen longitudinalmente para facilitar el acceso a la baba del
nopal, que contiene la mayor concentraciéon de mucilago. Las muestras vegetales resultantes se

cortan en trozos de aproximadamente 2 cm X 2 cm y se someten a maceracién en agua destilada
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durante 24 horas a 20°C + 6°C, en una proporcion de 1:2 (peso/volumen). Pasadas las 24 horas, se
filtran los residuos sélidos del sobrenadante rico en mucilago utilizando una tela de angel. A
continuacion, se realiza una centrifugacion a 5000 revoluciones por minuto durante 5 minutos para
separar los tejidos vegetales que no fueron eliminados con la tela. Luego, se somete la solucion a
un bafio maria a una temperatura controlada entre 75°C y 80°C durante 18 + 4 horas, con el fin de
reducir el contenido de agua destilada y precipitar algunos residuos presentes en la baba del nopal.
Este proceso permite obtener una solucidon acuosa méas concentrada y provoca la precipitacion de

minerales.

Posteriormente, se deja enfriar y se realiza una segunda filtracion utilizando papel filtro y una bomba
de vacio, eliminando asi los minerales del sobrenadante y obteniendo una solucidn sin impurezas

visibles.

Después de la segunda filtracion, se agrega el solvente (alcohol etilico al 99.5%) para precipitar el
mucilago vy, finalmente, proceder al secado en un horno a 45°C durante 24 horas. El mucilago de

Opuntia ficus-indica se muele hasta obtener un polvo.

Recuperacion de Limpieza de Macerado por 24 hrs Centrifugado 500 rpm
cladodios cladodios durante 5 min

""""" > BN - )
-
| = R
\J—_— e ——— Y
Baiio Maria a 75°C ;
Secado en horno por Relacion 1:2 > d::::m: '11; ::oras g
24 hrs solucion/etanol N .
- o i =
eo g ,] [ — V & g B
i ; 1 =
5 S 1 ﬁ € | l € emnnens L
| H 0 L
; < . 2 ,I ‘I r\ mm—t R
: e |
. - | =
._ |
QU=
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'S

Filtrado por vacio
Mucilago en polvo

Figura 9 Extraccion del mucilago de nopal, con etanol como anti solvente.
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3.4 SOLUCION DE MUCILAGO DE NOPAL

Para la preparacion de la solucién final, fue necesario elaborar una disolucion de mucilago de nopal
al 9% (p/V) en agua destilada; este proceso se ilustra en la Figura 9. Como primer paso, se calculd

la masa necesaria de mucilago de nopal en polvo que se consiguié a partir de la extraccion.

Para la solucion, se utilizé una parrilla de laboratorio la cual ayudo6 a calentar el agua destilada a
45°C para facilitar la disolucion del mucilago de nopal. La solucién se homogenizé mediante agitacion

magnética durante dos horas.

El mucilago de nopal, es una sustancia hidrofilica cuya funcion principal en el nopal es la de retener
agua y regular la humedad Al mezclarse en agua destilada, tiene una naturaleza coloidal por lo que
en reposo prolongado tiende a precipitarse. Como consecuencia de ello, se necesita mezclar el

mucilago con las soluciones de quitosano y PVA lo mas rapido posible.

Agua destilada ) Aumentar la
precalentada a 35°C 7~ . temperatura a45°C

Pesaje del mucilago en Solubilizacién del mucilago en Homogenizacién durante
polvo agua destilada 2 horas

Figura 10 Sintesis de mucilago de nopal, a partir de mucilago en polvo

3.5 SOLUCION DE QUITOSANO-PVA-MUCILAGO

A partir de las soluciones sintetizadas, se extrajeron alicuotas de igual volumen utilizando jeringas
de 5 ml para formar dos soluciones homogéneas con las concentraciones de: [6%, .33%, 3%] y [6%,

.55%, 3%], donde los valores, de izquierda a derecha, corresponden a PVA, quitosano y mucilago.
Para ambas muestras, se sigui6 la metodologia que se muestra en la Figura 10:

La muestra de PVA, una vez enfriada a una temperatura de 55°C, se transfirié el volumen deseado

a un vaso de precipitado mediante una jeringa de 5 ml. Posteriormente, la solucién se mantuvo
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agitacion magnética constante y manteniendo la temperatura de 55°C, todo esto gracias a una
parrilla de laboratorio. En el mismo vaso, se afadié el mismo volumen de mucilago de nopal en
suspension y casi inmediatamente se incorporé el mismo volumen de quitosano para obtener el
polimero final que se llevaria a electrohilar, este polimero final se homogenizé mediante agitacion

magnética por 20 minutos +. 5 minutos.

Vaso precalentado
a 55°C 73

?
.e
?
'?

Recoleccidn de alicuotas Vaciado de PVA al 18% Vaciado de mucilago al Vertido del quitosano al Homogenizacién durante
con volumen igual en vaso a 55°C 9% en PVA al 18% 1% 0 1.66% 20 minutos * 5 minutos

Figura 11 Sintesis del polimero final, PVA-Mucilago-quitosano

3.6 ELECTROHILADO

Para obtener las membranas finales y analizar sus propiedades fisicoquimicas, fue necesario que la
solucion final de PVA-Mucilago-Quitosano pasara por diversas etapas experimentales. Se
consideraron las variables controlables del equipo, asi como las variables no controlables del
ambiente, las cuales se documentaron a fin de poder replicar los resultados. Se tomé en cuenta la
literatura para definir pardmetros iniciales y poder ajustarlos hasta conseguir una membrana
homogénea y sin imperfecciones. También se evalud la adicion de un surfactante a la muestra final

para mejorar su electrohilado, estrategia que no resulté favorable.

Para el proceso de optimizacion, entre los criterios de calidad considerados estuvieron la ausencia
de nanoparticulas no deseadas (beading), la posibilidad de trabajar con un voltaje inferior a 30
kilovoltios y que no fuera necesaria la intervencion de un surfactante. Esto ultimo debido a que la
adicién de Tritdon X-100 como surfactante provocaba una deshomogeneizacién significativa de la

muestra, como se observa en la Figura 11.
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Figura 12 Comparacién de dos sintesis de quitosano, mucilago y PVA: con y sin Triton

Los mejores resultados se obtuvieron al trabajar con un voltaje de 27 kilovoltios, un flujo de bombeo
de 0.6 ml/h y con una distancia entre el capilar y el colector de 12 cm. Con estos parametros, la
viscosidad de la muestra no presentd un impedimento para generar nanofibras uniformes; ademas,

el cono de Taylor se form4 de manera correcta y no hubo presencia de arcos eléctricos.

Cabe destacar que la fase de electrohilado coincidié con la temporada de lluvias, lo que dificulté la
obtencién de resultados 6ptimos. La humedad relativa registrada oscilaba entre un 27% y un 43%.
A pesar de esto, el electrohilado final resultd satisfactorio, ya que las membranas no mostraron
formacion de poros circulares en la superficie. En cuanto a la temperatura, se procur6 mantenerla
constante, electrohilando diariamente a la misma hora. La temperatura més alta registrada fue de
35°C y la minima fue de 16°C. Sin embargo, la viscosidad no sufri6 cambios notables a esas
temperaturas debido a la naturaleza hidrocoloidal del mucilago y a la funcién de soporte del

quitosano con el PVA.

3.7 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

La caracterizacion fisicoquimica es fundamental para evaluar el cumplimiento de la hipétesis y
verificar si se alcanzaron los objetivos. A partir de los resultados obtenidos, se puede hacer un
andlisis cuantitativo y una interpretacion para compararlos con estudios previos sobre membranas

similares obteniendo asi conclusiones precisas y certeras.
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3.7.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Para confirmar que la membrana obtenida no estuviera contaminada y contenia las moléculas de
interés (mucilago de nopal, quitosano y PVA), se realizé un analisis en colaboracion con la
Universidad Auténoma de México (UNAM), campus Juriquilla, Querétaro. La membrana fue
examinada con un espectrometro Perkin EImer GX (modelo Spectrum One), en el rango de ondas
4000 a 600 cm-1, utilizando la técnica de reflectancia total atenuada (ATR) con punta de diamante,

34 barridos, 4 cm-1 de resolucion.

3.7.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Con la ayuda de un microscopio Hitachi UHR FE-SEM SU8200 Series, se analizaron las membranas
para obtener su caracterizacion morfologica y asegurar que estaban hechas de nanofibras. Se utilizé
un voltaje de 1 kV y aumentos de 1000,2500,5000,10000,20000, 25000 y 60000 X.

Para observar las muestras con SEM, fue necesario preparar las muestras sobre una tira de carbo6n
y recubrirlas con una pelicula de oro. Para obtener el diametro de las fibras, fue necesario calibrar el
programa ImageJ utilizando referencias de medida conocidas dentro de las imagenes generadas.

Finalmente, como parte del muestreo, se midieron 330 fibras para generar un histograma.

3.7.3 PRUEBA MICROBIANA

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las membranas obtenidas se llevé a cabo siguiendo
la norma ASTM E2149-Actividad antimicrobiana de antimicrobianos inmovilizados en superficies
irregulares. No obstante, se tuvieron que realizar algunas modificaciones, como el que se utilizara

una bacteria Gram-positiva (S. aureus) y una Gram-negativa (E. coli) [3,63].

Se realizo un cultivo Muller Hilton con las bacterias E. coli y S. aureus, el cual se incub6 por 18 horas

a 37 °C. Posteriormente, se estandarizé la concentracion bacteriana a 1x105.

Se recolectaron peliculas de 1 cm? de las membranas MB (6%,.55%,0%), M7 (6%,.33%,3%) y M4
(6%, .55%, 3%), las cuales fueron colocadas en el centro de una caja Petri con dos trozos de papel
filtro. El papel filtro se humedeci6 con agua desionizada y estéril. Sobre la muestra a evaluar se
colocaron 20 pL de indculo bacteriano y posteriormente fueron cubiertas con un cubreobjetos. Estas

muestras se incubaron por 1y 3 horas.
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Por otro lado, para el control positivo, se siguié el mismo procedimiento, con la excepcion de que el

in6culo bacteriano se depositd directamente en la caja Petri.

Después del tiempo de incubacion, se retiran los trozos de papel filtro y se lava la camara humeda
con 2 mL de PBS + Tween 80 al 0.5%. Se agita suavemente en circulos hasta desprender el
cubreobjetos de la pelicula. Posteriormente, se toma una alicuota de 50 pL y se siembra en un medio
solido para ser incubadas por 18 horas a 37 "C. Este proceso de lavado se realizé en todas las

muestras.

Se contabilizaron las colonias y aplicando la formula de la Ecuacion 1, donde n son las colonias del
control y n2 las colonias de las peliculas analizadas, se obtiene el porcentaje de la actividad

antimicrobiana.

Ecuacién 1 Férmula para calcular el porcentaje de actividad antimicrobiana.

(n_nz

- )><100

3.7.4 PRUEBA DE RAYADURA

Para esta etapa experimental, se adapt6 y calibré un dispositivo de prueba siguiendo la prueba ASTM
D3363 (Wolff-Wilborn) [17], con el fin de establecer un sistema de medicion reproducible. Se disefié
un carro de ensayo en el cual, las llantas traseras y el punto de apoyo del lapiz mantuvieran un eje
horizontal uniforme, asegurando un angulo de incidencia constante, como se muestra en la Figura
12.

Figura 13 Carrito de la prueba Wolff-Wilborn adaptado y calibrado
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Con la finalidad de minimizar variaciones en los resultados, los lapices fueron obtenidos de un mismo
proveedor y lote. Previo a cada ensayo, las puntas de los lapices fueron afiladas y lijadas con un
papel abrasivo (lija de agua) para tener una superficie concéntrica, como se observa en la Figura 13.

Este proceso garantiza que el angulo de incidencia con la superficie de la membrana fuera de 45°.

Figura 14 Lépiz lijado para obtener una punta homogénea y concéntrica

Las membranas seleccionadas para esta prueba se dividieron en dos mitades iguales: la primera
mitad se dispuso para la medicidn de su grosor con un micrometro, mientras que la segunda mitad
se destind para los ensayos de rayadura. Para esto, la membrana seleccionada se colocé en una
superficie de aluminio previamente lavado y desinfectado con el fin de evitar interferencias por

particulas o irregularidades.

Para cada ensayo, cada lapiz fue colocado en el soporte a un angulo de 45° respecto a la horizontal.
Una vez el lapiz entré en contacto con la base de la membrana a evaluar, se aplicé una fuerza
constante mientras se trazaba un recorrido de aproximadamente 1 cm de largo, como se muestra en

la Figura 14.
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llustracion 15 Recorrido de la rayadura finalizado con un angulo de incidencia de 45°

En caso de no haber ruptura de la membrana, el proceso se repetia con un lapiz de mayor dureza
(ver Anexo 2) hasta alcanzar una ruptura en la membrana. Cabe destacar que, en el caso donde no
se alcanzaba el estrés suficiente sobre la membrana para su ruptura, los lapices solo dejaron marcas
de grafito sobre la superficie de la membrana, como se puede observar en la Figura 15. Finalmente,
los resultados obtenidos fueron sometidos a andlisis estadisticos para evaluar la significancia y poder

comparar entre membranas con y sin presencia de mucilago de nopal.

Figura 16 Visualizacion de rayaduras que no rompieron la membrana
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 SOLUCION Y ELECTROHILADO DEL POLIMERO QUITOSANO-PVA-MUCILAGO
DE NOPAL

Tal y como se muestra en la Figura 16, las soluciones finales mostraron ser homogéneas y viscosas.
A pesar de tener una concentracion alta de PVA, las soluciones no se solidificaban a temperatura
ambiente ni a temperaturas de 4°C. Las muestras revelaron que el mucilago de nopal tiende a
precipitarse una vez extraido. Sin embargo, el quitosano y PVA funcionan de soporte para la red
tridimensional del mucilago de nopal; ademas, gracias a esta interaccion se da lugar a una sustancia

con caracteristicas gelatinosas.

En la etapa experimental del electrohilado, se demostré que no es necesaria la presencia de un
surfactante y que gracias a la excelente interaccion entre mucilago y la solucion PVA-Quitosano, se

puede obtener fibras adecuadas para generar una membrana uniforme.

Figura 17 Solucién homogénea de PVA (6%), quitosano (.55%) y mucilago de nopal (3%)

Las impurezas de tipo beading, es decir, el polimero alcanzé el colector en forma de nanoparticulas

0 gotas, en lugar de nanofibras continuas, observadas en algunas membranas durante la etapa de
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experimentacion, se atribuyeron principalmente a la elevada humedad dentro del laboratorio. Sin
embargo, durante los meses de mayo, junio, julio y agosto, la humedad relativa no fue elevada. Al
realizar el electrohilado en las horas con mayor intensidad solar, se generaron condiciones mas
favorables, permitiendo asi la formacién de una capa uniformemente distribuida sobre el colector, tal

y como se muestra en la Figura 17.

Aunqgue las membranas aparentaban ser uniformes a nivel macroscépico, gracias a la microscopia
electrénica de barrido (SEM), se pudieron obtener imagenes que revelaron acumulaciones
localizadas de fibras en ciertos puntos debido al rompimiento abrupto de la gota en el capilar.

Este rompimiento abrupto pudo haber sido producido por el alto voltaje usado durante el
electrohilado, ya que la solucién, al ser demasiado viscosa, en ocasiones generaba que se
acumulara polimero en el capilar.

Figura 18 Comparacion entre electrohilado a alta humedad (izquierda) y a condiciones 6ptimas (derecha).
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4.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A partir del analisis de las membranas por FTIR, se genero una tabla de 3400 elementos donde se
registré el nUmero de onda, en unidad de cm, y el porcentaje de transmitancia (%T) que se genero
al momento del analisis.

En la Figura 18, se puede apreciar que a pesar de que las membranas M4 y M7 tienen distinta
concentracion de quitosano, la zona dactilar de los FTIR mostr6 una alta similitud.

00 Comparacion de espectros FTIR M4 Y M7

Membrana M4
Membrana M7
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Figura 19 Comparacion del espectro FTIR de la membrana M4 y M7

Para el andlisis del espectro FTIR de las membranas y asegurar que efectivamente el mucilago de
nopal estuviera presente, se utilizaron como referencia los espectros obtenidos a partir de extractos
que se realizaron mediante dos métodos: maceracion durante 7 dias y coccién [65]. En comparacion,
el mucilago utilizado en esta tesis fue extraido mediante maceracion durante 24 horas con procesos
térmicos posteriores, lo que permite la comparacion entre los espectros de la literatura y los
obtenidos experimentalmente, como se muestra en las Figuras 19y 20

En dichas figuras, se puede observar que entre las bandas 1600 cm™ y 1750 cm?, existe una sefial

descendente que se atribuye a los grupos aldehidos presentes en los azucares del mucilago de
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nopal. Ademas, en las bandas de 1550 cm™® y 1450 cm™ existe una sefial prominente que esta

presente en el FTIR de la literatura. Esta sefial se asocia al sometimiento del mucilago a calor

constante [65].

Segun la literatura, la existencia de grupos C-O-C entre la banda de 1000 cm™ y 1100 cm? se

atribuye a la presencia de quitosano, ya sea comercial o sintetizado en el laboratorio [2]. En los

resultados, tanto en la membrana M4 como en la M7, hay existencia de enlaces carbono-oxigeno-

carbono en torno a la banda 1100 cm™ lo que confirma la presencia de quitosano en ambas

muestras.

Finalmente, de la base de datos publica «Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)» se

obtuvo el FTIR del PVA, y se observa que en el rango de bandas 1000 cm™ - 900 cm?, se identificd

una sefial caracteristica del PVA.

Espectro FTIR M7
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Figura 20 FTIR de la membrana M7
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Espectro FTIR M4
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Figura 21 FTIR de la membrana M4
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El analisis concluyé que las membranas no presentaron contaminacion por elementos ajenos a los

de interés. Tomando en cuenta los valores tedricos recopilados en la Tabla 1, en la region de

frecuencias de grupo, se confirmd la interaccion entre PVA, quitosano y Mucilago de nopal. Por

ejemplo, en la region de bandas de 3200 cm™ y 3000 cm™, se observé un solapamiento de grupos

OH y NH, mientras que en la banda de entre 2950 cm™ y 2850 cm se identificaron los enlaces CH

[2,38,48].

Finalmente, un rastro de la interaccion del mucilago de nopal con el PVA y quitosano es que, en la

banda de 2400 cm™-1800 cm, se ven sefiales un poco débiles. Estas sefiales son la combinacién

de los anillos aromaticos presentes en la estructura de los mucilagos, junto con algunas sefales de

PVA y quitosano que, por su estructura, no corresponden a ningun grupo funcional [2,48,65].

En las siguientes tablas, se resumen los grupos, su frecuencia teérica aproximada y su frecuencia

experimental aproximada [38,48].
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Tabla 1 Tabla comparativa de la frecuencia tedrica y experimental por grupo funcional.

Grupo Frecuencia tedrica (cm) Frecuencia experimental {cm™)
OH 3650 - 3300 3400-3100
CH 3100-2975, 990-910 3000-2900, 900-600
CH2 2940-2915 3000-2900
CH3 1410-1350 1400-1300
c=0 1740-1720 1650-1550
Cc-0-C 1140-820 1150-1050
C6H6 3150 - 3050, 1600 - 14350 2400-1950
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4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Para analizar las micrografias obtenidas, se utilizo la aplicacion de codigo abierto llamada “ImageJ”.
Se calibré la relacion pixel-micrometro (um), tomando como referencia la escala ubicada en la
esquina inferior derecha de cada micrografia. Posteriormente, esta calibracién permitié trazar una
linea transversal en cada fibra de interés y obtener su longitud en um. El muestreo incluy6 55
nanofibras por acercamiento, utilizando dos micrografias con acercamiento 1000x,2500x y 5000x

como se muestra en la Figura 21.

N

I o
20.0pm

bk

Q-mul 1.0kV 7.3mm x5.00k SE(U)

Figura 22 Micrografias analizadas con acercamiento de a) 1000x, b) 2500x y c) 5000x

Una vez realizado este procedimiento, “ImageJ” genera una tabla con todas las mediciones. Sin
embargo, estas medidas estan en pym por lo que es necesario multiplicar por 1000 para convertirlas
a nanémetros (nm), tal y como se muestra en la Tabla 2, donde se presentan las primeras 5

nanofibras medidas con este método.
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Tabla 2 Diametro de las primeras 5 nanofibras medidas con ImageJ.

Longitud [um] Longitud [nm]
1 0.297 297
2 0.399 399
3 0.35 350
4 0.535 535
5 0.49 490

En la Figura 22, se puede observar que las nanofibras con un diametro entre 120 nm y 360 nm son
las mas comunes dentro de la membrana analizada.

Distribucién de diametros de fibras

70 T T

5

g

Frecuencia de longitud

100 200 300 400 500 600 700
Longitud en nm

Figura 23 Histograma de los diametros de las nanofibras.

La distribucién normal e histograma se obtuvieron con la herramienta de Matlab. En este mismo
programa, se calcul6 la desviacion estandar la cual fue igual a 167.1733 nm, y la media, la cual
resulto ser de 323.2667 nm.

La formacion de fibras de hasta 960 nm, junto con la presencia de nanofibras menores a 100 nm,

sefialadas de color morado en la Figura 24, indica que la viscosidad de la solucién PVA-Mucilago-
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Quitosano, es relativamente alta, lo que podria estar impidiendo uniformidad del didmetro de las
nanofibras.

Por otra parte, se analiz6 la morfologia de las nanofibras. Como se muestra en la Figura 23, a pesar
del manejo de la humedad y electrohilado estandarizado, en un aumento de 5000x se observan
impurezas (sefialadas con color amarillo). Ademas, se puede apreciar que hay fibras que se bifurcan
(sefaladas de color rojo) y, aungque no presenta una desventaja, es sefial de que el cono de Taylor,

en ocasiones no se formaba correctamente.

2 A

Q-mul 1.0kV 7.3mm x5.00k

Figura 24 Morfologia de la membrana analizada. En amarillo, impurezas encontradas; en rojo, bifurcaciones.
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Q-mul 1.0kV 7.3mm x60.0k SE(U) SOOnImI

Figura 25 En morado, nanofibras con un didmetro menor a 100 nm
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4.3 PRUEBA MICROBIANA

Con base en la muestra de control, se realizaron los calculos correspondientes para obtener el
porcentaje de la actividad antimicrobiana. Tomando en cuenta que las bacterias Gram negativas
tienen dos membranas en su estructura, una externa y una interna, estas presentan mas resistencia
ante sustancias antibacteriales.

Si bien en todas las membranas se presentd actividad antimicrobiana debido al quitosano. Las
membranas con presencia de mucilago de nopal potenciaron esta actividad.

El quitosano, al tener carga positiva, interactla con la carga negativa de las membranas y se adhiere
a la superficie de las membranas bacterianas, evitando el paso de nutrientes y la salida de sus
desechos celulares causando una lisis bacteriana. Por otro lado, el mucilago de nopal tiene
dificultades para ejercer sus propiedades bactericidas ante las bacterias Gram negativas, pero,
gracias a la interaccién que tiene con el quitosano, este Ultimo se vuelve mas eficaz, como se puede
observar en la Figura 25 donde se compran las membranas MB (6%,.55%,0%), M7 (6%,.33%,3%) y
M4 (6%, .55%, 3%) en sus distintos tiempos de incubacion.

Prueba antimicrobiana

90 89.26

80 —

60 —

N -on
E=1h
CJ=3n) |

50 [—

42.94

38.33

35.36 13.88

Actividad antimicrobiana (%) E. Coli

30 —

20 —

q 0 0 0

Control MB [6%,.55%,0] M7 [6%,.33%,3%] M4 [6%,.55%,3%)]
Membrana

Figura 26 Grafica comparativa de la actividad antimicrobiana segun los tiempos de incubacién de E. Col
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Figura 27 Grafica comparativa de la actividad antimicrobiana segun los tiempos de incubacion de S. aureus

A partir de la grafica se pueden destacar los siguientes puntos:

e La membrana MB mostr6 actividad en los tres tiempos contra E. coli; sin embargo, durante

su mayor actividad en la hora 1, no presentd un gran cambio en comparacion a la hora 0.

¢ La membrana M7 tuvo mayor actividad a 1h (55.47%) y disminuy0 el efecto antibacteriano a
3h (38.33%). En comparacion a la membrana MB, desde el primer contacto con la bacteria

E. coli, su mayor actividad antibacteriana fue evidente.

e La membrana M4, a pesar de mostrar la mayor actividad a 1h con un 89.26%, la inhibicion
bacteriana en un inicio fue lenta, con un porcentaje de 34.84%. Durante la hora 3, se muestra

una actividad del 51.44%, siendo la tercera actividad mas alta entre las membranas.

En promedio, la actividad antibacteriana de la membrana contra E. coli fue de 47.69%, por lo que,
en general, las membranas evaluadas tienen una actividad antimicrobiana minima en contra de las
bacterias Gramnegativas.

A diferencia de las bacterias Gram-negativas, las células bacterianas Gram-positivas s6lo poseen

una membrana, por lo que son mas susceptibles al efecto antimicrobiano del mucilago del nopal.

Al igual que en la evaluacion contra la E. coli, todas las membranas presentaron inhibicion contra la
célula bacteriana S. aureus. Se evaluaron las mismas tres membranas MB (6%,.55%,0%), M7
(6%,.33%,3%) y M4 (6%, .55%, 3%), y los resultados se graficaron en la Figura 26.

Prueba antimicrobiana 0gg3 9918

95.55 I -0 h
9183 I =1h
L CJran) |
0 0 0
Control MB [6%,.55%,0] M7 [6%..33%,3%] M4 [6%, 55%,3%]

T 97.27 9636

Membrana

RAMIREZ ALVAREZ CARLO IVAN

39




A partir de la gréfica, se pueden destacar los siguientes puntos:

e La membrana MB mostré actividad desde el primer momento de contacto con un 94.84%.
Sin embargo, esta fue su mayor actividad antimicrobiana, ya que disminuyé con el tiempo,

llegando a 92.21% en la hora 1y a 91.83% en la hora 3.

e La membrana M7 tuvo mayor actividad a la hora 1, del 98.83%. En comparacion a la
membrana MB, desde el primer contacto con la bacteria S. aureus, tuvo mayor actividad

antibacteriana.

e La membrana M4, se observa que, al tener mayor concentracion de quitosano, le permitid ir
aumentando su actividad antimicrobiana de manera gradual hasta alcanzar su maximo a la
hora 3 con un 99.16%. Al igual que la membrana M7, esta tuvo desde el primer momento

una actividad superior a la membrana sin presencia de mucilago de nopal.

En promedio, la actividad antibacteriana de la membrana contra S. aureus fue de 96.09%, por lo que,
en general, las bacterias Gram positivas como S. aureus tienen mayor susceptibilidad a las

membranas evaluadas.
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4.4 PRUEBA DE RAYADURA

En la Figura 27 se muestran los tres sectores analizados: izquierdo, central y derecho. Cada uno de
estos sectores fue rayado de la misma manera en las tres membranas evaluadas y, a pesar de que
en esta prueba existe el "factor humano", al ser repetida por la misma persona se aseguré la
uniformidad en los resultados. Se decidi6 dividir en estas tres regiones, ya que permite identificar
posibles variaciones en la resistencia a lo largo de la membrana y comparar su comportamiento entre

zZonas.

Figura 28 Representacion gréafica de la rayadura de 1 cm y las secciones tomadas para para obtener los datos
de la grafica.

Tal y como se muestra en la Tabla 3, se registré el I4piz que generd una ruptura en la membrana y
se posiciond segun el sector que se analiz6. Cada sector, se rayé 3 veces, comenzando por el lapiz
9B. De estas tres rayaduras, gracias al valor equivalente, se puede calcular un promedio y graficarlo

para comparar visualmente el aumento de resistencia de las membranas.

RAMIREZ ALVAREZ CARLO IVAN || 41



Tabla 3 Mapeo de la resistencia a la rayadura por sectores y su grosor

G Resistencia a la rayadura Resistencia a la rayadura
rosor [mm] o .
(escalade lapiz) (valores equivalentes)
Membrana . Se(_:tor Sector central [Sector derecho| . Se(_:tor Sector central |Sector derecho| . Se(.:tor Sector central [Sector derecho
izquierdo izquierdo izquierdo
9B B 9B 1 9 1
MB
(6%,.55%,0%) 0.048 0.067 0.042 8B 2B 8B 2 8 2
8B B 9B 2 9 1
2B 2H B 8 12 9
M7
(6%,.33%,3%) 0.039 0.055 0.043 B 2H HB 9 12 10
B H HB 9 11 10
H 3H H 11 13 11
M4
(6%, .55%, 3%) 0.038 0.066 0.046 H 3H H 11 13 1
H 3H H 11 13 1

Para calcular el valor promedio de ruptura, se utilizé Unicamente el valor equivalente. Estos

promedios se registraron en la Tabla 4 con el fin de visualizar la relacién entre la resistencia y el

grosor de la muestra, y tener mayor contexto al momento de calcular la diferencia relativa. Por

ejemplo, en el sector izquierdo de la membrana sin presencia de mucilago de nopal, teniendo un

grosor de .048 mm, se observé que era un 80.83% menos resistente que el sector izquierdo de la

membrana “M7” la cual tenia menor concentracion de quitosano (0.33%) y una concentracion del 3%

de mucilago. Ademas, este sector en la membrana “M7” presenté un grosor menor de 0.039 mm.

Tabla 4 Valores promedio de ruptura y grosor de las muestras

Resistencia promedio a la rayadura
Grosor [mm] +
(valores equivalentes)
Membrana . Se(_:tor Sector central |Sector derecho| . Se(.:tor Sector central |Sector derecho
izquierdo izquierdo
MB
(6%,.55%,0%) 0.048 0.067 0.042 1.66 8.66 1.33
M7
(6%,.33%,3%) 0.039 0.055 0.043 8.66 11.66 9.66
M4
(8%, .55%, 3%) 0.038 0.066 0.046 11 13 11
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Los promedios de resistencia se graficaron como se muestra en la Figura 28 agrupando por
membrana. Gracias a esta grafica, se puede confirmar que el mucilago de nopal efectivamente
mejora las propiedades mecéanicas prexistentes en la membrana de PVA-Quitosano. A partir de esta
gréfica y de los valores promedios, se pudo obtener la diferencia relativa para analizar la diferencia

porcentual entre las resistencias de las membranas.

La diferencia relativa se calcul6 entre las membranas con presencia de mucilago y la membrana sin
mucilago. Posteriormente, se realiz6 el mismo célculo entre membranas con mucilago de nopal. Se

obtuvieron los siguientes resultados:

» Entre la membrana “M7” y la membrana “MB”, se observé que la membrana “MB” tiene una
resistencia un 80.83% menor en el sector izquierdo, mientras que en el sector central es
solo un 25.72% menos resistente y, finalmente, en el sector derecho es un 86.23% menos

resistente que la membrana “M7”.

» Entre la membrana “M4” y la membrana “MB”, se observé que la membrana “MB” tiene un
grosor mayor de 0.01 mm en sus dos primeros sectores y, a pesar de esto, tiene una
resistencia un 84.90% menor en el sector izquierdo, mientras que en el sector central es un
33.38% menos resistente y, finalmente, en el sector derecho es un 87.90% menos resistente

que la membrana “M4”.

> Entre las membranas con presencia de mucilago, el grosor no varié por mucho; sin embargo,
la membrana con mayor concentracion de quitosano mostré una mayor resistencia. En el
sector izquierdo, la membrana “M7” tiene un 21.27% menos de resistencia; en el sector
central, un 10.30%; vy, finalmente, en el sector derecho se observé un 12.18% menos

resistente en comparacion a la membrana “M4”.

La literatura indica que, en algunos materiales, una mayor resistencia a corte o fractura puede
asociarse con un incremento en el médulo de Young, lo que implica una menor deformacion frente
a esfuerzos de tensién o compresion. También, se ha reportado que el grosor del recubrimiento o
membrana puede influir en estas propiedades. La prueba de rayado con lapices permite evaluar la
resistencia superficial ante esfuerzos de penetracién y fuerzas de friccién, pues estas Ultimas

contribuyen a fallas tanto por delaminacién como por agrietamiento. [17]

A partir de los resultados obtenidos, se observa una posible mejora en el desempefio frente a lo
reportado en la literatura. Por ejemplo, en estudios con recubrimientos tipo sol—gel con 36% de silice
coloidal, la resistencia alcanzada fue de hasta lapices H y 2H, mientras que las membranas
elaboradas con mucilago de nopal, PVA y quitosano alcanzaron resistencia hasta el lapiz 3H. Sin

embargo, el recubrimiento de silice mas resistente era de 7.3 - 8.5 um, en contraste con los 66 um
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de la membrana mas resistente. Ademas, el recubrimiento contenia 12 veces concentracion de su

componente principal (silice) que las membranas cuya fase principal es el mucilago de nopal.

Al comparar los resultados menos favorables, el recubrimiento de silice con 2.0-2.3 um de grosor
resistio hasta los lapices B y 2B, mientras que la membrana sin presencia de mucilago de nopal, con
un grosor de 48 um en su sector izquierdo, no superd los lapices 8B y 9B. Estas observaciones
refuerzan que la incorporacién de mucilago de nopal mejora las propiedades mecanicas, y sugieren
gue un aumento en la concentracion de quitosano y mucilago podria permitir reducir el grosor sin
comprometer la resistencia, acercandose al desempefio de un material inorganico, duro y resistente,
como lo es la silice [17,73].

Prueba de rayadura

14 T T

I Sector izquierdo
[ sector central
[sector derecho

2= 11.6667

0= 9.66667

8.66667 8.66667

Valor de ruptura promedio

1.33333

MB [6%,.55%,0] M7 [6%,.33%,3%] M4 [6%,.55%,3%]
Membrana

Figura 29 Comparacion de los valores promedio de resistencia a la rayadura por seccion en las tres muestras de PVA-
Quitosano-Mucilago de nopal.
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CAPITULO V. DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion, se analizan los principales hallazgos de este proyecto de investigacion:

>

Debido a la similitud estructural de la quitina con la celulosa, al procesar la quitina para
obtener quitosano, este interactia muy bien con productos derivados de plantas, como el

mucilago de nopal.

Aungue la extraccion del mucilago de nopal se llevd a cabo en varias etapas para mantener
una temperatura constante de 55°C, este presenté oxidacion después de las 24 hrs expuesto
al calor. Esto pudo haber contribuido a su reduccion en la actividad antimicrobiana en la

membrana “M4” qe pasé de 35.36 a 34.84 en la hora 0 respecto a la membrana blanco.

La interaccion entre quitosano, mucilago y PVA, es de tipo no covalente, especificamente
puentes de hidrégeno entre sus grupos funcionales. La adicién de un surfactante como Tritén
X-100, o el enfriamiento de la solucién a 4°C, debilitan estas interacciones. Resultando en
la precipitacion del mucilago y la separacidon entre diferentes elementos, evitando la

formacién de nanofibras.

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere que aumentar la concentracion de
quitosano hasta un 1% y de mucilago de nopal hasta un 9% podria mejorar las propiedades

fisicoguimicas de las membranas, especialmente las antimicrobianas.

Los tres materiales utilizados son biodegradables, por lo que después de su uso se pueden
desechar de manera segura. Ademas, estos mismos son altamente biocompatibles y no se

han registrado efectos adversos graves.
Las membranas obtenidas, al ser en su mayoria productos organicos, su uso preferente se

reduce en comparacién a membranas hechas a partir de plata o que contengan farmacos:

sin embargo, se incremente en comparacion a las hechas con piel de tilapia.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

El objetivo general de esta investigacion fue alcanzado, ya que se lograron generar membranas
compuestas por quitosano, PVA y mucilago de nopal mediante electrohilado. Estas membranas,
mostraron propiedades antimicrobianas frente a la E. coliy S. aureus, lo que respalda su uso como

aposito en heridas causadas por quemaduras.

La extraccion del mucilago de opuntia ficus-indica fue exitosa; las adaptaciones implementadas a la
literatura mostraron excelentes resultados en la optimizacion del tiempo y en impedir su

desnaturalizacion, preservando asi sus propiedades bioactivas.

Las membranas mostraron estructuras de nanofibras continuas. Aunque no se logr6 tener una
uniformidad total en el diametro de las fibras, por la naturaleza de los polimeros, estas fibras

permanecieron en el rango nanométrico.

Los analisis FTIR confirmaron la presencia de grupos funcionales caracteristicos de los tres
polimeros utilizados, y el SEM evidenci6 una integracion en su estructura adecuada. Por otra parte,
los ensayos mecanicos por rayado demostraron que la adicion de mucilago de nopal aumenta
significativamente la resistencia de las membranas, lo cual es esencial para poder entrar en contacto

con el tejido epitelial.

La interaccion entre mucilago de nopal y el quitosano mostré sinergia al aumentar la actividad
antimicrobiana. En particular, se observé que individualmente estos polimeros tienen dificultad en
combatir bacterias Gram negativas como la E. coli; sin embargo, gracias a su sinergia, las
membranas mostraron la capacidad de controlar mejor la poblacion de esta bacteria, lo que resalta

su viabilidad para minimizar el riesgo por infeccion bacteriana.

En conjunto, estos resultados validan la hipétesis planteada al inicio de esta tesis. Se puede concluir
gue el mucilago de nopal posee un potencial extraordinario en aplicaciones biomédicas, no solo
como material de soporte, sino también como agente bioactivo.
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6.2 RECOMENDACIONES

> Para mejorar la eficiencia de las membranas en la actividad antimicrobiana y evitar oxidacién

del mucilago de nopal, este ultimo se puede obtener a través de liofilizacion

» Ampliar la concentracion de mucilago y nopal en relacién 1:1 podria permitir mayor

resistencia mecanica.

» Disminuir la concentracion de PVA, permitiria que la interaccion entre mucilago y quitosano
se incrementara, provocando que el electrohilado necesitase de mas voltaje, pero a cambio

se obtendrian nanofibras mas uniformes

» Se recomienda electrohilar en verano, en especial en las horas de mayor actividad solar.

Con este pardmetro se podra obtener una membrana méas uniforme.

> Irradiar la membrana con luz UV por 12 minutos, mejorard los enlaces de la membrana y

permitird que se reajuste su morfologia, permitiendo una mejor adsorcién de agua.

» Evaluar las membranas con pruebas de hinchamiento para cuantificar su viabilidad en la

adsorcion de exudado.

» Evaluar las membranas en cultivos celulares epiteliales, esto permitira definir si tiene mejores

resultados que otros apdsitos.
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ANEXO |I: TECNICAS DE CARACTERIZACION

La caracterizacion es el estudio de la estructura, propiedades y composicion de una muestra. Para
llevar a cabo una correcta caracterizacién, es necesario realizar pruebas basadas en el método
cientifico. En el caso de esta investigacion, se eligieron pruebas para evaluar caracteristicas
especificas que, en teoria, deben cumplir todas las membranas para quemaduras obtenidas
mediante electrohilado, tales como: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
para identificar las sefiales especificas de la muestra; microscopia electronica de barrido (SEM), para
confirmar que la membrana tenga nanofibras entrelazadas; prueba antimicrobiana y, finalmente, una

prueba de rayadura para medir la resistencia al corte o fractura .

A.1.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica ampliamente utilizada
para la identificacién de estructuras moleculares y la composicién quimica de muestras organicas,
inorganicas y poliméricas. Esta caracterizacion es posible gracias al principio fisico de los enlaces
presentes en las moléculas, ya que estos absorben ondas especificas de la radiacion infrarroja, lo
cual permite identificar no solo los grupos funcionales de la muestra sino también contaminantes y

aditivos presentes en la muestra estudiada [40,48].

Esta técnica de caracterizacion se compone de tres fases. La primera consta de un interferémetro
de Michelson, el cual, a partir de una fuente de radiacion infrarroja, genera una sefial de luz que
pasara por un divisor de haz, separando la onda en dos partes iguales hacia dos espejos: uno fijo y
otro movil. La luz incidente en estos espejos regresara y se volvera a unir para irradiar la muestra
que se interpone entre la onda combinada y el detector. El detector mide los patrones de interferencia
para poder generar el interferograma; sin embargo, la informacién espectral estd en dominio del
tiempo, por lo cual es necesario aplicar una transformada de Fourier (véase Figura 29) para llevar
esta informacién al dominio de la longitud de onda y asi obtener una gréafica con espectros legibles
[16].
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Tal y como se muestra en la Figura 29, la sefial obtenida después de la aplicacién de la transformada
de Fourier (Ecuacion 2) corresponde a un espectro donde se representa el nimero de onda (v) en
el eje ‘X’ frente a la transmitancia (%T), que indica el porcentaje de radiacion transmitida, en el eje
‘y’. Sin embargo, para el analisis de resultados en la investigacion biomédica, se utiliza la
absorbancia [40,48]; es decir, se aplica la formula matematica mostrada en la Ecuacién 3 que permite
identificar las moléculas presentes en la muestra, ya que cada una posee una 'huella digital' espectral
Unica [67].

Ecuacion 2 Transformada de Fourier empleada en espectroscopia FTIR para generar el espectro a partir de la sefial
interferométrica.

F(iwg) = f F(t)e wot dt
Donde w, = 2nf

Ecuacion 3 Relacion matemdtica entre transmitancia (%T) y absorbancia (A), utilizada para el andlisis espectroscopico.

A = —log(T)

A.1.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio mas utilizado es el éptico, denominado asi porque su funcionamiento se basa en
iluminar la muestra con luz blanca y usar lentes de vidrio para ampliar la imagen. La resolucién de

un microscopio se define como su capacidad de distinguir dos puntos cercanos como objetos
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separados; en otras palabras, la distancia entre dos detalles debe ser lo suficientemente grande para
que el microscopio pueda distinguirlos como elementos separados y no fusionarlos en una sola
imagen. Los microscopios 6pticos, al depender de la luz, tienen problemas al analizar muestras
menores a 100 nm. Este limite de resolucién es consecuencia de la longitud de onda de la luz visible,

gue varia entre 400 nm y 700 nm [34,62].

Debido a esta limitante, se desarroll6 la microscopia electrénica de barrido, o por sus siglas en inglés,
SEM. Gracias a la dualidad onda-particula, es posible modificar el momentum de un electrén con
distintos rangos de voltaje (generalmente entre 1 y 30 keV), consiguiendo asi longitudes de onda
mas pequefias, aumentando la resolucion y la interaccion con materiales de escala nanométrica. En

la Figura 30 se representan los componentes principales de un microscopio SEM.

Electron
source [

Anode —- —’ . - < ‘
000
Scan generator

Condensor
lenses

Amplifier

i X, y scancoils

Objecu've
lens

Back-scattered

electron detector _\. |

X-ray

detector —%

Secondary
electron detector

- Sample

Figura 31 Componentes principales de un microscopio SEM. Recuperado de Inkson, B. J. (2016)

El haz de electrones cargados es guiado por un campo magnético hacia un punto especifico de la
muestra; al interactuar atbmicamente con ella, se emiten sefiales hacia los detectores. Estas sefiales
se sincronizan con la ubicacion de incidencia del haz y su intensidad, generando asi un pixel. Al
escanear secuencialmente toda la superficie de la muestra, se logra generar una imagen. Esta
imagen determina con precision el grosor, la morfologia y la uniformidad de la muestra analizada.
[25,34,62]
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A.1.3 PRUEBA MICROBIANA

Las células bacterianas han sido responsables de muchas muertes a lo largo de la historia de la
humanidad. Por ello, se han desarrollado pruebas estandarizadas para identificar aquellas
sustancias que puedan hacerles frente, ya sea eliminandolas (bactericidas) o inhibiendo su

crecimiento y reproduccién (bacteriostaticas).

Durante décadas, el uso de plantas y sus derivados, como la baba del nopal, ha sido relevante. A
pesar de que no se conocia con certeza como actuaban en beneficio del humano, era claro que
tenian propiedades curativas y, conforme se estandarizaron pruebas, se descubrié que algunas
plantas y sus derivados contaban con una alta actividad antibacteriana y ayudaban a la recuperacion

de ciertas heridas, como las causadas por quemaduras [60].

Para evaluar la actividad antimicrobiana de una membrana generada por electrohilado, se utiliza la
norma ASTM E2149, ya que se enfoca en probar agentes microbianos ligados a una superficie no
uniforme. Durante este procedimiento, se conoce la concentracion inicial de bacterias, lo que facilita
una comparacion en los resultados. Ademas, tiene adaptaciones que permiten comparar la actividad

antimicrobiana contra bacterias Grampositivas y Gramnegativas. [11,38]

A.1.4 PRUEBA DE RAYADURA

La dureza es una propiedad mecénica que mide la resistencia de un material a ser rayado o
penetrado por otro cuerpo. Tomando esto como base, se adapta el analisis ASTM D3363 de Wolff-
Wilborn, (véase Figura 31). Las membranas obtenidas mediante electrohilado se someteran a esta
adaptacion de rayado con diversos lapices de grafito para evaluar su dureza y resistencia mecanica

al corte o fractura [17].

Esta adaptacion conlleva lo siguiente:

a) El primer paso consiste en sacarle punta al 14piz para asegurar que el grafito quede lo méas

uniforme posible en los bordes.
b) A continuacidn, se lija la punta del I4piz con lija de agua para obtener una superficie circular,

lo que permitird generar una rayadura con fuerzas con fuerzas constantes al poner el l14piz
a 45 grados.
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c) Se reposa el lapiz a 45 grados respecto a la horizontal en un "carrito" nivelado y calibrado,
el cual cuenta con dos ruedas traseras y un seguro el cual ayuda a fijar el lapiz en su

posicion.

d) Finalmente, se coloca la muestra sobre un trozo de aluminio y se traza una rayadura de 2
cm aplicando una fuerza leve y constante sobre la parte trasera del carrito, para asegurar
gue la rayadura en la pelicula sea uniforme y se pueda determinar con qué lapiz se desgasta
la muestra.

Se utilizaran lapices que van desde el 9B hasta el 10H sin contemplar el lapiz F. A estos lapices se
les asignd un valor del 1 al 20 para poder hacer diferencias relativas en la dureza y resistencia
mecénica de las muestras.

Lapiz a 45° respecto a
la horizontal

" Fuerza de empuje

constante

Soporte ajustable
para lapiz

Carrito nivelado

€.

Pelicula analizada

Figura 32 Ejemplificacion de la prueba de rayadura
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ANEXO II: VALORES EQUIVALENTES PRUEBA DE RAYADURA

En la Tabla 5 se puede observar que a cada lapiz usado en esta prueba se le asigné un valor
equivalente, que va desde el 1 hasta el 20. Esto facilita los calculos cuantitativos y permite analizar
de mejor forma el aumento de la resistencia entre las membranas con mucilago de nopal y aquellas

sin mucilago en su estructura.

Tabla 5 Valores equivalentes entre el nUmero de lapiz y el valor utilizado para calcular la diferencia relativa.

Valores equivalentes

9B 1
8B 2
7B 3
6B 4
5B )
4B 6
3B 7
2B 8

B 9
HB 10

H 11
2H 12
3H 13
4H 14
5H 15
6H 16
7H 17
gH 18
gH 19
10H 20

Los lapices mas duros son aquellos que tienen un valor equivalente mas alto, es decir, los de la
familia “H”. En la Figura 32 se muestran las familias de lapices ordenadas de menor a mayor dureza.

Segun la literatura consultada, una membrana electrohilada a partir de PVA y quitosano, es muy
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elastica y tiene buenas propiedades mecanicas. A partir de esto, se espera que, al introducir el
mucilago de nopal, que sirve de soporte y estructura dentro del cladodio del nopal, las caracteristicas

fisicas de estas membranas aumenten.
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Figura 33 Lapices ordenados por dureza, siendo la familia “B” la que presenta menos dureza
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