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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo sintetizar nanocomposites de quitosano
funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de zinc mediante el método de sol-gel para la
evaluacion de su actividad antimicrobiana. En la primera etapa se sintetizo el 6xido de zinc
a través del método de coprecipitacion, para poder modificar a una matriz de quitosano
permitiendo obtener el nanocomposite. En la siguiente etapa se evalué la actividad
antimicrobiana del nanocomposite funcionalizado permitiendo determinar la concentracion
inhibitoria del microorganismo de E. coli, el cual originé halos de inhibicion al trabajar en
tres concentraciones diferentes, siendo la biopelicula con concentracion de 0.030g de ZnO
la que demostré mayor halo de inhibicion. Los materiales se caracterizaron con DRXy FTIR,

permitiendo la obtencién de espectros y difractogramas.

Palabras claves: Quitosano, Actividad antimicrobiana, Oxido de zinc, Nanocomposito, E.
coli.



SUMMARY

The present research aimed to synthesize chitosan nanocomposites functionalized with zinc
oxide nanoparticles using the sol-gel method for the evaluation of their antimicrobial activity.
In the first stage, zinc oxide was synthesized through the coprecipitation method, in order to
modify a chitosan matrix, allowing the nanocomposite to be obtained. In the next stage, the
antimicrobial activity of the functionalized nanocomposite was evaluated, allowing the
inhibitory concentration of the E. coli microorganism to be determined, which caused
inhibition halos when working at three different concentrations, with the biofilm with a
concentration of 0.030g of ZnO being the one that demonstrated greater halo of inhibition.
The materials were characterized with XRD and FTIR, allowing the obtaining of spectra and

diffractograms.

Keywords: Chitosan, Antimicrobial activity, Zinc oxide, Nanocomposite, E. coli.
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INTRODUCCION
El quitosano es un polimero natural derivado de la quitina, que se suele encontrar en el
exoesqueleto de crustaceos. Posee propiedades antimicrobianas y se utiliza en una amplia
gama de aplicaciones, en la agricultura, la industria alimentaria, la medicina y la industria
cosmética (Khan et al., 2020).
Martinez-Trujillo & Garcia-Rivero, (2020) sefialan que el quitosano exhibe una destacada
actividad antibacteriana al impedir el desarrollo de microorganismos, entre ellos Escherichia
coli. Sus propiedades antimicrobianas se manifiestan de manera prominente en ambientes
acidos, donde puede eliminar el crecimiento de microorganismos al interactuar con las
membranas celulares. (Martinez Truijillo & Garcia-Rivero, 2020).
Otros microorganismos que presentan resistencia a la actividad antimicrobiana también se
ven afectados por el quitosano. Esta propiedad se refleja tanto en la mejora de la
cicatrizacion de heridas como en la conservaciébn de verduras y alimentos. Los
nanocompuestos de quitosano y 6xido de zinc se emplean en la industria cosmética,
biomédica y alimentaria (Martin Gil & Méndez Rojas, 2016).
El 6xido de zinc, especialmente en forma de microestructuras o nanoparticulas, ha
demostrado una destacada actividad antimicrobiana. Se han desarrollado materiales
antimicrobianos y envases bioactivos basados en el 6xido de zinc, y se ha estudiado su
actividad antibacterial (Higiene ambiental, 2017).
Por otro lado, las nanoparticulas de 6xido de zinc se utilizan para inhibir y controlar el
crecimiento microbiano. La actividad microbiana se refiere a las diversas funciones y
procesos realizados por microorganismos, como bacterias, virus y levaduras, en su entorno
(Ramirez-Benitez et al., 2019).
De acuerdo con varios autores, las nanoparticulas de 6xido de zinc (NP de ZnO) destacan

como las mas utilizadas debido a sus propiedades antimicrobianas, también cabe



mencionar que la actividad antimicrobiana de las NP de ZnO contrarrestan la resistencia
bacteriana de cepas como la Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa (Mendes et al., 2022, p. 1).

De acuerdo con diversos autores, las biopeliculas antimicrobianas son peliculas delgadas
y flexibles que contienen agentes que se utilizan para prevenir el crecimiento de
microorganismos. Presentan diferentes aplicaciones como la conservacion de alimentos y
la proteccion de superficies, las cuales forman una barrera protectora que inhibe el
crecimiento de microorganismos, como bacterias y hongos (Gonzalez et al., 2017, p. 7).
Para potenciar la actividad antimicrobiana del quitosano se puede adicionar nanoparticulas
de 6xido de zinc, que es un agente biocida efectivo contra bacterias, hongos y virus. El
término "nanopeliculas" se refiere a peliculas delgadas que tienen dimensiones a escala
nanomeétrica, lo que significa que tienen espesores en el rango de nandémetros (un
nanémetro es equivalente a mil millonésimas partes de un metro). Estas peliculas son
utilizadas en diversas aplicaciones, especialmente en campos como la nanotecnologia, la
electronica, la medicina y la ingenieria de materiales. (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora,
2019).

Las nanopeliculas pueden estar compuestas por una variedad de materiales, como
polimeros, metales, 6xidos, y otros materiales nanocompuestos. Debido a su tamafio
diminuto, las nanopeliculas pueden tener propiedades Unicas y ser aplicadas para mejorar
diversas caracteristicas, como la conductividad eléctrica, la resistencia mecanica, la
capacidad de barrera, y la actividad bioldgica, dependiendo de su composicion y aplicacién
especifica. (Ortega-Pefia & Herndndez-Zamora, 2019).

La resistencia a los antimicrobianos es una gran amenaza que enfrenta la humanidad y la
salud publica por el uso indebido y excesivo de los antibi6ticos segun la (OMS). Existen

microorganismos que son resistentes a los antibioticos. Estos microorganismos pueden



estar presentes en las personas, los animales, alimentos, plantas y en el medio ambiente
(agua, aire y suelo) y propagarse de persona a persona y animales (Organizacion Mundial
de Salud, 2021)

En la actualidad a nivel mundial las resistencias de los antimicrobianos se producen por
bacterias, virus que cambian a lo largo del tiempo y las cuales dejan de responder a los
medicamentos. (OMS, 2020) La OMS considera que la resistencia antimicrobiana es un
dilema médico, ya que es una amenaza global y requiere control (Tusa-Torres Darwin et
al., 2021).

La sintesis de hanocompuestos de quitosano funcionalizados con nanoparticulas de 6xido
de zinc a través del método de sol-gel fue un proceso innovador que presenté grandes
oportunidades en el campo de la investigacion antimicrobiana. La evaluacién de la actividad
antimicrobiana de estos materiales prometié contribuir al desarrollo de nuevas soluciones
en la lucha contra microorganismos resistentes. Este estudio tuvo como objetivo principal
la sintesis del nanocomposite de quitosano funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de

zinc mediante el método de sol-gel para la evaluacién de su actividad antimicrobiana.



OBJETIVO

Objetivo General
Sintetizar nanocomposites de quitosano funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de

zinc mediante el método de sol-gel para la evaluacién de su actividad antimicrobiana.

Objetivos Especificos

 Obtener nanoparticulas Oxido de Zinc por el método de coprecipitacion para la
obtencién del nanocomposites.

+ Sintetizar los nanocomposites de quitosano y nanoparticulas Oxido de Zinc por el
método de sol-gel.

 Evaluar la actividad antimicrobiana usando nanocomposites de quitosano
funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de zinc.

» Caracterizar los materiales sintetizados mediante Espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier (FTIR) y Difraccion de Rayos-X (DRX).



1. MARCO TEORICO

1.1  Antecedentes

El quitosano es un heteropolisacarido que se encuentra en las paredes celulares de algunos
hongos, en los caparazones de los crustaceos, y son polisacaridos catiénicos naturales
considerados no toxicos, que tienen una solubilidad y viscosidad que dependen de su peso
molecular. El quitosano es un compuesto multifacético que destaca por sus propiedades
antimicrobianas, biolégicas, antifungicas y antioxidantes. Su versatilidad se refleja en su
uso en el tratamiento de aguas, la fabricacion de capsulas, el tratamiento antimicrobiano de
alimentos y en aplicaciones dermatolégicas (Saucedo-Plascencia et al., 2023).

El quitosano se adhiere a la membrana plasmatica, también se puede acotar que el
quitosano farmacéutico tiene biocompatibilidad y permite una liberacion controlada de los
farmacos, ademas de tener un efecto quelante (Emilia, 2019).

El 6xido de zinc es un compuesto inorganico de la formula ZnO ya que es un mineral que
se encuentra facilmente en la naturaleza, asi mismo llama la atencién de algunos
investigadores en la forma de obtencion. Es muy utilizado en la industria farmacéutica como
alimenticia, considerando que posee propiedades protectoras y astringentes. Posee
propiedades antimicrobianas, las cuales ayudan a inhibir el crecimiento y la propagacién de
microorganismos (Villagran Ocadiz, 2018).

Desde la década de 1960, las peliculas de ZnO han sido objeto de amplia investigacion y
aplicacion en diversos campos. Durante muchos afios, el ZnO ha encontrado aplicacion en
areas como la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, entre otras. Las
nanoparticulas de ZnO, al ser diminutas, presentan propiedades y caracteristicas Unicas
relacionadas con su tamafio. Estas particulas se utilizan en diversas aplicaciones y

destacan por su potencial antimicrobiano, que contribuye a inhibir el crecimiento de



microorganismos, favorecer la cicatrizacién y prevenir infecciones en heridas (Villagran

Océdiz, 2018).

1.2 Oxido de zinc

El 6xido de zinc, un compuesto inorgénico, destaca en la actualidad por sus propiedades
antibacterianas, lo que lo convierte en un candidato prometedor para diversas aplicaciones.
Su estabilidad, robustez, resistencia al corte y larga vida util lo posicionan como un material
de gran interés, al igual que otros compuestos inorganicos como TiO2, MgO, CaO, CuO,
entre otros. En el &mbito de los semiconductores, el ZnO ha despertado considerable
atencion debido a sus multiples aplicaciones potenciales, incluyendo su uso de
fotocatalizador; debido a su excelente caracteristica fotoeléctrica (gran absorcion de la luz
UV), celdas solares, sensores quimicos; asi como otras propiedades como la movilidad de
electrones, facilidad de control morfol6gica, bajo costo de producciéon y abundante
disponibilidad. EI ZnO también muestra una propiedad antibacteriana efectiva y una
superficie cargada positivamente (potencial zeta, ¢ aproximadamente de 20 mV) para la
captura de bacterias. sin embargo, deben cumplirse diversos parametros: estabilidad
guimica y mecanica, alta relacion superficie-volumen, fuerte carga superficial, robustez,
durabilidad, reproducibilidad y seguridad (Contreras Zarazta, 2020).

1.2.1 Propiedades Antimicrobiana de nanoparticulas de 6xido de zinc.

Las nanoparticulas de oOxido de zinc (ZnO) han demostrado tener una actividad
antimicrobiana significativa contra una amplia gama de microorganismos, incluyendo
bacterias, hongos y virus. Esta propiedad antimicrobiana se ha convertido en un area de
investigacion activa debido a la creciente preocupacion por la resistencia a los antibiéticos
y la necesidad de encontrar alternativas efectivas para el control de las infecciones. De

acuerdo con Vazquez Olmos (2018), “Las nanoparticulas de ZnO actian como agentes



antimicrobianos a través de diversos mecanismos, siendo el mas importante la generacién
de especies reactivas de oxigeno” (Vazquez Olmos et al., 2018)

Las NP de ZnO se han utilizado ampliamente estudiado en diversos campos por sus
propiedades antimicrobianas, sus aplicaciones con potencial médico, industria textil, para
el tratamiento de agua, lo cual se ha utilizado como revestimientos de latas de alimentos.
Ademds del uso en la industria médica, el envasado de productos carnicos, medicamentos
y cosméticos. Las propiedades fisicas y quimicas del ZnO dependen de como se sintetice,
las nanoparticulas de ZnO han atraido una renovada atencion por parte de algunos
investigadores debido a sus propiedades antibacterianas superiores. Este tipo de
propiedades afectan a una variedad de bacterias, de las cuales clinicamente son las que
se transmiten por el aire, el agua o los alimentos y causan las infecciones mas comunes y
graves. Una posible aplicacién de las nanoparticulas de éxido de zinc utilizando sus
propiedades antibacterianas es como antiséptico, debido a que atribuye sustancias que
inhiben el crecimiento de microorganismos en la superficie del tejido de la piel (Picazzo
Hentschel & Jasso, 2019).

1.3 Quitosano

El quitosano es un polimero obtenido a partir de la desacetilacion de la quitina, un
polisacarido abundante en la naturaleza, principalmente en los exoesqueletos de
crustaceos y otros artrépodos. El quitosano se ha estudiado en aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas por sus propiedades biocompatibles, biodegradables y su capacidad para
interactuar con iones y moléculas en solucién.

Los nanocomposites de quitosano son materiales compuestos que combinan el quitosano,
un polimero natural derivado de la quitina, con nanoparticulas u otros materiales a nano
escala. Estos nanocomposites presentan propiedades mejoradas en comparacion con el

quitosano puro, lo que los hace atractivos para diversas aplicaciones, ademas que el



guitosano es conocido por sus propiedades antimicrobianas, biocompatibilidad y capacidad
de formar peliculas y recubrimientos. Al incorporar nanoparticulas en la matriz de quitosano,
se pueden obtener nanocomposites con propiedades adicionales, como mayor resistencia
mecéanica, estabilidad térmica, capacidad de liberacién controlada de farmacos u otros
compuestos activos, y mayor actividad antimicrobiana (Albarracin-Hernandez & Bohérquez,

2018, p. 7). La figura 1 muestra la estructura quimica del quitosano.

NH,

HO 8]
NH, o
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Figura 1: Estructura del Quitosano

*Adaptado por Quitosano: una alternativa sustentable para el empaque de alimentos, (p.3)
por Ortega Cardona, César Eulogio y Aparicio Fernandez, Xochitl, 2020. Fuente:

DOI: http://doi.org/10.22201/cuaieed.16076079e.2020.21.5.4

1.3.1 Quitosano como agente antimicrobiano.

El quitosano ha sido estudiado por sus propiedades antimicrobianas y biocompatibles. De
acuerdo con diversos autores caben de mencionar que la actividad antimicrobiana del
quitosano se utiliza como un recubrimiento antimicrobiano, la cual ayuda a la cicatrizacién
de heridas, prevenir infecciones y combatir enfermedades infecciosas (Rozman et al.,
2019).

El quitosano tiene actividad antibacteriana contra hongos filamentosos, levaduras y
bacterias y también se considera un agente antifiingico. Por otro lado, se relaciona con el
efecto antibacteriano, mediante la integridad de la membrana, tomando en cuenta las

cargas positivas y negativas en las membranas celulares bacterianas. Las peliculas de
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guitosano tienen buenas propiedades mecénicas y permeabilidad selectiva a los gases CO2
y O2. Ademas, el quitosano es biodegradable y biocompatible con otros compuestos

(Tarabay, 2017).
1.3.2 Modificaciones del quitosano.

De acuerdo a diversas investigaciones acerca de las diferentes modificaciones existentes
del quitosano, teniendo como objetivo incrementar tanto las aplicaciones como sus
propiedades, las cuales nos ayudaran a mejorar su desempefio en diversas industrias,
como la farmacéutica, alimentaria, biomédica, entre otras.(Romero—Serrano & Pereira,
2020).

Se moadifica el quitosano por varias razones en diversos campos de la ciencia y la tecnologia
debido a sus propiedades Unicas. Aqui hay algunas razones por las que se modifican el
guitosano. La mejora de la solubilidad del quitosano es una modificacién que puede facilitar
su uso en aplicaciones farmacéuticas, alimentos, y otras industrias. EI aumento de la
biocompatibilidad ayuda a mejorar el uso en aplicaciones biomédicas, como la entrega de
farmacos, la ingenieria de tejidos y la regeneracion de 6rganos. La viscosidad del quitosano
se puede ajustar mediante la modificacion quimica, tomando una amplia gama de
aplicaciones, desde productos farmacéuticos hasta revestimientos y adhesivos (Romero—
Serrano & Pereira, 2020).

Las modificaciones de la carga superficial del quitosano pueden modificar las propiedades
de interaccion con otros compuestos. Estas aplicaciones como la purificacion de agua,
donde el quitosano puede utilizarse para eliminar contaminantes cargados negativamente.
Las modificaciones quimicas del quitosano pueden mejorar sus propiedades mecanicas,
como la resistencia y la elasticidad. El control de la degradabilidad del quitosano se puede
ajustar mediante modificaciones quimicas para que se descomponga en condiciones

especificas (Romero—Serrano & Pereira, 2020).



1.4 Evaluacién antimicrobiana del Q-ZnO
La evaluaciéon antimicrobiana es muy importante para determinar la actividad de estas
estructuras combinadas. Poseen la capacidad de formar barreras protectoras, sin embargo,
para la utilizacion de este nanocompuesto, se utiliza técnicas estandares para determinar
la concentracibn minima de inhibicién, la cual ayuda inhibiendo el crecimiento de los
microorganismos(Esquivel Rodriguez & Cancino Gonzélez, 2017).
El nanocomposites de quitosano con 6xido de zinc como agente antimicrobiano posee
diversas aplicaciones, tanto en el recubrimiento de envases de alimentos y como material
de médicos, optimizando el uso y las propiedades antimicrobianas(Esquivel Rodriguez &
Cancino Gonzélez, 2017).
El mecanismo de la actividad antimicrobiana de los hanocomposites de quitosano y ZnO no
ha sido completamente establecido y sigue siendo objeto de investigacion. Sin embargo, se
han propuesto algunos posibles mecanismos que podrian contribuir a su actividad
antimicrobiana. Uno de los mecanismos propuestos es la liberacion controlada de iones de
zinc (Zn) a partir del ZnO presente en el nanocomposites. Se ha demostrado que los iones
de zinc pueden tener propiedades antimicrobianas al interactuar con las membranas
celulares de los microorganismos y causar dafio, inhibiendo su crecimiento y reproduccién
(Esquivel Rodriguez & Cancino Gonzélez, 2017).
15 Resistencia a la biopelicula

Las comunidades de biopeliculas son muy beneficiosas para muchos aspectos de la vida
humana, incluida la provision de resistencia a la colonizacién en el intestino grueso, la
degradacién de compuestos organicos y contaminantes ambientales, el ciclo global de
nutrientes y la mejora de la calidad del agua. Sin embargo, estas comunidades
multicelulares metabdlicamente integradas se consideran en gran medida problematicas

tanto en entornos industriales como clinicos. Esto se debe a que las biopeliculas son



extremadamente recalcitrantes a la eliminacion por parte de agentes antimicrobianos y la
respuesta inmune del huésped. En general, se informa que las biopeliculas son mucho
menos susceptibles a los tratamientos antimicrobianos que sus contrapartes plancténicas,
con disminuciones de 100 a 1000 veces en la susceptibilidad, o més, frecuentemente
demostradas (Wright et al., 2013).

Existe evidencia in vivo e in vitro de que el exopolimero protege las biopeliculas de heridas
cronicas de los procesos inflamatorios que son clave para la curacion de heridas. Se ha
sugerido que el exopolimero bloguea la activacion del complemento, deprime la respuesta
linfoproliferativa y previene la deteccién de opsoninas en las paredes celulares bacterianas
por parte de los fagocitos. Los hallazgos también han demostrado que el exopolimero limita
la capacidad de los leucocitos para penetrar la biopelicula, dificulta su movimiento a través
de las biopeliculas, atenta su capacidad para degranularse y producir especies reactivas
de oxigeno (ROS) y previene la fagocitosis de las bacterias. La exposicion de biopeliculas
bacterianas a concentraciones de antibidticos subinhibitorias, o a antibiéticos incorrectos,
puede inducir fenotipos mucoides, que generan biopeliculas méas espesas con
componentes de matriz adicionales. (Omar et al., 2017)

1.6 Propiedades antimicrobianas del nanocomposites

En la dltima década, la combinacion de materiales ha surgido como una estrategia para
potenciar las propiedades antimicrobianas. El uso de nanocomposites en aplicaciones
antimicrobianas ha recibido mucha atencién en la industria. Las particulas nanométricas,
como el grafeno, pueden ser incorporadas en la matriz polimérica para brindar propiedades
antimicrobianas adicionales. Estas particulas tienen una gran area superficial y pueden
interactuar con los microorganismos, inhibiendo su crecimiento y proliferacion.

Ademas de proporcionar propiedades antimicrobianas, los nanocomposites también

pueden mejorar otras propiedades de los materiales, como la resistencia mecénica y la



barrera a los gases. Esto los hace adecuados para una amplia gama de aplicaciones, como
envases de alimentos, materiales médicos y textiles (Nanocompuestos poliméricos con
grafeno, 2022).

1.7 Métodos de Sintesis

1.7.1 Método de preparacion sol gel.

El método de preparacion sol gel es una técnica coloidal utilizada para sintetizar materiales
ceramicos Y vitreos, que consiste en la formacién de un hidrosol mediante la hidrolisis y
condensacion de precursores quimicos (solucion sol), el cual posteriormente se somete a
procesos de deshidratacion y densificacion mediante un tratamiento térmico (gel). Este
método tiene la ventaja de poder obtener materiales con una gran diversidad de formas y
tamanios, y con un alto grado de pureza, homogeneidad y control de la microestructura.
(Castro-Leodn et al., 2020).

Este método comienza con la formacion e implementacion de precursores complejos de
metales o semimetales con diferentes ligandos (normalmente grupos). El agua, cuando esta
presente en la misma solucion, actlia como su catalizador de la polimerizacion del Sol-gel.
La formacion resultante se llama hidrogel porque corresponde al liquido atrapador del
esqueleto inorganico. Alternativamente, los hidrogeles pueden formarse mediante; el
método de evaporacion lenta del disolvente cuando aumenta la concentracion del coloide y
la probabilidad de su respuesta (Varela Thiermann, 2014).

En los ultimos afios, el método sol-gel se ha utilizado ampliamente en la produccién de
diversos materiales nanoestructurados. Este enfoque es atractivo porque incluye procesos
a baja temperatura, también hay alta pureza y homogeneidad, por lo tanto, la forma en que
se preparan en sistemas multicomponente. Se realizd la sintesis y caracterizaron de
NPsZnO por la técnica sol-gel y utilizaron Zn(NO3)2 y NaOH como precursores a una

temperatura de reaccion de 60°C (Aquino Granados, 2016).
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Figura 2: Esquema del método Sol-gel

*Adaptado por a La quimica sol-gel “tradicional” como herramienta poderosa para la
preparacion de catalizadores de 6xido metalico y metal soportado por, Serena Esposito,

(p-4). Fuente: https://doi.org/10.3390/mal12040668

1.7.2 Método de coprecipitacion.

El método de coprecipitacion es un proceso de sintesis de materiales sélidos en el que dos
0 mas iones diferentes se hacen reaccionar en una solucion acuosa para producir una
precipitacion conjunta de los iones en forma de particulas sélidas. Este método a menudo
se utiliza para sintetizar materiales ceramicos, como 6xidos metdlicos, y puede producir

particulas de tamafio nanométrico con una distribucion uniforme del tamafio de particula.
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Ademads, el método de coprecipitacién también puede utilizarse para afiadir impurezas o
dopantes a los materiales sélidos, para producir materiales con propiedades especificas,
tales como superconductores y materiales magnético (Morales et al., 2019).

Hoy en dia el método de coprecipitacion es disefiado para aplicaciones bioldgicas, debido
a las principales ventajas de simplicidad y bajo el costo. Este método es uno de los mas
utilizados dado a su facil uso, ademas se puede colocar otros elementos para sintetizar
oxidos (Picazzo Hentschel & Jasso, 2019). En este proceso, existen variables que pueden
influir en los métodos de sintesis de nanoparticulas, como la velocidad de mezcla, el pH de
la solucion. La solucion se mezcla mediante agitacibn magnética, Centrifugacion,
funcionalizacion molecular sustancias organicas y ligandos (Lopez Aguila et al., 2014).

1.8  Técnicas instrumentales

1.8.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica utilizada
para obtener informacion sobre la composicién quimica de una muestra. Se basa en el
principio de que las moléculas absorben energia en el rango de la radiacion infrarroja y esto
produce cambios en la vibracion y rotacion de los enlaces quimicos presentes en la
muestra.

El FTIR utiliza un interferdmetro de Michelson para generar un diagrama de interferencia
gue representa la energia infrarroja absorbida por la muestra en funcion de la longitud de
onda (Carroll et al., 2022).

La sefial generada se somete luego a un proceso matematico conocido como transformada
de Fourier, que permite obtener el espectro infrarrojo de la muestra. Este espectro infrarrojo
contiene informacion sobre los grupos funcionales presentes en la muestra y puede
utilizarse para identificar compuestos quimicos, analizar la estructura molecular y

determinar la presencia de ciertos enlaces quimicos o grupos funcionales. Ademas, la



espectroscopia FTIR también puede ser utilizada para estudiar la composicion de muestras
biol6gicas, como tejidos o células (Cortez, 2022).

1.8.2 Difraccion de Rayos-X (DRX).

La difraccién de rayos-X (DRX) es una técnica utilizada para estudiar la estructura cristalina
de materiales. Se basa en el principio de que los rayos-X son difractados cuando interacttan
con la red cristalina de un material. Este fendbmeno de difraccion permite obtener
informacion sobre la disposicion de los &tomos en el cristal. Para llevar a cabo la difraccién
de rayos-X, se dirige un haz de rayos-X hacia el material, y los rayos-X difractados son
recogidos y detectados. Estos rayos-X difractados siguen patrones caracteristicos que
dependen de la estructura cristalina del material. Al analizar estos patrones, es posible
determinar los angulos y las intensidades de difraccion, lo que permite inferir la disposicién
de los &tomos en el material (Ochoa Contreras, 2017).

La difraccion de rayos-X se utiliza en diversas areas, como quimica, fisica de materiales,
ciencia de los materiales, geologia, biologia estructural, entre otras. Es una técnica
especialmente (til para determinar la estructura cristalina de compuestos inorganicos y
organicos, asi como para analizar la presencia y la cantidad de fases cristalinas en una
muestra. La difraccion de los rayos X tiene un papel importante en la industria farmacéutica,

a mismo ayudan a predecir las propiedades fisicas y quimicas (Rd., 2020).



2. METODOLOGIA

2.1 Disefio de la Investigacién

Esta investigacion tiene un disefio experimental, descriptivo, exploratorio y transversal,
puesto que se sintetizan nanocomposites de quitosano funcionalizados con nanoparticulas
de 6xido de zinc mediante el método de sol-gel en disolucion. Los nanocomposites se
caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR),
difracciéon de rayos X (XRD). Ademas, se manipularon variables de estudio para identificar
la actividad antimicrobiana del biomaterial sintetizado en un tiempo establecido.

Variables dependientes

Actividad antimicrobiana

Variables independientes

El nanocomposite de quitosano combinado con las nanoparticulas de 6xido de zinc

2.2 Técnicas de recolecciéon de datos

Se realizara ensayo de difusién en agar, esto implicara colocar una cantidad conocida del
nanocompuesto en una placa de agar inoculada con E. coli. Se mide el diametro del halo
de inhibicion formado alrededor del disco o punto de aplicacién del hanocompuesto. Las
Concentraciones variables se medirda mediante experimentos utilizando diferentes
concentraciones del nanocompuesto para evaluar si hay una relacién dosis-respuesta en la
actividad antimicrobiana. También se realizara repeticiones para obtener datos confiables
y reducir el sesgo experimental.

2.3 Materiales y Métodos

Materiales

. Vasos de precipitado de la marca BOECO.

. Caja Petri de la marca BOECO.

. Pipetas graduadas y volumétrica de la marca BOECO.

. Matraz de Erlenmeyer de la marca BOECO.



. Capsula de porcelana de la marca BOECO.
. Tubos de ensayo de la marca BOECO.

2.3.1 Sintesis de nanoparticulas

Método de coprecipitacién

Para la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc se utiliz6 como agente precursor nitrato
de zinc Zn (NO3) , e hidréxido de sodio en disolucién en proporcion de 1:1 (v/v). Se prepard
disoluciones de hidroxido de sodio y nitrato de zinc Zn (NOs) , en concentracion de 0,5 M.
Luego se colocé la disolucién de NaOH en agitacion magnética constante (Biobase) hasta
alcanzar una temperatura de 60 °C, donde se comenzé con la titulacién del nitrato de zinc
Zn (NO3) ,. Se sometié a homogenizacion constante por 30 min con una temperatura de 80
°C. Luego se decant6 y se eliminé el sobrenadante y se coloco en estufa (Biobase) por 18
h a una temperatura de 70 °C (Guerra Moran, 2022).

2.3.2 Preparacion de nanocomposites de quitosano funcionalizados con NPs-ZnO.

Se pesod por separado 1 g de quitosano en un vaso de precipitado (marca balanza) y se
mezclé con 1 ml de disolucion de acido acético al 1% (); con agitacion constante.
Simultaneamente, se afiadieron diversas cantidades de NPs de ZnO; desde 0.12; 0.06 y
0.03 g en 1 ml de acido acético al 1 % en un vaso de precipitados y se mezclé
adecuadamente para obtener una dispersion uniforme. El ZnO preparado se afiadi6 gota a
gota la glicerina (Kosher) para obtener un compuesto uniforme. (Visnuvinayagam et al.,
2021).

2.3.3 Cultivos microbiolégicos

Se realizara un estudio de tipo descriptivo, observacional y experimental, para evaluar la
actividad antimicrobiana frente a E. coli en los laboratorios de la Universidad Técnica de
Machala. Siguieron las normas y procedimientos de bioseguridad(Guerra Moran, 2022), se
preparé el in6culo con cepas puras de E. coli, microrganismo donado por el INSPI, estas

fueron sembradas en cajas Petri. Para luego realizar el control positivo y negativo, el cual



permitié comparar los resultados y validar la efectividad del nanocompuesto. No obstante,
se llevara a cabo un andlisis estadistico para recopilar datos que nos permitiran determinar
si existen diferencias significativas en la actividad antimicrobiana entre diversas condiciones
0 concentraciones del nanocompuesto.

2.3.4 Método Microbiologico

Preparacion del Agar

Se utilizo el agar MB (Agar de Miller), se prepar6 disolviendo 36 g del medio MB en un litro
de agua destilada. Dejar reposar durante 10 a 15 minutos. Posteriormente se llevo al
calentamiento y disolucion, luego se agité frecuentemente hasta al alcanzar el punto de
ebullicion. Se mantuvo la ebullicion durante 1 minuto para asegurar la completa disolucién
del medio. Posteriormente se llevo a esterilizar el medio en autoclave a una temperatura de
121°C y una presiéon de 15 lbs durante 15 minutos. Se lleva a enfriar el medio esterilizado
a aproximadamente 45°C. Se vierte el medio enfriado en caja Petri estériles. Una vez
preparado, el medio de cultivo MB esta listo para ser utilizado en el laboratorio para el
aislamiento y diferenciacion de microorganismos entéricos.

Inoculacién. Para la inoculacion del agar MB se prepararon un asa de siembra esterilizada
calentandola en una llama hasta que se ponga al rojo vivo. Se toma una pequefia cantidad
de cultivo de E. coli utilizando el asa de siembra esterilizada. Se aseguré de que el asa de
siembra esté caliente para evitar contaminaciones. Se mantendra el asa en la llama por
unos segundos antes de tomar la muestra. Con el asa caliente, realizara rayas o siembras
en la superficie del agar MB previamente fundido y enfriado a una temperatura de 36°C a
37°C. Se realizara rayas en forma de cruz o en forma de zigzag. Finalmente, una vez
realizado la siembra, se tapa la placa de agar MB y se coloca en la incubadora a una
temperatura de 36°C a 37°C durante 24 o0 48 horas. Tener en cuenta que la inoculacion del

agar MB en E. coli se realiza con el objetivo de detectar y diferenciar que este



microorganismo de E. coli en el agar MB presentara un brillo verde metalico caracteristico
debido a su capacidad de fermentar en la lactosa.

Incubacion. La incubacion del agar MB con la inoculacion de la E. coli se realizé colocando
en una caja Petri con agar en la incubadora a una temperatura de 36°C. Durante el periodo
de incubacion, que suele ser de 24 horas, las colonias de E. coli creceran y se desarrollaran
en el agar MB. Es importante asegurarse de que las condiciones de incubacion sean
adecuadas para el crecimiento 6ptimo de E. coli, incluyendo la temperatura y la humedad
correctas. Durante este tiempo, las colonias de E. coli pueden exhibir un brillo verde
metdlico caracteristico en el agar MB debido a su capacidad de fermentar la lactosa
Observacion y analisis. Después de un periodo de incubacion adecuado (de 24 a 48 horas),
observaron las placas para verificar el crecimiento de los microorganismos. Las colonias
individuales deben ser visibles en la superficie del agar. Se realizara analisis adicionales,
como el conteo de colonias o pruebas de identificacion si es necesario.

Inoculacion de la E. coli en el Agar. Rehidratar 50 g del medio en un litro de agua destilada.
Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion
durante 1 minuto para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 lbs de
presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri
estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

2.3.5 Método del antibiograma disco-placa

El antibiograma disco-placa, basado en el método desarrollado por Bauer, Kirby y
colaboradores, es una de las técnicas recomendadas por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) para la determinacion. El antibiograma disco-placa consiste
en depositar, en la superficie de agar de una placa de petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes antibiéticos. Tan

pronto el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie hUmeda del



agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar. El antibiético difunde radialmente
a través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion. La concentracion de antibiético en la interfase entre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se aproxima a la concentracion
minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucion. Sin embargo, existen didmetros
de inhibicién, los cuales se expresan mm, las lecturas de los diferentes halos de inhibicién
se deben interpretar como sensibles, resistentes e intermedias de acuerdo a las categorias
establecidas por el NCCLS (Garcia & Valdivia, 2013)

2.4 Caracterizacion de los materiales

Con el objetivo de determinar la composicion de los materiales sintetizados, se utilizaron las
siguientes técnicas de caracterizacion:

2.4.1 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier.

El método de FTIR consiste en la medicion de la absorcién de la radiacién infrarroja por
parte de las muestras del nanocomposite de quitosano funcionalizado con NPs ZnO. Se
realizé el analisis de los espectros de los diferentes materiales sintetizados de Q-NPs ZnO1,
Q- NPs ZnO2 y Q- NPs Zn0O3, con el fin de identificar las vibraciones moleculares y obtener
informacidn sobre los picos de la composicién quimica y estructura molecular. El equipo
gue se utilizé para el analisis de los espectros fue Thermo Scientific - Nicolet Is10 (Valverde
Duran, 2019).

2.4.2 Difraccién de rayos X.

La difraccién de rayos X (DRX) tiene la caracteristica de proporcionar informacion acerca
del ordenamiento y espaciado de los &tomos en materiales cristalinos, permite identificar
las fases cristalinas de las muestras y determinar el tamafio y orientacion de los cristales,

considerando que cada material presenta un patrén de difraccion caracteristico.



Se realiz6 la difraccion de rayos X a los materiales sintetizados de Q-NPs ZnO1, Q- NPs
Zn02 y Q- NPs Zn0Og3, con el fin de conocer la composicion y confirmar la sintesis de los
materiales a partir de los difractogramas obtenidos. El equipo que se utilizo para realiza este
ensayo fue un difractébmetro marca Bruker modelo D8 advance (Valverde Duran, 2019).
2.5 Andlisis de datos

Se realizara la prueba estadistica de regresion lineal simple, que es una técnica estadistica
utilizada para modelar la relacién entre una variable independiente (X) y una variable
dependiente (Y). En esta técnica, se busca encontrar la linea recta que mejor se ajuste a
los datos, de manera que se minimice la distancia entre los valores observados y los valores
predichos por el modelo.

La regresién lineal simple se representa mediante la ecuacion de la recta:

Y =30 + 31X + € Donde:

Y es la variable dependiente X

es la variable independiente

B0 es la ordenada al origen 31

es la pendiente de la recta ¢

es el término de error

El objetivo de la regresion lineal simple es encontrar los valores de B0 y 1 que minimicen
la suma de los cuadrados de los residuos (diferencia entre los valores observados y los
valores predichos). Esto se logra mediante el método de minimos cuadrados. (Carrasquilla-

Batista et al., 2016)



RESULTADOS Y DISCUSION
2.6 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas
2.6.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido zinc.
Para la sintesis de nanoparticulas de ZnO se utiliz6 el método de coprecipitacién, se
empled como agente precursor Zn (NOs). y NaOH como agente precipitante. La formacién
de las nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) se evidencid visualmente por la aparicion de un
precipitado de color blanco caracteristico del 6xido de zinc.
Existen varios métodos para la obtencion de las nanoparticulas de ZnO, sin embargo, los
métodos fisicos y quimicos son los mas utilizados para sintetizar las nanoparticulas, incluido
técnicas conocidas como la coprecipitacion, técnica de reaccion de estado sdlido,
precipitacién y sol-gel (Gharpure et al., 2022). EI método de coprecipitacion se emplet para
la obtencion de las nanoparticulas de ZnO, el cual se toma en cuenta que es un proceso en
el que los compuestos suelen disolverse, arrastrando sedimentos y separados de la
solucién (Fernandez, 2013).
Se logré obtener una cantidad de 6 gramos de nanoparticulas de ZnO, lo que constituyé un
rendimiento excelente. La sintesis de estas nanoparticulas puede depender de factores
tanto biol6gicos como no biolégicos, y una correcta aplicacion del método, debido a que
favorece el crecimiento e inhibicion de microorganismos de forma confiable (Millan Mora,
2021). ElI método de coprecipitacion demostré ser eficaz para la obtencion de
nanoparticulas de 6xido de zinc con propiedades deseadas, como tamafio uniforme y

estructura cristalina, ya que cumple un rol fundamental al momento de optimizar los



pardmetros del proceso, como la temperatura, la velocidad de agitacion y la relacién molar
entre los reactivos, para mejorar ain mas la uniformidad y calidad de las nanoparticulas.
(Lépez Zapata et al., 2023)

Los estudios de sintesis y caracterizacion realizados se veran respaldados por los analisis
de Espectroscopia de Infrarroja transformada de Fourier y Difraccion de Rayos-X
mencionados posteriormente.

2.6.2 Sintesis de biopeliculas de 6xido de zinc y quitosano.

Se disolvié quitosano en acido acético a una temperatura de 60°C con agitacién magnética
constante durante 30 min, luego se agregd las NPs de ZnO a diferentes concentraciones,
se trabajaron en tres concentraciones diferentes de 0.030g, 0.060g y 0.120, se mantuvo en
agitacion por 60 min y finalmente se agreg6 1.5 mL de glicerina que actué como agente
plastificante.

Se agité durante 5 minutos y se dejoé en reposo para evitar la formacién de burbujas al

momento de secar durante 18 h en cajas Petri, tal como se observa en la figura 3.
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Figura 3: Método Sol-gel en la elaboracion de nanoparticulas de ZnO y quitosano

La literatura plantea que la concentracion de nanoparticulas en la disolucion afecta
directamente la transparencia. Concentraciones mas bajas suelen dar lugar a disoluciones
mas transparentes, mientras que concentraciones mas altas pueden provocar una mayor
opacidad debido a la dispersion de las particulas. En los nanocomposites no se observan
burbujas de aire, asi como el espesor, transparencia fueron adecuadas, debido a que
cumplen con la literatura recomendada, la cual sugiere dejar reposar durante un tiempo
determinado para la eliminacion de burbujas (Sauceda Olofio, 2017).

2.7 Evaluacioén de la actividad antimicrobiana de las biopeliculas de quitosano
modificadas con nanoparticulas de Oxido de Zinc

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores es uno
de los métodos que el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Esta
técnica permiti6 determinar el crecimiento bacteriano de E. coli frente a las diferentes
biopeliculas de quitosano funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de zinc a diferentes

concentraciones, como se observa en el Anexo 3
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Figura 4: Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

La figura 4 muestra la actividad antimicrobiana de los nanocomposites, en la que se puede
observar que el blanco posee menor capacidad antimicrobiana con respecto a las demas
concentraciones de las biopeliculas, las cuales se pueden justificar debido a que poseen
distintos factores que provocan la alteracion directamente de la capacidad inhibitoria. La
actividad antimicrobiana de las biopeliculas de quitosano con nanoparticulas de 6xido de
zinc (NPs ZnO) a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli fue evaluada en
triplicado. Se observan halos de inhibicibn de mayor tamafio en los hanocomposites con
0,03 gy 0,06 g de NPs de ZnO, con una mediade 7.78 mmy 7.45 mm, tal como se evidencia
en el anexo 1. Adicionalmente, se observo que las biopeliculas con la mayor concentracion
(0,120 g) experimentaron una reduccion mas notable en su halo de inhibicién, con una
medida promedio de 7.23 mm, lo que podria estar asociado con fendmenos de saturacion

o efectos inhibitorios a concentraciones mas altas.



Varios estudios evaluaron las concentraciones de 0,030 g, 0,060 g y 0,120 g de NPs ZnO
en relacion con la actividad antimicrobiana (Ahén-Rios et al., 2022).

Se observé que la concentracion de 0,030 g resultd significativamente mejor, obteniendo
mayores halos de inhibicibn en comparacién con otras concentraciones mas altas de oxido
de zinc. Esto sugiere que la concentraciéon méas baja de NPs ZnO (0,030 g) fue efectiva para
inhibir el crecimiento de Escherichia coli, lo que indica una mayor actividad antimicrobiana
a concentraciones mas bajas (Xie et al., 2011).

La concentracién de 0,060 g al encontrarse en un punto intermedio entre 0,030 gy 0,120 g,
da respuesta a los halos de inhibicion obtenidos, debido a que son menores las
concentraciones de 0.030 g y mayores a los de 0.120 g, debido estos fenémenos de
saturacion antes descritos. Las biopeliculas con la concentracion de 0,120 g es la més alta
de NPs ZnO, lo cual mostraron una disminucién en su halo de inhibicién, posiblemente
debido a fenébmenos de saturacion o efectos inhibitorios a concentraciones elevadas. Esto
sugiere que, a 0,120 g, la concentracién de NPs ZnO puede haber alcanzado un punto en
el que la eficacia antimicrobiana disminuye (Raghupathi et al., 2011).

Cabe resaltar la importancia de encontrar el equilibrio adecuado en la concentracion de
nanoparticulas para lograr la méxima eficacia antimicrobiana. La concentracion de 0,030 g
fue la mas efectiva, mientras que la concentracion de 0,120 g indicé una disminucién en la

actividad antimicrobiana.
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Figura 5: Prueba estadistica de dispersion

Segun el analisis de la prueba estadistica de regresion lineal simple, el resultado obtenido
de 0.9868 indica que los resultados son favorables para el trabajo de titulacién. La R? mas
cercana a 1 sugiere que el material analizado muestra una soélida relacion entre 'Halo de
inhibicién' y 'Concentraciones'. La linea de tendencia punteada, representada por la
ecuacion y = -0.275x + 8.0367, atraviesa los puntos de datos, demostrando la relacién
ajustada entre las variables. Con un coeficiente de determinacién de R2=0.9868, se estima
gue aproximadamente el 98.68% de la variabilidad en los datos de 'Halo de inhibicion' puede
ser explicada por la variabilidad en las 'Concentraciones' segun el modelo lineal presentado.
Segun Ayala Valencia, (2015), cabe mencionan que el efecto del quitosano es ampliamente
estudiado debido a que puede llegar atribuir capacidad quelante, las cuales pueden llegar
a tener presencia de grupos amino, ya que se encuentran el superficie de los diferentes
microorganismos. Existen diferentes factores tanto intrinsecos como extrinsecos, los cuales
estan presenten tanto en el pH, solubilidad, peso molecular, capacidad quelante y
microorganismos.

Los diferentes efectos del quitosano dependen del microrganismo que se vaya a realizar el

estudio, debido a que pertenezcan a diferentes tipos de bacterias tanto de gram negativas



como positivas. Sin embargo de acuerdo a diversos autores como Matica et al., (2019),
sefialan que una biopelicula llega a tener resistencia bacteriana, ya que los diferentes
antibioticos suelen tener diferentes mecanismos moleculares. Sin embargo, se puede
acotar que las biopeliculas son menos susceptibles a los antibitticos, las cuales regulan
tanto las propiedades como la formacion de las mismas. Por ende, regulan a la mayoria de
factores biol6gicos que se encuentra presentes. Los diferentes agentes antimicrobianos,
antifungicos, antivirales, antibacterianos y antiparasitarios, debido a que tienen presenten
en sus estructuras compuesto naturales y quimicos (Omar et al., 2017).

Las biopeliculas elaboradas pueden llegar a ser beneficiosas para los seres humanos,
debido a que son menos susceptibles a los tratamientos de los antimicrobianos. Segun(Xing
et al., 2015), acotan que la actividad antimicrobiana del quitosano no modificada se basa
en la presencia de un grupo amino en la cadena, por lo tanto demuestran que el quitosano
dana la membrana celular de la E. coli.

Segun la investigacion realizada por Matos Gonzalez, (2020) determiné que la biopelicula
gue mejor accién antimicrobiana fue con la concentracién de nanoparticulas de 0.030 g lo
gue tiene relacién con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Varios estudios respaldan que las nanoparticulas con menor concentracion de 6xido de zinc
son mas eficaces como agentes antimicrobianos. Sin embargo, debido a su capacidad para
generar oxigeno reactivo, estas particulas no penetran facilmente en las células y pueden

liberar iones téxicos de zinc (Higiene ambiental, 2017).

2.8  Caracterizacion de las nanoparticulas
Las NPs-ZnO sintetizadas se caracterizaron por medio de diversas técnicas analiticas que
incluyen difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR). El analisis XRD se llevé a cabo en un difractémetro de rayos-X, con radiacion K (de



cobre con longitud de onda, (= 1.5406A con el propésito de conocer la pureza de la muestra.
El goniémetro se operd desde 5° hasta 90° en 2 (y la velocidad de barrido fue de 30 s con
un paso de 0.026°. Las fases presentes se identificaron mediante las cartas de difraccion
ICSD (Inorganic Crystal Structure Data Base) y el software High Score Plus
(GalindoGuzman et al., 2022).

El espectro FTIR se registrd con un equipo Nicolet IR 100 Thermo Scientific en un intervalo
de 4 000-400 cm usando la técnica ATR. (Galindo-Guzman et al., 2022).

2.8.1 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier

FTIR es un método por el cual se estudia la absorcion o emision de energia radiante
originada por la interaccién entre la radiacion electromagnética y el material en estudio

(Valverde Duran, 2019).

Figura 6: Espectro de Quitosano
El Espectro infrarrojo del quitosano que se muestra en la Figura 6 se observan sefales

caracteristicas del quitosano entre la regién 3459.90 a 3526.15 cm™? las cuales

corresponden a la vibracion por alargamiento de los grupos OH (Ramirez et al., 2016). Las



sefiales entre 3267.60 a 3328.09 cm™ que corresponde a las vibraciones de tensiéon N-H
(Sanchez Cepeda et al., 2016).

Los picos de onda de absorcién entre 3267.60 cm™ corresponde a un estiramiento O-H, por
otro lado, estos mismos picos corresponden a un estiramiento N-H caracteristico de una
amina secundaria (Cusihuaman Noa et al., 2018).

En laregion comprendida entre 2947.62 a 2883.12 cm™! se aprecia dos bandas de absorcion
moderada correspondiente a las vibraciones de tension (C-H) propias de grupos CH2. Asi
mismo en el pico 1646.14 cm™ se muestra una banda de absorcién de intensidad moderada
correspondiente a un estiramiento C=0 propio de una amida primaria (Cusihuaman Noa
et al., 2018).

Las sefiales alrededor de 1555.86 cm™ se encuentran grupos funcionales de estiramiento
C=C. Las bandas de ondas que se encuentran entre 1411.44 cm™ corresponden a un
estiramiento -OH. Las sefales que se visualizan van entre 1034.74 a 1107.40 cm? se
muestran bandas de absorcion de grupos funcionales R-O-R (Cardona Trujillo & Padilla
Quintero, 2013). Otros autores como Royero Montejo, 2021) mencionan que la sefal
1034.74 cm™ en este anillo aparece un estiramiento C-O del esqueleto del anillo. Mientras
tanto otros autores como Lozano L6pez, (2020) dan a conocer que en el pico 922.89 a
994.48 cm se registré una vibracion simétrica en los enlaces C-H. Las bandas de onda de
absorcion entre 850.91 cm™ corresponde a un estiramiento C-N. De acuerdo con los
resultados obtenidos podemos afirmar que el producto obtenido posee sefales

caracteristicas de nanocomposites de quitosano.



Figura 7: Espectroscopia infrarroja de NPs ZnO

Se muestran los nimeros de onda de cada una de las bandas de espectroscopia infrarroja
de las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO), donde se aprecia una variacion minima de
los diferentes nimeros de ondas altos hacia los nimeros mas bajos, los cuales demuestran
picos de un rango de 400 a 500 cm?, donde contienen bandas de ondas de 511.52 cm
permiten observar vibraciones de enlaces de Zn-O, mientras que en otra banda va entre
3200 cm™ y 3450 cm™ esto se debe a una vibracién de tensién de enlace O-H del H.O

dada por la humedad que esta inducida.(Aquino Granados, 2016)



Figura 8: Espectro de nanocomposite de Quitosano con 0.030 g de NPs ZnO

Como se observa en la Figura 8 los diferentes picos muestran que las bandas de onda
sufrieron pequefias modificaciones en las bandas, esta grafica demuestra que entre las
bandas de ondas va de entre 3000—-3500 cm™ donde hace referencia a la sefial 3296.84
cm?, lo cual se debe a la presencia de picos combinados de las diferentes vibraciones de
estiramiento del grupo NH2 y OH en el quitosano y las nanoparticulas de quitosano
(Deshpande et al.,, 2017). Los picos en 2889.03 cm? las cuales corresponden al
estiramiento asimétrico de CH3 y CH2. Los picos entre 1645.35 cm™* corresponden a grupos
de amidas | (-CONH2) y la funcion de amida Il (NH2) (Deshpande et al., 2017). Las bandas

de onda que se produce en el pico 1411.27 cm™ representa vibraciones de deformacién de

(CH) (Zegarra, 2015). En el pico 1035.23 cm se atribuye el estiramiento (C - O - C)

(Guerra Moran, 2022).



Figura 9: Espectro de nanocomposite de Quitosano con 0.060 g de NPs ZnO

Se muestran los nimeros de onda que han mostrado que las bandas de ondas sufrieron
modificaciones, en el pico 3370.63 cm™ atribuye a los picos de vibraciones de estiramiento
de los grupos NH2 y OH (Deshpande et al., 2017). Los picos de las siguientes bandas se
dan 2945.70 cm™ y 2886.17 cm™, corresponde a un estiramiento asimétrico del CH3 y CH2
(Deshpande et al., 2017). Las bandas de onda entre 1646.69 cm™ y 1559.35 cm?, se
atribuye a un grupo de amida | y la funcionalidad de una amida Il (Deshpande et al., 2017).
En el pico 1410 cm™ presenta vibraciones de deformaciones de CH (Zegarra Urquia, 2015).

En el pico 1034.40 cm, se atribuye un estiramiento (C — O - C) (Choudhary et al., 2019)



Figura 10: Espectro de nanocomposite de Quitosano con 0.120 g de NPs ZnO

Los picos sufrieron modificaciones comparadas con las otras biopeliculas del
nanocomposite de quitosano funcionalizado con NPs ZnO, debido a que muestran una leve
interaccion entre los grupos amino del quitosano y del 6xido de zinc. En el pico 3246.52
cm?, corresponde a una combinacién de picos que presentan vibraciones de estiramiento
de los grupos NH; y OH (Deshpande et al., 2017). En las bandas de ondas de 2950.60 cm’
1y 2882.15 cm?, se atribuye un estiramiento asimétrico del CHz y CH,. Los picos en 1648.25
cm?y 1560.03 cm?, estos picos se atribuyen al grupo amida | y a la funcionalidad del grupo
amida Il (Deshpande et al., 2017). El pico 1413.71 cm™, este representa las vibraciones
deformacion del CH (Zegarra Urquia, 2015). El pico 1333,67 cm? se le atribuye al
estiramiento de CN en la amida Il. En el pico 1035.75 cm™ se atribuye el estiramiento (C -
O - C) (Choudhary et al., 2019).

Los espectros de IR obtenidos a diferentes concentraciones (0.030g, 0.060g y 0.120 g) en
esta investigacion fueron cotejados con diferentes resultados conseguidos por diversos
autores (Guerra Moran, 2022) y (Zegarra Urquia, 2015), obtuvieron espectros similares, los

cuales permitieron comparar la capacidad que posee el nanocomposites de quitosano



funcionalizados con nanoparticulas de 6xido de zinc, las cuales fueron sintetizadas por el
método de sol-gel, permitiendo obtener resultados favorables en esta investigacion. De
acuerdo a diversos autores en referencia a los espectros comparados se visualizan picos
similares tanto del nanocomposites de quitosano funcionalizados con NPs ZnO, debido a
esto en los Figura 6, Figura 7, Figura 8 Figura 9 y Figura 10, poseen diferentes sefiales de
picos relevantes debido a de poseen similares grupos funcionales, permitiendo comparar el
blanco (quitosano) y las NPs ZnO con los que son los espectros de los Figura 8 Figura 9y
Figura 10 debido a que estos espectros poseen unificado tanto el quitosano como las NPs
ZnO, permitiendo comparar las tres concentraciones (0,030 g, 0,060g y 0,120g), se
determiné que los tres poseen picos similares, dando a conocer que unos picos son mas
pronunciados para la determinacién de 6xido de zinc y quitosano en los estudios realizados.
Se determind que esta investigacion nos dio resultados favorables, ya que en cada pico
analizado se presentaron estiramientos de los diferentes grupos funcionales, esto permitié
comparar con diversas investigaciones realizadas tanto al quitosano como a las
nanoparticulas de 6xido de zinc con la cual se llevé a cabo en esta investigacion

De acuerdo a estos resultados varios autores concuerdan qué el método de espectroscopia
infrarrojo tiene una menor variacion en las bandas de absorcién, sin embargo, los Figura 8
Figura 9y Figura 10 de los espectros de FTIR del quitosano y NPs-ZnO, poseen bandas de
absorcion caracteristicas entre 3229.81, 3266.27-3278,49 y 3246.5167 cm™ de acuerdo con
la literatura estos picos corresponden a vibraciones de estiramiento en los grupos OH
(Garcia Garcia, 2022). En 2889.03, 2886.17 y 2882.15 cm™ se presentan vibraciones
atribuida a los grupos CH>, debido a que otros autores lo citan (Deshpande et al., 2017). En
1648.25, 1646.69 y 1648.35 cm™ en los tres espectros se visualizan picos similares, ya que
no varian podemos encontrar bandas de onda que correspondiente de vibraciones de

flexion que se dan en enlaces N-H y a los estiramientos dados en los grupos amidas y



aminas (Garcia Garcia, 2022). De acuerdo con Cusihuaman Noa et al., (2018) sefialan que
en el pico 1559.29, 1560.03 y 1559,35 cm™ se encuentra la presencia de vibraciones en los
enlaces C=0 del grupo amida (Garcia Garcia, 2022). En 1411.27,1410,79 y 1413,71 cm™
se identifican picos asociados a CH.. Ademas, los picos que se encuentran en el rango de
1035.23, 1034.40 y 1035.75 cm indican la presencia de grupos amino libres (-NH2) de la
Glucosamina, segun lo sefialado por los autores (Garcia Garcia, 2022).

2.8.2 Difraccion de Rayos-X (DRX).

El patréon de difraccion de rayos X de cristalinidad (XRD) de las biopeliculas se midié
empleando la metodologia descrita por Xu (2005) con algunas modificaciones utilizando un
difractometro de rayos X Rigaku D/max-2500 (Rigaku Corporation, Tokio, Japén) con
radiacion de Cu-Ka (A= 1.542 A) a 40 kV y 250 mA. Los patrones de difraccion de rayos X
se registraron a temperatura ambiente en el rango 26 de 3-50 °C, a una velocidad de 2°C/
min. La cristalinidad de las peliculas se determiné a partir de la relacién de las areas de los
picos de difraccion al area de todo el patron de difraccion después de restar los patrones
de fondo amorfos (Escobar Guadarrama, 2020).

Difraccién de Rayos-X (DRX) de NPs ZnO

En el difractograma de NPs-ZnO, se observan picos bien definidos a 26 = 31°, 34°, 36°, 48°,
56°, 63°y 68°, respectivamente, correspondientes a las difracciones de los planos (100),
(002), (101), (102), (110), (103) y (112) tipicos de ZnO en la estructura cristalina tipo
Waurtzita. El tamafio medio del cristalito de ZnO, estimado por comparacion tomando dos de
los maximos picos de difraccién, respectivamente segun la Tabla 2.

Los andlisis de los difractogramas de las nanoparticulas de ZnO muestran que los
resultados del estudio son similares a los obtenidos por el software de comparacion. Sin
embargo, se observa cierta variabilidad en los datos, indicada por pequefios picos alrededor

del difractogramas. Por otro lado, el difractograma del software presenta una curva mas



suave y un pico menor en comparacién con esta investigacion, lo que sugiere una
concentracion diferente de un componente o una respuesta distinta en las nanoparticulas
bajo condiciones experimentales diferentes. Esta disparidad en la intensidad y forma de los
picos entre los difractogramas proporciona informacion valiosa sobre la composicion y
propiedades de las nanoparticulas de ZnO en distintas condiciones, lo que es esencial para

comprender su comportamiento y posibles aplicaciones en diversos campos.

‘<:-

: ol s
-.-) LH "JL),U iE “""J\Uw ! \M i \%*M&'AWMM

M.M ll g Ul |
?AI.,I | 'IJ“II H%illl li yliﬁ%viui“%w ;:..“

AIETA A

Figura 11: Difraccion de Rayos X de NPs ZnO

Difraccién de Rayos-X (DRX) de NPs ZnO-Quitosano (Blanco, 0.030g, 0.060g,0.120q9)
Segun el andlisis de los difractogramas de NPs ZnO funcionalizados con quitosano en tres
concentraciones diferentes (Blanco, 0.030g, 0.060g, 0.120q), se observa que los resultados
obtenidos no cumplen con las expectativas planteadas. Una posible razén de este
desempefio insatisfactorio podria ser la falta de homogeneidad en las muestras analizadas.
Es crucial que las muestras sean representativas y consistentes para lograr resultados
reproducibles. Es fundamental garantizar la homogeneidad de las muestras, especialmente
en el segundo caso, para evitar la segregacion por tamafio, que puede depender del tamafio

méximo de las particulas, su distribucion de tamafios y la presion aplicada durante la



aglomeracion o compactacion del polvo, como se detalla en otras secciones. (Serrano,
2016).

Otro factor que podria haber contribuido a estos resultados es la colocacion de la probeta
durante la técnica de difraccién, un aspecto critico. Para obtener resultados precisos y
reproducibles, es esencial cumplir con dos condiciones fundamentales: asegurar que la
prolongacion del eje de giro del goniémetro esté dentro del plano superficial de la muestra
y que el plano medio del haz de rayos X incluya la prolongacion del eje de giro del

goniémetro. (Jayachandran et al., 2021).



3. CONCLUSIONES
Al término de esta investigacion se plantean las siguientes conclusiones:

» Se sintetizaron NPs ZnO, demostrando la eficacia y versatilidad del método de
coprecipitacion, lo que sugiere que el método de resulto eficaz, sencillo, rdpido y de
bajo costo para la sintesis de NPs ZnO.

* La aplicacion del método de sol -gel permitié la obtencion del nanocomposites de
quitosano funcionalizados con NPs ZnO demostrando la efectividad del proceso
para la obtencion de los nanocomposites con caracteristicas fisicas optimas.

» La mayor capacidad de inhibicion de E. Coli se observé en los nanocomposites
con0.030 g de NPs ZnO, mientras que los nanocomposites con 0.060 y 0.12 g de
NPs ZnO presentaron menor capacidad inhibitoria frente al microorganismo,
mientras que el blanco de referencia sintetizado a base de Quitosano presento una
disminucion de la capacidad inhibitoria en comparacién con los nanocomposites
funcionalizados con NPs ZnO.

« Los andlisis de FTIR y DRX permitieron la caracterizacion de nanocomposites de

quitosano funcionalizados con nanoparticulas de éxido de zinc.

4. RECOMENDACIONES

* Realizar la evaluacion antimicrobiana con diferentes microorganismos para comprender
mejor como diferentes concentraciones de NPs ZnO afectan la actividad antimicrobiana en
biopeliculas de quitosano.

* Se recomienda estudiar la estabilidad de las biopeliculas de nanocomposite de quitosano
funcionalizado con NPs ZnO.

* Realizar microscopia electronica de barrido para determinar la estructura de la
biopelicula.
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Anexos

Anexo 1
Con Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Promedio
0 6,01 6,02 12,03 6,02
0.030¢ 7,36 7,69 8,28 23,33 7,78
0.060 g 7,44 7,81 7,11 22,35 7,45
0.120 ¢ 7,57 6,72 7,39 21,69 7,23

Tabla 1: Concentraciones de los halos de 0,030g, 0,060g y 0,120g

Anexo 2
Muestra B obs. B. std. Peak pos. B struct. Crystallite
size[A]
[°20] [°20] [°20] [°20]
1531200470401 0.160 0.058 31.768 0.102 810
1531200470401 0.168 0.052 36.254 0.116 721

Estandar: NIST SRM650b, LaB6, picos a 30,42° y 37, 48°

Tabla 2: Tamano de los cristalitos de ZnO

Anexo 3

Figura 12: Antibiogramas de biopeliculas NPs ZnO frente a E. coli.



Anexo 4

Figura 13: Preparacion del Agar

Anexo 5

Figura 14: Siembra de nanoparticulas en tres concentraciones

Anexo 6

Figura 15: Medicion del halo de Inhibicién de 0,120 gr
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Figura 16: Difraccion de Rayos X de NPs ZnO
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Figura 17: Difractograma de nanoparticulas de quitosano funcionalizado con NPs ZnO de

0.030 g
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Figura 18: Difractograma de nanoparticulas de quitosano funcionalizado con NPs ZnO de
0.060 g
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Figura 19: Difractograma de nanoparticulas de quitosano funcionalizado con NPs ZnO de

0.120 g
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Figura 20: Difractograma de NPs ZnO de Blanco.
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Figura2l: Difractometro de las NPs-Zn 1
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