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RESUMEN DEL PROYECTO

Las nanoparticulas de plata (AgNPs), se exploran para aplicaciones médicas por su
biocompatibilidad. En esta investigacion se evalud la enzima nitrato reductasa (NR)
generada por el hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp, como medio para sintetizar
nanoparticulas de plata (AgNPs). Se estudiaron 3 métodos de produccion de AgNPs
(1) biorreduccion de iones de plata en el sobrenadante del cultivo (mezcla CS),
biorreduccion de iones de plata por absorcion de &tomo de plata en los micelios-
pellet (Muestra MP), y biorreduccion de iones de plata a partir del sedimento de
micelio- pellet (Mezcla SN). Posteriormente, las AgNPs se usaron para producir
biopeliculas con actividad antimicrobiana.

En cuanto a la sintesis de las AgNPs se observ6 que el pH al cual se ajustaron las
diferentes soluciones y la temperatura de incubacion influyeron positivamente sobre
el comportamiento del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp tanto para para la
sintesis intra como extracelular de AgNPs. Se observo para un pH de 9.0 y a una
temperatura de 35 °C distribuciones de particulas bien definidas con un tamafio
aproximado de 10-50 nm; estos resultados se obtuvieron para un tiempo de reaccion
con AgNOs3 1mM de 144 h. A partir de la cinética de produccion enzimatica y los
andlisis espectrofluorométricos reportados para la sintesis de AgNPs (mezcla CS)
se pudo clarificar que posiblemente la enzima nitrato reductasa no esta
directamente relacionada con el proceso de sintesis empleando este hongo
ligninolitico. Mediante analisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) y microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) se pudo comprobar
gue residuos de proteinas que se encuentra en la superficie del micelio o grupos
funcionales quimicos se desprendieron mas facil sobre las mezclas CS y SN cuando
el hongo fue sometido a mayores tiempos de produccién del inéculo (8 dias);
facilitando la sintesis de AgNPs, reportdndose un tamafio aproximado de particula
entre 10-50 nm. Se sugiere en esta investigaciéon que residuos de proteina de
tirosina probablemte bajo estas condiciones (pH 9.0 y temperatura de incubacién de
35 °C) actuaron como intermediarios en el proceso de reduccion del ion Ag* en la
solucién o en la superficie del micelio en nanoparticulas AgP.

Las biopeliculas de quitosano y carboximetilcelulosa suplementadas con AgNPs
(CS-CMC-AgNPs) sintetizadas a partir de este hongo no modificaron la estructura
qguimica de los biopolimeros y se dispersaron uniformemente en la superficie de la
pelicula formando aglomerados. Estas biopeliculas exhibieron fuerte actividad
antimicrobiana frente a la bacteria Escherichia coli, una excelente viabilidad celular
tratandose con fibroblastos de piel humana y buenas propiedades mecéanicas
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comparables con la resistencia a la traccion reportada para el tejido de la piel
sugiriendo que la adicidn de AgNPs sintetizadas biologicamente en estas matrices
poliméricas pueden mejorar la biocompatibilidad y las propiedades mecéanicas de
dicho compuesto, lo que los convierte en una herramienta ideal para la fabricacion
de nuevos apasitos para heridas.

1. INTRODUCCION

Desde el siglo XIX se han usado para el tratamiento de infecciones y quemaduras
soluciones diluidas de nitrato de plata hasta la introduccion de la crema de
sulfadiazina de plata. Entre las formas habituales de aplicacion de la plata de uso
tépico, los apdsitos recubiertos de plata han demostrado ser mas eficaces, al ejercer
una accién bactericida sobre un rango mayor de bacterias que la crema base,
presentando menor irritacion que la solucion de nitrato de plata y mayor tolerancia,
lo cual juega un papel vital en el tratamiento de heridas croénicas.[1], [2]. Estos
apositos varian en la composicién, conteniendo desde compuestos de nitrato de
plata o sulfadiazina, hasta preparaciones de liberacidon sostenida de iones de plata.
[3]-[5]. En la actualidad el uso de plata ha sido severamente limitado debido a la
toxicidad que generan sus iones a los humanos. Sin embargo, el desarrollo de la
nanotecnologia ha facilitado la produccion de particulas de plata nanoestructurada
(AgNPs) con alta superficie (y por lo tanto una proporcion de area y volumen mas
alta) que demuestra mayor eficacia contra las bacterias y, lo que es mas importante,
menos toxicidad para los seres humanos [6]. Recientemente, se demostro que las
AgNPs pueden controlar la deposicion de colageno, provocando una alineacion
adecuada de las fibrillas de estas, con lo cual se acelera la cicatrizacion de heridas.
Los ensayos clinicos que usaron vendajes impregnados con AgNPs en
comparacion con los vendajes estandar en el tratamiento de las quemaduras
superficiales y profundas sugirieron una reepitelizacion acelerada sin efectos en
otras fases dentro del proceso de cicatrizacién [7]. La incorporacion de AgNPs como
recubrimiento en productos meédicos puede, por tanto, ser una herramienta
prometedora para futuras aplicaciones in vivo en apositos y jugar un rol importante
en la era de las resistencias antibioticas [8]; ademas la incursion de otros materiales
naturales como quitosano (CS) y la carboximetilcelulosa (CMC) se presenta como
sustitutos ideales debido a que la actividad hemostéatica de ambos promueve el
proceso de cicatrizacién de las heridas [9], [10].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han atraido una considerable atencién en
cuanto al desarrollo de aplicaciones debido a sus excelentes propiedades fisicas y
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quimicas, alta estabilidad térmica y baja toxicidad [11]; han sido frecuentemente
usadas para resolver problemas médicos debido a su biocompatibilidad quimica y
a su resistencia a la oxidacién [12]. Estas se reconocen como candidato 6éptimo para
superar patologias previamente tratadas con antibiéticos convencionales, debido a
sus caracteristicas antimicrobianas fuertes y de amplio espectro; estudios, por
ejemplo, muestran que las AgNPs pueden ejercer su actividad antibacteriana
principalmente al alterar la permeabilidad de membrana bacteriana y la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que destruyen proteinas, ADN, asi como
otros componentes celulares. Otro mecanismo aceptado, es la liberacion de iones
de plata de AgNPs que forman complejos con grupos tiol (-SH) de enzimas
importantes que conducen a la inhibicion de ciertas funciones criticas, como la
division celular, la replicacion del ADN vy la transduccion de sefiales [2], [13]. Para
cada aplicacién, las AgNPs requieren unas caracteristicas especificas que definiran
sus propiedades fisicas y quimicas, tales como el tamafio y distribucién, forma y
carga superficial, entre otras; y uno de los desafios en sintesis de estos materiales
es la obtencion de nanoparticulas con forma y tamafio homogéneo [14]. Con el fin
de mostrar las principales ventajas de trabajar con nanoparticulas, se ha tratado de
buscar la naturaleza de los métodos para la produccion de estas, que impliquen la
mejora de sus propiedades y su funcionamiento. Diversos meétodos fisicos y
quimicos se han utilizado para sintesis de nanoparticulas [14]. Técnicas fisicas
como tecnologias en aerosol y campos ultrasénicos se han implementado para
producir y sintetizar nanoparticulas, sin embargo existen ciertas desventajas en
cuanto a su costo debido a que requieren de la utilizacibn de equipos poco
accesibles y/o altas cantidades de energia [15]; otras técnicas como evaporacion
por laser requieren un instrumento caro y sofisticado y un manejo adecuado,
mientras que el rendimiento de produccién de nanoparticulas es bajo [16]. Por otra
parte los métodos quimicos involucran el uso agentes reductores de origen sintético
y agentes surfactantes para el control de la morfologia y tamafio, produce
nanoparticulas con adsorcidbn de especies quimicas téxicas en la superficie
metalica, lo que podria alterar su biocompatibilidad y podrian ser nocivos para el ser
humano y el ambiente [15]-[17] .

Es asi como ha surgido la necesidad de buscar procesos no téxicos, mas
econdémicos y amigables con el medio ambiente. La obtencién de nanometales a
partir de diferentes microorganismos eucariotas y procariotas, se plantea como un
nuevo método de sintesis, debido a que los microorganismos metabolizan los
metales como parte de su alimento y poseen un gran poder enzimatico para reducir
iones metalicos [18]. Entre estos organismos, los hongos de la pudricion blanca de
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la madera son reconocidos por sus aptitudes superiores para producir una gran
variedad de proteinas extracelulares, acidos organicos y otros metabolitos, y por su
capacidad para adaptarse a medios ambientes severos [19]. El uso de hongos en
la produccion de AgNPs ha recibido gran interés ya que ofrecen ciertas ventajas
sobre el uso de bacterias y plantas; secretan cantidades significativamente mas
altas de proteinas y enzimas, facilidad de escalado y procesamiento posterior,
presencia de micelios que ofrecen un area de superficie mayor, con lo cual se
amplificaria la productividad de la sintesis de nanoparticulas [20]. Entre muchos
microorganismos estudiados, se ha reportado que los hongos de pudricion blanca
de la madera Phanarochaete chrysosporium y Anthracophyllum discolor producen
AgNPs estables, cuando se utiliza como agente reductor (AgNO3) en medio acuoso.
En el caso del Anthracophyllum discolor, se pudo establecer que el mayor pico de
absorbancia en el UV-Visible se obtuvo a las 144 h con una longitud de onda de
500 nm, estas condiciones se establecieron para un tiempo de cultivo del hongo de
8 dias [21]. Otros estudios evaluaron la sintesis de AgNPs utilizando hongos de
pudricion blanca de la madera Trametes ljubarskyi y Ganoderma enigmaticum. Las
nanoparticulas sintetizadas mostraron resonancia de plasmoén superficial a 419 y
421 nm. El andlisis de microscopia electronica de barrido (TEM) indico la presencia
de AgNPs en un tamarfio de 15 nm [12]. Por dltimo cabe resaltar, por ejemplo, que
la concentracion AgNOs y la edad del inéculo afectd significativamente el
comportamiento del hongo de estudio en cuestion, anamorfo R1 de Bjerkandera sp,
frente a la reduccion de los iones en la superficie del micelio (sintesis intracelular).
En este caso se encontr6 que la enzima nitrato reductasa pudo haber estado
involucrada en el proceso de reduccion y que para una concentracion 1mM AgNOs,
un tiempo de crecimiento de 8 dias y un tiempo de incubacion de 144 h se
encontraron distribuciones de particulas bien definidas que tienen un tamafio
aproximado de 70-90 nm [22].

El futuro del cuidado de las heridas debe incluir investigaciones para mejorar el
rendimiento y la relacion costo-efectividad de los biomateriales avanzados
existentes para el cuidado de heridas; el desarrollo de biomateriales nuevos e
innovadores; y el desarrollo de dispositivos y procedimientos de diagndstico rapidos
y rentables para detectar y perfilar la pelicula microbiana y evaluar el estado de la
cicatrizacion de heridas [23]. Debido a ello ha surgido la necesidad de buscar
nuevos apositos para ayudar a prevenir infecciones causadas tanto por bacterias
Gram positivas como Gram negativas, y mediante la funcionalizacién de este tipo
de particulas sintetizadas bilégicamente y la implementacion de polimeros
naturales el concepto moderno de apdsito interactivo contemplaria los cambios en
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el entorno de la herida para una mejor cicatrizacion debido que la respuesta celular
local se re-valorizaria mejorando la retencion de la humedad, inhibiendo la
biopelicula microbiana, disminuyendo los exudados y estimulando el proceso de
epitelizacion [6], [24]. Este estudio pretende mejorar la sintesis de nanoparticulas
de plata utilizando el potencial de biorreduccion que posee el hongo ligninolitico
anamorfo R1 de Bjerkandera sp con el fin de utilizar estas AgNPs en aplicaciones
biomédicas, teniendo como norte la siguiente pregunta: ¢De qué manera influyen
las condiciones operacionales de sintesis de AgNPs en su aplicacion para la
produccion de apésitos de CS-CMC?

2. MARCO TEORICO

2.1. Biomateriales

Un biomaterial puede ser definido como un material natural o sintético, o una mezcla
de ambos que esta destinado a interactuar con los sistemas biologicos in vivo para
tratar, evaluar, y remplazar cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo [25]. Estos
no deben producir reacciones adversas al estar en contacto con tejidos vivos y
fluidos fisiologicos [23]; y al tratarse de materiales que van a ser implantados en
cualquier tipo de organismo vivo, deben ser biocompatibles, no toxicos,
quimicamente estables, inertes y deben tener resistencia mecénica adecuada [26].

Dentro de los biomateriales sintéticos se encuentran metales, polimeros sintéticos
y ceramicos [23], [27]. Los metales son utilizados en el campo de ortopedia como
prétesis o dispositivo de fijacion, y en cirugia maxilofacial y cardiovascular;
presentan excelentes propiedades mecanicas como resistencia a la fatiga y a la
traccion, ademas de alta tenacidad; son resistentes a la corrosion aunque tienen
algunas debilidades debido al ambiente hostil del cuerpo humano [26]. Hasta ahora,
los tres biomateriales metalicos mas utilizados son los aceros inoxidables (SS), las
aleaciones de cobalto-cromo (Co-Cr) y las aleaciones de titanio (Ti). Los polimeros
sintéticos, por su parte han ofrecido numerosas ventajas para diversas
aplicaciones en bioingenieria debido a las propiedades que exhiben como,
resistencia a la traccion, buen comportamiento en cuanto a médulo de traccién y
buena velocidad de degradacion [28]. Polimeros sintéticos como polietileno (PE),
poliuretano (PU), politetrafluoroetileno (PTFE), poli acetal (PA), polimetilmetacrilato
(PMMA), polietilentereftalato (PET), caucho de silicona (SR), polisulfona (PS),
polieteretercetona ( PEEK), acido lactico poli (PLA) y acido poliglicolico (PGA)
siguen siendo importantes en la medicina clinica como componentes esenciales de
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dispositivos protésicos permanentes, incluidos implantes de cadera, lentes
artificiales, injertos vasculares de gran diametro, catéteres, etc. [29]. Por ultimo, se
destacan los ceramicos, sus principales ventajas para aplicaciones biomédicas
radican en la similitud en cuanto a la composicion quimica y las propiedades
mecanicas de los tejidos duros naturales. Estos pueden ser biolégicamente inertes
(aliminay zirconia) o biolégicamente activas y, a menudo, biodegradables (fosfatos
de calcio y vidrios bioactivos), cada una con un conjunto Unico de caracteristicas
que las hacen utiles para aplicaciones especificas en medicina [30].

Existen otros tipos de materiales que son los polimeros naturales que se derivan de
animales, microbios o plantas. Varios compuestos naturales se han propuesto como
materia prima para la industria de polimeros, como azucares simples y
carbohidratos complejos (celulosa, almidén), lignina y aceites vegetales [31]. En la
actualidad, polimeros naturales generalmente clasificados como polisacaridos
(quitosano, quitina, dextrano, alginatos, condroitina y heparina), proteinas
(colageno, gelatina, fibrina, fibroina de seda y queratina), proteoglicanos, celulosa
bacteriana y poliamidas [32], son los mas utilizados en aplicaciones clinicas y
biomédicas debido a sus cualidades versatiles como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no toxicidad y capacidad de adsorber moléculas bioactivas [33],
[34]. Una ventaja de este tipo de materiales es que forman parte de la matriz natural
del cuerpo y contienen componentes que poseen actividad fisioldgica, por tal motivo
tienen un efecto terapéutico activo en la reparacion del tejido. Como resultado, se
suprimen los problemas de toxicidad y de reacciones inflamatorias crénicas
provocada por muchos polimeros sintéticos [23].

Generalmente cuando estos biomateriales anteriormente descritos son utilizados en
implantes pueden fallar debido a diversos factores. El primer tipo de falla se debe a
deformaciones permanentes, fracturas por sobrecarga o fatiga, corrosion y
desgaste. El segundo tipo de falla es la infeccion, inflamacion y/o alguna otra
respuesta del organismo ante la presencia del material [35]. Muchas veces estos
biomateriales son hidrofébicos y debido a las interacciones que se produce entre la
superficie y el medio biolégico facilita la unién inicial de las bacterias, la cual no es
especifica y, por tanto, irreversible. Esta adhesion bacteriana se puede prevenir a
través de la fabricacibn de superficies anti-infecciosas y determinando la
caracteristicas de estas, como morfologia de la superficie, microestructura, y
composicién [36].

Entre las técnicas de modificacion superficial mas utilizadas se puede encontrar
superficies bactericidas a base de plata, las cuales comprenden polimeros
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revestidos de plata dopados con plata, nanoparticulas de plata o peliculas delgadas
de plata [37]. Recientemente, la fabricacidon de superficies funcionalizados con
nanomateriales como nanoparticulas de plata , han sido implementadas para
mejorar las propiedades antibacterianas de las superficies de los biomateriales,
debido a que puede afectar las funciones celulares y subcelulares de forma
significativa y poseen muy buenas propiedades bioldgicas [38].

2.2. Nanoparticulas de plata

Segun la Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO), Las nanoparticulas de
plata (AgNPs) se definen como particulas coloidales de plata sélidas con un rango
de tamafio de 1 a 100 nm. Estos materiales poseen en comdn una estructura
nanocristalina o requieren la presencia de alguna caracteristicas que se encuentre
a nanoescala [39], [40]; y presentan propiedades funcionales Unicas, que conducen
a aplicaciones variadas en las areas de medicina, catdlisis, sensores opticos y
bactericidas [35].

Una de las caracteristicas que hace mas atractiva la aplicacion de las AgNPs es la
baja probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos en
comparacion a los antibidticos, debido a que al interaccionar con la pared,
proteinas y ADN, pueden internalizarse generando dafios por estrés oxidativo,
produciendo acumulacién de plata (Ag) en el interior de la célula, afectando su
permeabilidad y conduciendo a la muerte celular [35]. La preparacion y la
estabilizacion de este tipo de nanoparticulas se realizan a través de métodos
fisicos, quimicos y biologicos; y un requisito importante para que las AgNPs
retengan sus propiedades fisicas y sus caracteristicas antibacterianas es mantener
el tamafio a nanoescala y mejorar su estabilidad de dispersion, evitando la
agregacion [35], [41].

2.2.1. Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)
Los métodos de preparacion de nanoparticulas de plata (AgNPs) se clasifican como
top-down, en donde se utilizan métodos fisicos como procesos de molienda; bottom-

up que se refiere a métodos quimicos en solucion coloidal los cuales son procesos
de formacion de particulas a partir de una solucion y a los métodos biolégicos [42].
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2.2.1.1. Métodos fisicos: Este mecanismo consiste en la division de solidos
MAsicos en porciones Mas pequefias con un consumo considerable de energia. No
involucra el uso productos quimicos toxicos y por lo general tienen un tiempo de
procesamiento rapido [17]. La sintesis fisica de nanoparticulas puede llevarse a
cabo por diversos métodos. Entre muchos métodos de sintesis fisica de
nanoparticulas se puede mencionar la sintesis mediante “termdlisis”, que se
caracteriza por someter a los precursores metalicos (generalmente compuestos
organometalicos en estado de oxidacién cero) a altas temperaturas en conjunto con
un compuesto estabilizante [43], también el depdsito quimico en fase vapor que
consiste en la descomposicion de uno o varios compuestos volatiles, en el interior
de una camara de vacio (reactor), o cerca de la superficie de un solido para dar
lugar a la formacién de nanoparticulas [44]. Cuando se utilizan este tipo de métodos
existe la desventaja de no tener suficiente control sobre el tamafio de la particula,
produciendo nanoparticulas con un amplio rango de tamafio que pueden originar un
efecto poco controlable cuando es administrado en un sistema biolégico; ademas,
existe también la desventaja de la aparicion de imperfecciones en la estructura de
la superficie lo que podria generar un impacto significativo sobre las propiedades
fisicas y quimicas de la superficie de las nanoparticulas metélicas [15], [16], [42].

2.2.1.2. Métodos quimicos: Este mecanismo de sintesis se basa en la
reduccion de sales metalicas a los &atomos metélicos correspondientes,
posteriormente estos &tomos actdan como centros de nucleacion dando lugar a la
formacién de racimos atémicos. Los métodos quimicos para la sintesis de
nanoparticulas de plata se pueden dividir en varias categorias, reduccién quimica,
técnicas electroquimicas, métodos quimicos de irradiacion asistida y pirolisis; y por
lo general son métodos que involucran soluciones que contienen tres
componentes principales: precursores metdlicos, agentes reductores y
estabilizantes [17]. Existen ciertos beneficios cuando se utilizan métodos quimicos,
dentro de los que se destacan la reproducibilidad, la disponibilidad de reactivos,
bajos costos de produccion para alto volumen vy tienen la capacidad de sintetizar
nanoparticulas uniformes con un tamafio de particula estrecho, defectos
relativamente menores y composicion quimica mas homogénea [42]; sin embargo
sus desventajas incluyen la contaminacion de los precursores quimicos, el uso de
disolventes toxicos, la generacion de productos peligrosos, gran consumo de
energia, implementacion de procesos costosos e ineficientes [15], [41], [45], [46]

2.2.1.3. Métodos biolégicos: La sintesis biol6gica de AgNPs es un proceso que
reemplaza los agentes reductores y estabilizadores por moléculas no toxicas como
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proteinas, hidratos de carbono y antioxidantes producidos por organismos Vivos
incluyendo bacterias, hongos, levaduras y plantas [17], [47]; es un proceso que
utiliza estos organismos vivos como agente reductor, asi como agente estabilizador
y agente de proteccion terminal [48]. Los posibles mecanismos de sintesis biologica
incluyen el uso de vias enzimaticas como por ejemplo, reductasa de NADPH, nitrato
reductasa e hidrogenas [17], [47].

Durante las Ultimas décadas la obtencion de AgNPs se ha dado mediante la
reduccion de sales de plata con diferentes agentes reductores quimicos, como el
borohidruro de sodio, entre otros [49], [50]. Con respecto a estos procesos, informes
mostraron que AgNPs sintetizadas quimicamente son altamente téxicos para
bacterias, peces, almejas, ratas, algas, plantas y humanos [51]; ademas, se ha
descrito que dichos agentes reductores quimicos podrian jugar un papel negativo
en aplicaciones biomédicas como producto final debido a su toxicidad asociada [49].
Entre las ventajas que ofrece la sintesis por métodos biolégicos sobre otros
métodos, se puede encontrar que es un proceso sencillo, limpio, eficiente y de bajo
costo de produccion; las nanoparticulas sintetizadas por estas rutas generalmente
muestran biocompatibilidad y biodegradabilidad, y se puede obtener un alto
rendimiento del producto de interés [48].

2.3. Hongos ligninoliticos

Los basidiomicetos son considerados como un grupo muy interesante de hongos,
dada su excepcional capacidad de adaptacidon que les permite crecer en
condiciones ambientales adversas, alli actian como degradadores naturales de la
lignocelulosa. Estos se clasifican como hongos de pudricién parda o pudricion
blanca segun la forma en que degradan la madera. Los hongos de la pudricion
marrén degradan facilmente los polisacéridos de la madera, pero solo son capaces
de alterar en cierta proporcién las ligninas tales como la demetoxilato lignina, que
deja la madera marron, seca y débil [52].

Los hongos ligninoliticos denominados hongos de la pudricién blanca de la madera
actian mediante la secrecion de un sistema complejo multienzimético
transformando la lignina de la pared celular de las plantas en compuestos menos
complejos logrando su mineralizacion [19]. Son degradadores de lignina activos
gracias a las capacidades ligninoliticas conferidas por un complejo enziméatico
extracelular que contiene lignina peroxidasa (LiP), peroxidasa dependiente de
manganeso (MnP) y lacasa. Estas enzimas estan involucradas en la oxidaciéon de
la lignina presente en la madera y en la oxidacion de una amplia gama de
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xenobioticos con estructuras aromaticas compuestas, incluyendo colorantes
sintéticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH). Este tipo de hongo habita
el lumen de la célula de madera y las hifas fungicas se mueven de una célula a otra
a través de fosas confinadas o directamente a través de la pared celular [52], [53].

2.3.1. Hongo Ligninolitico Anamorfo R1 de Bjerkandera sp

El género Bjerkandera pertenece a la familia Meruliaceae, orden Polyporales,
familia Polyporaceae con Bjerkandera adusta como especie mas conocida y la cual
esta relacionada en un 86% con otro Polyporal muy estudiado: Phanarochaete
chrysosporium. Los polyporales son reconocidos por estar involucrados en la
pudricion de la madera y como patégenos en arboles vivos, lo cual ha hecho que se
estudien intensivamente por sus posibles aplicaciones en la industria maderera,
enfocandose en las diferentes familias existentes. En hongos superiores,
Basidiomicetos y Ascomicetos, se suelen presentar fases imperfectas asexuales
que se denominan anamorfos. Estos anamorfos se caracterizan por presentar
esporas asexuales denominadas conidios cuya finalidad es la reproduccion rapida
y la supervivencia; el microorganismo empleado en dicho estudio se ha reportado
como un anamorfo de Bjerkandera adusta. Basado en secuencias de ADN
ribosomal y analisis morfolégico que muestra carencia de formas sexuales y
conidios cilindricos. Ademas tiene un gran potencial de aplicacién biotecnolégica
debido a su alta calidad nutritiva y organoléptica, como también la facilidad de crecer
sobre subproductos agroindustriales [54].

Figura 1. Anamorfo R1 de Bjerkandera sp a vista Macroscoépica (izg.) y anamorfo
R1 de Bjerkandera sp al microscopio en 40X (der). Fuente propia [54].
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2.3.2. Enzima nitrato reductasa

Es la enzima encargada de catalizar la reduccién de nitrato a nitrito. En eucariotas,
se trata de una proteina homodimerica, que utiliza piridin nucle6tidos como
donadores de electrones. Cada subunidad estd compuesta por un polipéptido de
unos 100-120 kDa que contiene tres grupos prostéticos FAD, hemo Bssz (hemo) y
cofactor de molibdeno (MoCo), localizados en tres dominios funcionales.

Los genomas de hongos levaduras y algas contienen un unico gen que codifica la
nitrato reductasa, sin embargo, las plantas superiores pueden tener dos 0 mas
genes.
Se pueden distinguir tres tipos de nitrato reductasa:
e NADH-NR, presente en los sistemas asimiladores de las plantas
superiores y algunas algas cloroficeas.
¢ NAD (P) H-NR, en levaduras y algunas algas verdes.
e NADPH-NR, en hongos [55].

El mecanismo catalitico para la reduccion de nitrato eucaridtico es como se ilustra
en la figura 3. EI NADPH proporciona el cofactor FAD con dos electrones que
posteriormente se transfieren (uno a la vez) a través del hemo al sitio activo de Mo
(molibdeno). El nitrato se une a la forma Mo IV activa de la nitrato reductasa y la
transferencia de &tomos de O a Mo se acopla con la oxidacion de Mo IV a Mo VI
liberando nitrito como producto. Una vez completada la semirreaccion reductiva, Mo
VI vuelve a su forma activa de Mo IV mediante los cofactores de FAD y hemo
reducidos [56] .

NADP*
FADH, >«

2x1e 2x1e

NADPH

Figura 2. Caracteristicas estructurales de la nitrato reductasa de eucariotas. En el
esquema se representa el flujo de electrones y la reaccion que se lleva a cabo
[56].
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Entre las aplicaciones relacionados con hongos, se ha encontrado que hongos
ligninoliticos como el Phanerochaete chrysosporium son capaz de degradar
policlorobifilenos induciendo la enzima nitrato reductasa mediante la participacion
de genes especificos [57].

Por otra parte se comprobd que la nitrato reductasa es la responsable de la
reduccion de los iones de Ag* y la subsiguiente formacién de AgNPs empleando el
hongo Fusarium Oxysporum [58]. En cuanto a los hongos de pudricion blanca de la
madera, se reporté que la biorreduccidon de este material inorganico posiblemente
se debe a combinaciones de moléculas encontradas en el extracto fiungico como
enzimas, proteinas, aminoacidos, polisacaridos y vitaminas; pero se informé que la
nitrato reductasa son las potenciales vias enzimaticas para la biorreduccién de plata
[12], [47].

2.4. Heridas en la piel y apésitos

La piel humana es la primera y principal barrera contra la invasion de agentes
externos nocivos para el cuerpo, representa aproximadamente el 15% del peso
corporal total de un adulto y tiene una superficie de 1.5-2 m?, lo que lo convierte en
el 6rgano mas grande del cuerpo humano [59], [60]. Esta consta de tres capas multi-
histoldgicas, la epidermis, la dermis, y la hipodermis o capa subcutanea. [60]-[62].
Las heridas ocurren cuando un tejido de este tipo se rompe o la integridad celular
se ve comprometida debido a problemas mecanicos, fisicos o relacionados con el
metabolismo. De acuerdo con la duracién y la naturaleza del proceso de curacion,
las heridas de la piel se pueden clasificar como agudas o crénicas. Una herida
aguda, por ejemplo, ocurre repentinamente, como consecuencia de abrasiones,
avulsiones, quemaduras, incisiones, laceraciones y pinchazos, y se ha asociado un
tiempo de curacion que depende del tamafio y nimero de capas de piel que se han
visto afectadas. En cuanto a las heridas cronicas segun la Wound Healing Society,
se pueden clasificar en cuatro categorias: Ulceras por presion, diabéticas, venosas
y de insuficiencia arterial [63]. Para el tratamiento y reparacion del tejido se debe
garantizar una cascada de eventos sincronizados en los que participan una variedad
de células residentes y migratorias, componentes de la matriz extracelular (EMC) y
mediadores solubles. Este proceso incluye cinco fases distintas: hemostasia,
inflamacion, migracion, proliferacion y remodelacion [63]. Debido a que la mayoria
de este tipo de heridas se acompafnan frecuentemente de infecciones bacterianas,
lo que dificulta el tratamiento y da como resultado altos costos médicos, ha surgido
la idea de implementar apdésitos de diversos materiales biocompatibles que permitan
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proteger la herida de patdgenos externos y que puedan garantizar un 6ptimo
proceso de cicatrizacion [64], [65].

2.4.1. Apadsitos

Un apasito se describe como un producto capaz de crear un entorno de cicatrizacion
de heridas de apoyo, disefiados con el fin de absorber exudado, proporcionar un
equilibrio 6ptimo de humedad en la superficie de la herida, evitar la maceracion de
los tejidos circundantes y controlar la colonizacion bacteriana. Su objetivo principal
es preservar los principios biolégicos basicos de humedad, calor, oxigenacion y
circulacion sanguinea [66]; ademas, debe permitir el intercambio gaseoso, debe ser
no toxico, no alergénico, no adherente y como caracteristicas principales debe
retirarse facilmente sin trauma y debe estar hecho de un biomaterial adecuado que
requiera un procesamiento minimo [67]-[69]. Existen tres categorias de apositos
ampliamente usados en regeneracion de tejido y para el cuidado de heridas:
bioldgicos, sintéticos, naturales y una mezcla de ambos.

Los apositos tradicionales estan formados a partir de gasa y algodon, y mezcla de
ambos; se caracterizan por su bajo costo, facilidad de uso y fabricacion. Sin
embargo, poseen una gran capacidad absorbente de exudados de la herida que
causa una deshidratacion rapida y promueve el crecimiento bacteriano y la
contaminacion [62].

Injertos de piel humana y piel de cerdo son los apésitos biologicos, clinicamente
mas utilizados pero poseen algunas desventajas como suministros limitados, alta
antigenecidad, mala adhesividad y riesgo de contaminacion cruzada [62], [69],
ademas no siempre es posible utilizar este tipo de apésitos , especialmente cuando
una gran superficie del cuerpo se ve afectada [68].

Los apdésitos artificiales se fabrican a partir de materiales sintéticos no biolégicos y
polimeros que no se encuentran en la piel, poseen una vida util mas extensa,
inducen una minima reaccion inflamatoria y en su mayoria no generan riesgo de
transmision de patdgenos [24], [70]. Este tipo de polimeros se puede adaptar para
exhibir excelentes propiedades mecanicas, estabilidad térmica y un perfil de
degradacion apropiado [71].

Los apdsitos con biopolimeros o polimeros naturales se pueden clasificar en dos
tipos, uno de ellos con componentes activos que se pueden encontrar en el cuerpo
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humano (bioactivos); y polimeros naturales los cuales pueden obtenerse de plantas,
bacterias, hongos, o fuentes animales (inertes) [70]. Debido a la disponibilidad de
secuencias peptidicas en sus superficies que pueden ser reconocidas por los
receptores de la superficie celular, desencadenan la adhesion y proliferacion celular
[71], por ello se utilizan comunmente en aplicaciones biomédicas debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad [70].

Por dltimo los apdsitos bioldgico-sintéticos en su mayoria son de dos capas y dentro
de su composicién hay una alta concentracion de polimeros y materiales naturales
[69]. Este enfoque combina la resistencia y la durabilidad de un polimero sintético
con la biocompatibilidad y bioactividad de los polimeros naturales [71].

2.4.2. Quitosano y carboximetilcelulosa

Durante los ultimos afios un biopolimero que ha atraido una considerable atencion
para el desarrollo de biomateriales ha sido el quitosano (CS), el cual es un poli-N-
acetil-glucosaminoglicano obtenido generalmente por desacetilacion alcalina de la
quitina. La quitina se sintetiza mediante una enorme cantidad de organismos vivos,
entre los que se encuentran insectos (cuticulas) y crustaceos (esqueletos), por
ejemplo, cangrejos, camarones y langostas, también se extrae del exoesqueleto de
especies de cefaldopodos, como el calamar, la sepia y el pulpo; y puede encontrarse
en las paredes de algunos hongos [24], [72], [73]. En cuanto a sus aplicaciones, se
ha prestado mucha atencion a los materiales biomédicos basados en CS debido a
sus propiedades Unicas como biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad,
alta densidad de carga, y mucoadhesion [59], [73]-[75].

Otro biomaterial de origen natural de gran importancia en aplicaciones biomédicas
ha sido la carboximetilcelulosa (CMC), un polielectrolito natural derivado de la
celulosa introduciendo un grupo carboxilmetilo (-CH2COOH). Este ha sido
frecuentado en aplicaciones médicas y farmacéuticas debido a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad, buenas propiedades formadoras
de pelicula y sensibilidad al pH, caracteristicas que lo han hecho indispensable en
la fabricacion de vendajes para heridas, crecimiento de huesos y piel artificial [76].

A continuacién, se presentan los documentos mas actuales (Base de datos
bibliograficas usadas- Springer Link y Science Direct 2013-2018) encontrados para
la sintesis de nanoparticulas de plata por métodos bioldgicos, incluyendo la
utilizacion de estas en apadsitos y otros biomateriales.
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3. ESTADO DEL ARTE
3.1. Generalidades

Durante las ultimas décadas se ha informado que las nanoparticulas plata (AgNPSs)
exhiben propiedades fisico-quimicas notablemente inusuales y actividades
biolégicas elevadas. Estas han demostrado gran importancia debido a su amplio
espectro antimicrobiano contra varias cepas de bacterias, incluyendo Salmonella,
Staphylococcus, Pseudomonas entre otras [6]. Debido a ello, se consideran una
importante herramienta que contribuye en el desarrollo de nuevos biomateriales que
pueden ser utilizados en medicina regenerativa y scaffolds para la ingenieria de
tejidos [77]. En este campo se pueden encontrar diversas investigaciones con
excelentes resultados que muestran que biomateriales como hidroxiapatita
impregnados con AgNPs pueden llegar a promover la integracion hueso-implante,
reduciendo la infeccién bacteriana y aumentando su bioactividad [78].

Para incrementar el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) en este tipo de
biomateriales es importante considerar algunas propiedades fisicoquimicas, que
incluyen el tamafo (area de superficie), forma, carga superficial y recubrimiento,
aglomeracion y la velocidad de disolucion debido a que son particularmente
importantes para determinar sus interacciones e impactos bioldgicos. Las particulas
mas pequefias tienen un area de superficie mas grande y, por lo tanto, tienen un
mayor potencial toxico [79], [80]. En cuanto a esto, se ha tratado de implementar
nuevos procesos de sintesis de AgQNPs que mejoren dichas propiedades y dentro
de los métodos existentes, la utilizacién de métodos bioldgicos se puede considerar
una herramienta interesante al ser un método no téxico porgue no requiere de
materiales peligrosos en la superficie de los nanomateriales [18]. Recientemente
estudios han mostrado que diferentes extractos de planta se pueden usar como un
agente reductor para sintetizar AgNPs [13], [16], [45]. Estas AgNPs fueron
incorporadas en diferentes biomateriales como aposito para quemaduras logrando
una contraccion de la herida casi completa en un modelo de rata después 18 dias
[13], también se reportd que estas AgNPs tienen un gran efecto antimicrobiano por
lo cual podrian jugar un papel importante dentro del desarrollo de diferentes
dispositivos biomédicos [41], [45], [49].

Entre los organismos involucrados en la sintesis biologica de AgNPs, la
implementacion de hongos se plantea como una excelente via de sintesis de AgNPs
debido, en primera instancia a la tolerancia filamentosa, elevada capacidad de unién
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y captacion intracelular con metales; y por ultimo a que la malla del micelio fangico
puede soportar presiones de flujo, agitacion y otras condiciones en diversos
procesos que requieran el uso de biorreactores, camaras y otros equipos [47], [81],
[82]. Trabajos, por ejemplo muestran que es mas ventajoso con respecto a las
bacterias y plantas debido a que tienen mayor tolerancia, ofrecen crecimiento rapido
de micelios, produccion facil de biomasa y viabilidad econémica [83], ademas
poseen una gran tendencia a crecer incluso en condiciones dificiles lo cual facilitaria
la capacidad de secretar una gran cantidad de enzimas y proteinas especificas [84].
Es bien conocido que la sintesis de nanoparticulas aparece mediante el uso de
enzimas especificas secretadas por los hongos, esto llevaria a la posibilidad de que
los microorganismos generadores sobre expresen moléculas reductoras especificas
y agentes de proteccion y, por lo tanto se pueda controlar el tamafio y la forma de
las nanoparticulas sintetizadas [12]. Existen diversos hongos como Colletotrichum,
Aspergillus fumigatus [81], [82], Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria
alternante, Cladosporium cladosporioides, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Penicillium brevicompactum, Trichoderma asperellum y Verticillium sp [83], [85] ¥y
hongos de pudricién blanca de la madera [12], [47], [86], [87] que han sido
estudiados para sintetizar AQNPs. Con respecto a los hongos de pudricién blanca
de la madera se reportd6 AgNPs biocompatibles con buenas propiedades fisico-
quimicas mejoradas, por lo que puede ser una alternativa para el desarrollo de
diversas herramientas de uso clinico [12], [86], [87].

Un importante aspecto a tener en cuenta con las AgNPs es el efecto citotoxico
asociado. Investigaciones recientes indicaron que se pueden conseguir variaciones
en la toxicidad de nanoparticulas metalicas modificando su superficie mediante la
unién a otras moléculas. Dicho estudio arrojo que las nanoparticulas recubiertas de
péptidos bifénilos (conteniendo glicina, cisteina, tirosina, triptéfano y metionina)
mostraron una enorme estabilidad y causaron menos toxicidad en varias lineas
celulares de trucha arcoiris [88]. Saravanan et al. por ejemplo, usaron AgNPs
sintetizada por medio del hongo de pudricidon blanca de la madera Phenerochaete
chrysosporium y detallaron que este tipo de AgNPs tuvieron un efecto antibacteriano
significativo contra bacterias patdgenas humanas resistentes a medicamentos y
confirmaron que no hubo toxicidad considerable contra células de fibroblastos de
embriones de ratén [86]. Por otra parte, trabajos preliminares encontraron que la
accion de proteinas como tirosina y triptéfano tuvieron un rol fundamental como
agente estabilizante de las AgNPs sintetizadas por el también hongo de pudricién
blanca de la madera anamorfo R1 de Bjerkandera sp; estos resultados pueden ser
prometedores debido a que este tipo de AgGNPs con estos recubrimientos proteicos
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puede jugar un papel importante en cuanto a su estabilidad y biocompatibilidad para
la implementacién y fabricacion de nuevos biomateriales [87].

3.1.1. Nanoparticulas de platay apdsitos

Una de las aplicaciones mas prometedoras de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
en el campo biomédico se encamina hacia el desarrollo de nuevos apdésitos. Un
punto importante dentro de la fabricacion efectiva del aposito impregnado con
AgNPs debe tener en cuenta la naturaleza de los materiales utilizados en el proceso
de preparacion y los resultados previstos de los productos finales [33]. Entre los
biomateriales mas utilizados para la fabricacion de apdsitos se encuentran los
polimeros. Diversos polimeros sintéticos en su mayoria caracterizados mediante
electrospinning como nanofibras de poliuretano, acetatos de celulosa, poli(N, N-
dietil-acrilamida) interactivo y de respuesta térmica han sido utilizadas como
potencial apdsito para heridas [24], [89]. Se ha descrito, que hidrogeles de poli
(alcohol vinilico) (PVA) /quitosano (CS) cargados con AgNPs sintetizadas
bioldbgicamente poseen una estructura porosa altamente interconectada, AgNPs
bien distribuidos, resistencia a la traccion y biocompatibilidad adecuadas, que
cumplirian los criterios béasicos para aplicaciones para vendaje de heridas [89], [90];
por otra parte, con respecto a otros polimeros se encontré que peliculas poli (N-
vinilpirrolidona) (PVP) y polietilenglicol (PEG) impregnadas con AgNPs obtenidas
de extractos de miel, asi como la fabricacibn de hidrogeles a partir de estos
compuestos pueden ser usados para evaluar la fuerza de adhesion en la piel
humana [91].

Con respecto a los polimeros naturales (biopolimeros) y teniendo en cuenta las
excelentes propiedades cicatrizantes que exhiben algunos de ellos, se cree que la
combinacion de estos con AgNPs puede ser altamente beneficiosa en el proceso
de cicatrizacién de heridas ya que la combinacién podria actuar sobre heridas de
dos maneras. En primer lugar, la accion promotora del crecimiento celular de las
proteinas encontradas en los biopolimeros y la segunda, la accién antimicrobiana
de amplio espectro de AgNPs sobre los microbios que afectan a las heridas [5], [24].
una gran variedad de ellos, como homoglicanos entre los que se encuentra la quitina
y quitosano (CS) estructurados en nanofibras y celulosa en forma scaffolds;
heteroglicanos como los alginatos y la carragenina en forma de hidrogeles y
proteinas como el colageno y la queratina en forma de esponjas, han sido
ampliamente utilizados en el campo de la medicina regenerativa, debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad. En cuanto a trabajos recientes, se reporto
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excelentes resultados en la fabricacion de hidrogeles de carragenina tipo Kappa
impregnadas con AgNPs sintetizadas mediante un método verde utilizando extracto
de semilla de planta de Citrullus colocynthis y esponjas de CS fangico cargadas
con AgNPs biosintetizados a partir de extractos de plantas medicinales Cuscuta
reflxa, estos estudios arrojaron niveles aceptable de toxicidad, lo que hace de este
tipo de productos sustitutos ideales para vendajes de heridas [72], [92].

3.1.2. Apdésitos de quitosano

Recientemente el quitosano (CS) ha atraido una considerable atencion para la
fabricacion de apdésitos debido a que pueden promover la curacion de heridas
activando los fibroblastos, regulando la deposicion y la disposicion de las fibras de
colageno, facilitando la migracion celular y estimulando la granulacion y
vascularizacion [13], [34], [62], [73]. Entre sus propiedades mas conocidas se sabe
que el CS es un polimero que posee actividad antibacteriana contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas. El mecanismo mas aceptado propone que la actividad
antimicrobiana del CS se debe a las interacciones electrostaticas que ocurren entre
los grupos cargados positivamente de CS (grupos amino de glucosaminas) y los
grupos cargados negativamnete que se encuentran en la pared celular bacteriana
(componentes de la superficie entre los que se destaca los peptidoglicanos). El
segundo mecanismo propuesto describe la formacion de una envoltura polimérica
alrededor de las bacterias, lo que posiblemente inhibiria la absorcién de nutrientes.
El dltimo mecanismo informa que el CS pueden interactuar con metales traza y
oligoelemntos esenciales para el crecimiento bacteriano [93].

Por otra parte se ha informado el uso nanocompuestos de CS impregnados con
nanoparticulas inorganicas entre ellas oro (AuNPs) y plata (AgNPs), como posible
material antibacteriano de vendajes para herida [33], [94]-[96]. Verma et al.
demostraron la cicatrizacion acelerada de las heridas y la actividad antimicrobiana
de compuestos de sericina y CS impregnados con AgNPs en un modelo de herida
de rata. Los resultados revelaron que el efecto combinado de AgNPs y el material
compuesto aumento la produccion de colageno, y la reepitelizacion se produjo en
heridas abiertas [33]. Por otra parte, Lu et al. realizaron evaluaciones in vivo en
ratones confirmando que los apositos de CS funcionalizados con AgNPs y 6xido de
Zinc (CS-AgNPs / ZnO) permitieron una cicatrizacion mas rapida, una
reepitelizacidbn mas completa y unas propiedades de deposicion de coldgeno mas
densa en comparacion con el apésito de CS puro unido con ungiiento de ZnO. Estos
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resultados sugieren que apodsitos compuesto de quitosano y plata pueden tener una
aplicacion potencial para el cuidado de heridas.

3.1.3. Apdsitos de carboximetilcelulosa

Entre muchos de estos polimeros naturales, la carboximetilcelulosa (CMC), también
ha jugado un rol importante en aplicaciones potenciales como apadsitos para heridas
[97]. Por tener una alta capacidad de union al agua, buena compatibilidad con la
piel y la membrana mucosa, se ha utilizado como Unico material o combinandolo
con farmacos en vendajes para el tratamiento de heridas [98]. Estudios recientes
muestran, por ejemplo, que vendajes de CMC son capaces de promover la
cicatrizacion de la herida de espesor parcial, a través de la regulacion de la pérdida
de agua transepidérmica en una forma dependiente del peso molecular del
polimero, ademas se ha demostrado que fibras hechas de celulosa carboximetilada
poseen buenas propiedades de hinchamiento, que les permite formar un gel
cohesivo para la eliminacion de bacterias por encapsulacion [99].

Entre otras aplicaciones, el CMC se ha mezclado con una gran variedad de
nanoparticulas. Entre estas nanopatrticulas, las nanoparticulas de plata, oro y silice
han atraido un interés significativo debido a sus propiedades Unicas adecuadas para
aplicaciones in vivo. Se informé el desarrollo de apésitos de herida de hidrogel de
CMC cargado con AgNPs, con propiedades antimicrobianas 6ptimas, lo que
aseguraria un entorno humedo de la herida y facilitarian la cicatrizacion temprana
de esta [100], [101].

3.1.4. Apoésitos de CS-CMC

Gracias a las excelentes propiedades que exhiben ambos polimeros, la
implementacion de mezclas CS-CMC han sido ampliamente utilizados en diversas
aplicaciones biomédicas, por ejemplo, debido a que el CMC es un polimero aniénico
con una estructura similar a la del CS, se puede establecer una unién cruzada fuerte
con este para formar un complejo polielectrolito. Investigaciones recientes han
mostrado que compuestos de CS / CMC como scaffolds que contienen vidrio
bioactivo han sido usados en aplicaciones de ingenieria de tejidos 6seos [102].
También otros estudios detallaron que la incorporacion de CMC a la matriz
polimérica de CS mejora la resistencia a la traccion, y absorcion de agua; mostrando
asi, que este tipo de mezclas puede mejorar la capacidad de hinchamiento y
adsorcion de proteinas en la fabricacion de apésitos [76], [97].
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar el proceso de sintesis de nanoparticulas de plata a partir del hongo
ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp para su aplicacion en apoésitos.

4.2. Objetivos Especificos

e Estudiar la produccion de la enzima nitrato reductasa a partir del hongo anamorfo
R1 de Bjerkandera sp y su influencia en la sintesis de nanoparticulas de plata.

e Desarrollar un método para la fabricacion de apdsitos de quitosano y
carboximetilcelulosa con nanoparticulas de plata.

e Determinar la morfologia, las propiedades antimicrobianas y de biocompatibilidad
in vitro de los apdsitos fabricados.

5. METODOLOGIA
5.1. Revisiony analisis bibliografico

Se analiz6 detalladamente la conformacion del marco tedérico y de la revision del
estado del arte, comprendiendo la busqueda en bases de datos bibliograficas
(Springer Link y Science Direct) y el manejo de la informacion se realiz6 mediante
el referenciador bibliografico Mendeley ®.

5.2. Métodos analiticos

5.2.1. Analisis de azucares reductores

Para cada una de las muestras tomadas se determind la concentracion de glucosa
mediante el método colorimétrico de los azucares reductores DNS (acido dinitro
salicilico) [19].

5.2.2. Analisis de concentracion de biomasa

De los cultivos con hongo suspendido, se tomd una muestra representativa de

volumen conocido (20 mL), con una pipeta de boca ancha y se filtré al vacio por
papel de filtro previamente seco. Posteriormente la muestra se sec6 durante 2 h a
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105 °C y se determind el peso de la biomasa seca [19].
5.2.3. Analisis de la actividad enzimatica

La biorreduccion de nanoparticulas de plata (AgNPs) ocurre debido a la presencia
de agentes reductores los cuales reducen los iones en la solucion de nitrato de plata
en atomos de plata de dimensiones nano [22]. La actividad nitrato reductasa (NR)
se valoré con respecto a la velocidad de aparicion del producto, en este caso el
nitrito. En este proyecto se utilizé denominada unidad de actividad (U). Se report6
la actividad NR como los pmoles de producto formado (Nitrito) por minuto. La
actividad de la preparacién enzimatica se expresé en unidades por unidad de
volumen ( U/L) [103].

La cuantificacion de nitrito se basé en la reaccion del ion nitrito con el 2,3-
diaminonaftaleno (DAN) que tiene como producto el 1-(H)-naftotriazol (NAT), el cual
emite fluorescencia a 450 nm. Por lo tanto, la intensidad de fluorescencia fue
proporcional a la cantidad de nitrito liberado por el hongo en el medio de cultivo
[104], [105] . Para la construccion de la curva de calibracion se prepar6 una solucion
base de nitrito a 100 mg de NO2 Lt mezclando 15 mg de nitrito de sodio en 100 mL
de agua desmineralizada. Para la estandarizacién de la curva se realizaron 3
conjuntos de experimentos utilizando una concentracion DAN a 10 mg/100ml y
manteniendo cada conjunto de muestras de nitrito en un rango que comprendi6 3,
7, 13, 27, 40 y 53 ug de NO2- L. Para estandarizar la curva de calibracién y
corroborar que la cuantificacion de nitritos es confiable, se realiz6 un disefio de
blogues aleatorizados que permitiera demostrar el efecto de cada medicion
realizada sobre la variable fluorescencia, teniendo en cuenta un posible efecto de
las 6 concentraciones de nitrito evaluadas. En el Anexo 1 se muestra los resultados
obtenidos.

Para la preparacion del Flouroforo se disolvi6 2,3-diaminonaftaleno (DAN) (10 mg)
en 100 mL de acido clorhidrico 0,25 N para obtener la solucibn madre de DAN a
100 mg/L. Los andlisis de nitrito se realizaron agregando 50uL de soluciéon DAN a
1 mL de muestra del filtrado del hongo que reacciono con el KNOs. La mezcla se
agito en vortex y luego se dejo reposar durante 7 minutos en oscuridad. Trascurrido
ese tiempo se afiadieron 25 pL de una solucién de hidroxido de sodio 0,58 M
(volumen final para el analisis de fluorescencia de 575 pL) y se incubo la placa 10
minutos a temperatura ambiente en oscuridad, la mezcla se homogeneizd y la
medicion de fluorescencia se realiz6 inmediatamente. La fluorescencia se midio en
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el espectroflorimetro SYNERGY H1, biotek ® a 365 nm de longitud de onda de
excitacion y 450 nm de emision [105].

5.3. Obtencion de nanoparticulas de plata
5.3.1. Microrganismo y medio de cultivo

Se utilizo la cepa del hongo de la pudricion blanca de la madera anamorfo R1 de
Bjerkandera sp [106] , que fue cedida por el laboratorio de Bioprocesos del
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Antioquia. La cepa madre
se conservo en astillas de madera con glicerol y se almacenaron a 4 °C. A partir de
la cepa madre serealizaron repiques en cajas Petri con medio Kimura sélido y los
in6culos necesarios para poner en marcha todos los ensayos, se prepararon
transfiriendo 4 trozos de agar colonizado a Ferbatch con medio de cultivo Kimura
liquido [19]. Posteriormente, la capa de micelio formada se homogenizo en una
licuadora durante 20 s para los diferentes ensayos.

5.3.2. Cultivo para la produccion enzimatica

Para la determinacion de la cinética de crecimiento y sintesis de nitrato reductasa
(NR) a partir del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp se realiz6 un experimento
con muestras destructivas por triplicado correspondientes a cada dia de la cinética
(2, 4, 6 y 8 dias). La experimentacion se llevé a cabo en matraces de 100 mL con
40 mL de medio Kirk Modificado pH 5.5 [19], [87] empleando un 10% v/v de inoculo
homogenizado. Los matraces se incubaron a 30 °C con agitacion de 175 rpm; se
tomaron muestras periddicas para determinar la concentracion de biomasa, sustrato
y la actividad de la enzima NR. Para el analisis de la actividad NR, el sobrenadante
obtenido de cada filtracion de la cinética de produccion enzimética se mezclé con
nitrato de potasio (KNOs) a una concentracion final de 0.1% P/V. Este ensayo se
realizd en matraces de 100 mL y se incubaron a 30 °C con una agitacion de 175
rpm. Se efectud un monitoreo de la actividad enziméatica cada 24 h hasta completar
144 h de reaccion. Cada muestra se corrio tres veces. En este experimento se
realizd seguimiento de azucares reductores y biomasa para detectar si las diferentes
fases de crecimiento y el consumo de sustrato estuvieron directamente relacionadas
con la sintesis de la enzima NR dentro del extracto flngico.
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5.3.3. Biosintesis de nanoparticulas de plata

Para llevar a cabo este proceso de biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs),
en primera instancia, el micelio triturado del hongo ligninolitico anamorfo R1 de
Bjerkandera sp se mezclé con Tween 80 (formacion pellets) antes de que fueran
transferidos asépticamente en el cultivo.

La biorreduccion de AgNPs se llevo a cabo de tres maneras: (1) biorreduccion de
iones de plata en el sobrenadante del cultivo (Mezcla CS), (2) biorreduccién de iones
de plata por absorcion de atomo de plata en los micelios-pellet (MP), y (3)
biorreduccion de iones de plata a partir del sedimento de micelio- pellet (Mezcla
SN). Para llevar a cabo estos procesos los pellets se lavaron con agua desionizada;
los sedimentos lavados (1% w/v) y el sobrenadante de cultivo (1% v/v) se trataron
con una solucion de nitrato de plata (AgNOs) por separado. Se evalué una
concentracion inicial de dicha solucion 1mM. Ambos procesos (mezclas) se
incubaron después en la oscuridad a 175 rpm por 144 h [87]. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado con el fin de verificar la reproducibilidad. Una vez terminado
el proceso las muestras se sonicaron y se realizo fraccionamiento por tamafios de
las AgNPs utilizando membranas de UF con diferentes MWCO (Cortes de peso
molecular).

5.3.3.1. Efecto del pHy latemperatura sobre la sintesis de la enzima nitrato
reductasay posterior sintesis de nanoparticulas de plata

Se estudid el efecto del pH y la temperatura tomando como referencia la
biorreduccion de iones de plata en el sobrenadante del cultivo (mezcla CS). En este
proceso se evaluaron 3 temperaturas de incubacién (25, 30y 35 °C) y tres valores
de pH (5, 7 y 9) sobre la solucién obteniendo 9 extractos fungicos. Se valoré
simultaneamente la actividad de la NR, asi como la sintesis de nanoparticulas de
plata (AgNPs) con el fin de verificar la relacion de este tipo de enzima con respecto
a la reduccion y posterior formacién de AgNPs.

Para la evaluacion de la sintesis de AgNPs se planted un disefio de experimentos
factorial multinivel (32). En este disefio se trabajé como variable de respuesta el area
bajo la curva de los espectros obtenidos a partir de la mezcla CS [107]. La
significancia se determino usando un analisis de varianza (ANOVA) y la metodologia
de analisis de superficie de respuesta empleando el programa estadistico
Statgraphics centurion ®. La tabla 1 presenta el disefio desarrollado.
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Tabla 1. Disefio Factorial Multinivel para el analisis de area bajo la curva de la
sintesis de AgNPs del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp.

Bloque Temperatura (°C) pH
1 25 5
1 30 5
1 35 5
1 25 7
1 30 7
1 35 7
1 25 9
1 30 9
1 35 9
2 25 5
2 30 5
2 35 5
2 25 7
2 30 7
2 35 7
2 25 9
2 30 9
2 35 9
3 25 5
3 30 5
3 35 5
3 25 7
3 30 7
3 35 7
3 25 9
3 30 9
3 35 9
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5.3.3.2. Caracterizacion de nanoparticulas de plata obtenidas

Para examinar la morfologia y presencia de plata [87], se realizaron mediciones en
espectrofotometria UV-Vis empleando el espectroflorimetro SYNERGY H1, biotek
para mirar la produccién de nanoparticulas de plata (AgNPs). Dichos ensayos
fueron monitoreados cada 24 h midiendo la absorbancia de las muestras SNy SC
haciendo barridos espectrofotométricos de 300-800 nm. Para observar tamafio y la
distribucion de las AgNPs se empled microscopia electrénica de barrido (SEM)
(JEOL JSM-6490LV), microscopia electronica de transmision (TEM) (Tecnai F20
Super Twin TMP) y dispersion de luz dindmica (DLS) (Micrometrics Nanoplus 3
Dynamic Light Scatttering). Adicionalmente, se realiz6 un andlisis semicuantitativo
de la composicion quimica de la muestra por espectroscopia de dispersion de
energia de rayos X (EDS) mediante el sistema acoplado al equipo de TEM y SEM.
Para determinar las posiblesbiomoléculas responsables de la reduccion de los iones
plata y para la confirmacion de las capas o restos que cubren las AgQNPs, se hicieron
pruebas de espectroscopia de radiacion infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR).

5.4. Apdsitos y funcionalizacién con nanoparticulas de plata

En primera instancia para la preparacion de los apésitos de quitosano (CS) y
carboximetilcelulosa (CMC) se realizé un proceso de estandarizacion para observar
gue concentracién de CMC era la ideal para la fabricacion de las peliculas CS-CMC.
Para este proceso la solucion de CS se preparé disolviendo polvo de quitosano en
una solucién acuosa de acido acético glacial al 2% (v/v); sobre la marcha se agregé
diferentes concentraciones de CMC por separado (1 y 1,2% w /w (base seca del
peso del CS)) y se agit6é vigorosamente durante 2 h. Finalmente, se evaluaron dos
procesos de plastificacion afiadiendo en uno, glicerol 30 % w / w sobre la base seca
del peso del CS y otro afiadiendo glicerol al 1% v/v del volumen total de la solucién.

Para el proceso de fabricacion de biopeliculas que contenian nanoparticulas de
plata (AgNPs) se realiz6 el mismo proceso descrito con anterioridad a diferencia
gue la dispersion de AgNPs se diluyo sobre la solucién CS-CMC en una relacion de
1% v/v y se mezclé durante 15 min. Se trabajé la proporcion sobre la mejor
concentracion de CMC. Finalmente, se afiadié glicerol como plastificante bajo las
mejores condiciones halladas anteriormente y se agitdo durante 30 min. Una vez
preparadas las soluciones formadoras de biopeliculas, se colocaron 20 mL de cada
disolucion en céapsulas de vidrio de (70x70 mm y 3 mm de profundidad) y
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posteriormente se secaron a 25 °C durante 72 h [108].

5.4.1. Caracterizacion de los apositos de
Quitosano/Carboximetilcelulosa

Los apdsitos se caracterizaron usando microscopia electrénica de barrido (SEM) y
microscopia digital convencional para evaluar la superficie del material y la
morfologia de la superficie antes y después del depdsito de nanoparticulas de plata
(AgNPs).

Se determiné la actividad antimicrobiana de los apdésitos compuestos de quitosano-
carboximetilcelulosa y AgNPs empleando Escherichia coli [109], [110]. La cepa fue
cedida por el laboratorio de Bioprocesos del Departamento de Ingenieria Quimica
de la Universidad de Antioquia. Para la reactivacion, la cepa se cultivé en 5 ml de
caldo nutritivo por 24 h. Luego 100 pL de caldo bacteriano se cultivaron en cajas de
Petri en agar bacteriologico; para este caso se empled el método de difusién por
agar y en las soluciones para formar apésitos que contenian AgNPs se sumergi6
papel filtro de 0.2 ym (diametro=12 mm) para los diferentes ensayos. Las placas se
incubaron a 37°C durante 24 h. Después de la incubacién, se midié la zona de
inhibicién alrededor del papel filtro [10], [87]. Se realiz6 en este experimento una
validacion estadistica para confirmar si habia una diferencia estadisticamente
significativa sobre el halo de inhibicion. Los ensyos se realizaron por duplicado para
las mejores muestras obtenidas de las mezclas CS y mezclas SN que contenian
AgNPs.

Las propiedades mecénicas de las peliculas se determinaron utilizando una
magquina universal DBBP-20 (Bongshin, Corea), de acuerdo con el método estandar
ASTM D882-91 (ASTM, 2001). Con el fin de determinar la méxima resistencia a la
traccion (TS, MPa), el médulo de elasticidad (EM, MPa) y la elongacién maxima
(EB, %), las peliculas se cortaron en piezas en forma rectangular (65 mm x 12 mm)
y se montaron entre los agarres de la maquina. Se realizaron ensayos por duplicado
teniendo en cuenta las mejores condiciones de sintesis de las mezclas CS y SN.

5.5. Evaluacion biologica de los apésitos.

La biocompatibilidad in vitro de los apdsitos se estudid mediante ensayos de
citotoxicidad, este ensayo permitio estudiar el efecto o potencial toxico del material
sobre las células [83]. Los ensayos se efectuaron a apdsitos solo de Quitosano-
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Carboximetilcelulosa (CS-CMC) con nanoparticulas de plata (AgNPs) que fueron
obtenidas bajo los mejores resultados de sintesis.

Se determind la toxicidad indirecta de los materiales sobre las células Detroit
(Fibroblastos de piel humana) utilizando el método realizado por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa (MTT). Los materiales fueron incubados en
medio DMEM (medio basal) con suero fetal bobino (SFB) al 10% durante 24 h a 37
°C. De forma paralela se cultivaron en platos de 96 pozos las células Detroit durante
24 h. Pasado este tiempo de incubacion, se extrajo el medio de cultivo donde fueron
incubados los materiales y con este medio se realizaron diluciones 1:2 y se
adicionaron como medio de cultivo a las células previamente cultivadas. Se
evaluaron concentraciones desde 100 % (Sin diluir), hasta 3.12 %, en total 6
concentraciones. Se utiliz6 como control positivo de toxicidad del dimetil sulfoxido
(DMSO) al 6 %, realizando también diluciones seriadas a partir de esta
concentracion. Se incubd durante 72 h a 37 °C, 5 % dioxido de carbono (COz).
Finalizada la incubacién se adicioné el MTT y luego de 4 h de incubacién a 37 °C,
se adicion6 DMSO y se determindé la absorbancia a 570 nm en un
espectrofotometro. Se establecié el porcentaje de viabilidad de las células
cultivadas con el extracto de los materiales. Los ensayos se realizaron en dos
experimentos independientes y con dos replicas por ensayo. Este proceso fue
estandarizado por el programa de estudio y control de enfermedades tropicales
(PECET) adscrito a la Universidad de Antioquia.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Cinética de produccion de la enzima nitrato reductasa
6.1.1. Cinética de crecimiento y produccion de la enzima nitrato reductasa

Para realizar el seguimiento al crecimiento, consumo de glucosa y sintesis de la
enzima nitrato reductasa (NR) del anamorfo R1 de Bjerkandera sp se uso el mismo
medio empleado para la produccion de inoculo (Medio Kimura). El seguimiento a la
biomasa en el tiempo (Figura 3), presentd crecimiento exponencial desde los
primeros dias de cultivo, esta fase tuvo una duracion aproximada de 4 dias, luego
de esta etapa, aparecio una fase estacionaria con la subsecuente fase de muerte.
El comportamiento del crecimiento del hongo, coincidié con el consumo de glucosa,
pues cuando existié un crecimiento exponencial se presentd el mayor consumo de
sustrato. Posterior a ello, se observo una desaceleracion del consumo, cuando
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termina la fase estacionaria. La maxima cantidad de biomasa fue de 4,07+0,131 g/L,
presentada al dia 6 de cultivo donde se alcanzé la fase estacionaria.

En cuanto a la actividad (NR) la maxima tasa de sintesis de esta se detecté durante
el final de la fase estacionaria y a comienzos de la fase de muerte y exhibié su
maximo nivel en el dia 8 de reaccion. La maxima cantidad de enzima detectada fue
de 5.87 x 1 E-03 (U/L) £ 0.0998 x1 E-03 (Figura 3). Por otra parte, una vez detectado
este pico maximo de sintesis enzimatica, se produjo incremento de pH en el medio
con respecto al establecido inicialmente (pH 5.5), esto pudo deberse a la presencia
de proteasas inducidas por el fendomeno de metabolismo endégeno del hongo
durante la fase de decaimiento de la biomasa la cual empieza a observarse en el
dia 8 de reaccidn; las proteasas producen lisis e hidrélisis de las enzimas presentes,
produciendo amonio y generando incremento de pH del medio [19]. Este resultado
puede indicar que a partir del dia 8, donde el hongo empieza a entrar en la fase de
decaimiento de la biomasa, ocurra una desaceleracion de la sintesis de NR. En
cuanto a los otros dias restantes de la cinética se observé un incremento en la
actividad NR después del dia 2 y un comportamiento estacionario entre los dias 4 y
6. Este comportamiento pudo estar sujeto a las condiciones de crecimiento del
hongo. En este lapso de tiempo (2-6 dias) el hongo no ha alcanzado la fase de
decaimiento de biomasa y su maquinaria enzimatica se encuentra estable debido a
que la totalidad del sustrato del hongo no se ha sido consumido (Figura 3).

f

sLrata

Redctasa (U/L) *1

Nitratc

Figura 3. Cinética de crecimiento y produccion de la enzima nitrato reductasa del
hongo ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp en medio Kimura. Biomasa m,
Glucosa e, Actividad nitrato reductasa A.
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En la Tabla 2 se presenta el analisis ANOVA para un tiempo de produccion
enzimatica de 96 h (tiempo en el cual se reportaron picos altos-Anexo 2). Segun los
valores logrados (p <0.05) con un nivel de confianza del 95% y la prueba de
multiples rangos (Tabla 3), se pudo establecer que hubo una diferencia
estadisticamente significativa de sintesis de la enzima NR entre cada uno de los
niveles evaluados (dias de la cinética de crecimiento y produccién enzimatica). Con
respecto a un tiempo de sintesis de NR de 120 h (otro pico detectado dentro de la
cinética-Anexo 2) se pudo constatar que no hubo similitudes en cuanto a la tasa de
aparicion de la NR, sin embargo, la prueba de multiples rangos arrojé que para los
dias 4 y 6 no se encontraron cambios en cuanto a la sintesis de NR. Con respecto
a estos resultados obtenidos y teniendo en cuenta que mediante este disefio de
experimentos se quiso encontrar el mejor tiempo para valorar la sintesis enziméatica;
se evidencié que entre los dias de cinética de sintesis de NR evaluados, la maxima
produccion de NR se logré a mayores tiempos, en este caso para la reaccion que
se llevé a cabo con el sobrenadante filtrado del dia 8 de crecimiento del hongo
anamorfo R1 de Bjerkandera sp . La evaluacion en horas de la sintesis de NR para
cada dia de la cinética muestra en el Anexo 2, asi como el analisis ANOVA y de
multiples rangos para un tiempo de sintesis enzimatica de 120 h. La validacion de
los supuestos de regresion lineal de ambos modelos se muestra en el Anexo 3.

Tabla 2. Analisis de varianza para la variable Produccion NR para un tiempo de 96
h. Cinética de produccion enzimatica.

Fuente Sumade Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 4.96997E-10 3 [1.65666E-10 62.93 0.0000

grupos

Intra grupos |2.106E-11 8 |2.6325E-12

Total (Corr.) |5.18057E-10 11

Tabla 3. Prueba de multiples rangos (Tukey) para la variable Produccion NR para
un tiempo de 96 h. Cinética de produccion enzimatica.

Dias de la Casos Media Grupos
Cinética Homogéneos
2 3 0.000100967 | X
6 3 0.000105633| X
4 3 0.0001131 X
8 3 0.000117567 X
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6.1.2. Efecto del pHy latemperatura sobre la produccién de la enzima nitrato
reductasa a partir del hongo de pudricion blanca de la madera hongo
anamorfo R1 de Bjerkandera sp

La figura 4 presenta los diferentes valores logrados en las condiciones evaluadas
de temperatura T y valores de pH para determinar el efecto de estas variables sobre
la sintesis de nitrato reductasa (NR).

De acuerdo con la figura 4 cuando se ajusto el extracto fungico con AgNOs (mezcla
CS) a pH altos disminuy6 considerablemente la sintesis de NR. Con respecto a la
disminucién de la sintesis de NR en la mezcla CS, se pudo inferir que se debi6 a
dos razones. Primero, a que a pH tan altos pardmetros cinéticos de la reaccién
enzimatica como la estabilidad del complejo Enzima-Sustrato, asi como la velocidad
del paso limitante de la reaccion pudieron verse afectados, y segundo a que el pH
de 9.0 ajustado dentro de la solucién pudo haber deteriorado la estabilidad de la
enzima extracelular, causando que se vuelva inactiva irreversiblemente [111]. Por
otra parte, se evidencio que cuando se ajusto la solucién a pH 5.0 y 7.0 no se vio
tan comprometida la sintesis de NR en comparacion con la solucién a pH 9.0. Esto
sugiere que cuando existe una particion casi igual de H+ o una concentracién mayor
entre el microambiente enzimatico y el sobrenadante del cultivo la estabilidad de la
enzima no se ve regulada [111], [112].

Con respecto a la temperatura, se conoce que algunas enzimas son muy sensibles
a los cambios de temperatura [113]. De acuerdo con la figura 4, temperaturas altas
de incubacion no favorecieron la sintesis de NR y posiblemente influyé sobre
algunos parametros de la reaccién, especificamente la ionizacion dependiente del
pH [114]. Este comportamiento se observé en mayor proporcion cuando la solucién
fue ajustada a un pH de 9.0 (Figura 4) donde se puede apreciar que se presento
una inactivacion total de la enzima después de 96 h en reaccion con AQNOs 1 mM
(T=35 °C). En este caso la velocidad de la reaccion pudo verse afectada a medida
que la temperatura de incubacion fue aumentando, lo cual posiblemente indujo
cambios conformacionales sobre la enzima, impidiendo la liberacion del producto
nitrito en el sobrenadante cuando la solucion estaba en condiciones alcalinas. Los
resultados en este estudio fueron similares a los reportados por Sachdeva y Hooda
[112]; los cuales argumentan que esta puede ser una enzima altamente sensible al
pH, donde incluso ligeras disminuciones o aumentos en las concentraciones de H*
en la vecindad de la enzima puede provocar cambios drasticos en su actividad. La
investigacion arrojé que a pH de 7.5 la NR no se ve regulada y sugiere que la
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disminucién dentro del proceso de sintesis estuvo estrechamente relacionada con
el incremento en la temperatura de incubacion (T >30°C) [112].

Nitrato Reductas:

Figura 4. Cinética de produccion enzimatica del sobrenadante filtrado con AQNO3

1mM del hongo ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp. T25°C_pH5.0 e, T

30°C; pH50m, T35°C_ pH50 A, T25°C_ pH7.0e,T30°C; _pH7.0m, T35
°C_pH7.0 A, T25°C_pH9.0e, T30°C_pHO9.0myT35°C_pH9.0 A.

6.2. Sintesis de nanoparticulas de plata a partir del hongo de pudricién
blanca de la madera hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Para la biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) se tuvieron en cuenta las
condiciones encontradas como mejores para la sintesis de la enzima nitrato
reductasa (NR) (filtrado obtenido del dia 8 de crecimiento del hongo anamorfo R1
de Bjerkandera sp). En primera instancia se evaluo la sintesis de nanoparticulas de
plata (AgNPs) tomando como referencia la biorreduccion de iones de plata en el
sobrenadante del cultivo (mezcla CS). Se corrobor6é que cuando se agreg6 sal de
plata (AgNOs) al extracto obtenido a partir del cultivo del hongo ligninolitico
anamorfo R1 de Bjerkandera sp, se produjo un cambio de color de amarillo palido a
color marrén oscuro durante las primeras 72 h de incubacion ajustando la solucién
a pH de 9.0, como se muestra en la figura 5. El cambio de color de la solucion se
debié a la formacion de AgNPs debido a la excitacion de las vibraciones de la
superficie de plasmon de las nanoparticulas [115]-[117].
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Figura 5. Biosintesis de AgNPs en la mezcla CS. Formacién de nanoparticulas de
plata después de 72 h de reaccién para diferentes temperaturas de incubacion. a)
25°C,b)30°Cyc) 35 °C.

En las figuras 6, 7 y 8 se muestra la solucion analizada mediante espectroscopia
Uv-vis en funcién del tiempo de reaccién entre AQNO3 1mM con el extracto fungico
para los diferentes pHs y temperaturas evaluados. No se observé evidencia de
sintesis de AgNPs cuando se afiadié AgNOs directamente al filtrado fungico con la
solucion ajustada a pH 5.0 y 7.0 (Figura 6.a 'y 6.b, Figura 7.ay 7.b y Figura 8.a y
8.b); por el contrario, se observd un pico de absorcién de resonancia de plasmoén
superficial (SPR) prominente, centrado a 400 nm ajustando el pH de la solucion a
9.0 (Figura 6.c, 7.c y 8.c) indicando la presencia de AgNPs [115]-[117]. Estudios
previos han mostrado que la SPR puede reflejar caracteristicas de las AQNPs como
la forma, el tamafio, las constantes dieléctricas, la cantidad sintetizada en la
solucién, la interaccion entre ellas etc. Dicha propiedad éptica puede reportarse a
partir de ciertas bandas en el espectro Uv-vis [118]. Partiendo de ello y considerando
gue la mayor absorbancia se detect6 después de 144 h de incubacién a pHs de 9.0
para todos los rangos de temperatura evaluados, se establecio este tiempo como el
mejor en cuanto a produccion de AgNPs. Bajo estos analisis, se pudo establecer
qgue la reduccién a iones de plata pudo estar influenciada por la presencia de
algunos compuestos proteicos y que estos actuaron como intermediarios en la
obtencion de AgNPs [12], [119].
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Figura 6. Espectros Uv-vis para AgNPs sintetizadas utilizando sobrenadantes del

cultivo del anamorfo R1 de Bjerkandera sp para una temperatura de incubacion de

25 °C: a) pH 5.0, b) pH 7.0 y ¢) pH 9.0. En los tiempos de incubacion: 24 h —, 48 h
,72h—,96h - ,120h -y 144 h

Figura 7. Espectros Uv-vis para AgNPs sintetizadas utilizando sobrenadantes del

cultivo del anamorfo R1 de Bjerkandera sp para una temperatura de incubacién de

30 °C: a) pH 5.0, b) pH 7.0 y ¢) pH 9.0. En los tiempos de incubaciéon: 24 h —, 48 h
,72h—-,96h - ,120h -y 144 h

Figura 8. Espectros Uv-vis para AgNPs sintetizadas utilizando sobrenadantes del

cultivo del anamorfo R1 de Bjerkandera sp para una temperatura de incubacion de

35°C:a) pH 5.0, b) pH 7.0 y ¢) pH 9.0. En los tiempos de incubacion: 24 h —, 48 h
,72h—-,96h - ,120h -y 144 h

45



6.2.1. Efecto del pH y la temperatura sobre la sintesis de nanoparticulas de
plata a partir del hongo de pudricion blanca de la madera hongo
anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Mediante el desarrollo de un disefio factorial 32, se identificaron los efectos de los
factores de estudio temperatura y pH sobre la variable de respuesta area bajo la
curva de los espectros (variable cuantitativa que permite relacionar adecuadamente
la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) en cuanto a la resonancia de
plasmones superficiales (SPR), mayor area bajo la curva de los espectros detectada
mayor formacién de AgNPs dentro de la solucién) [107]. Se evalud un tiempo de
144 h de reaccion con AgNOs 1mM, porque fue el tiempo establecido segun las
figuras 6.c, 7.c y 8.c.

En la tabla 4 se presenta el ANOVA para un tiempo de incubacion de 144 h; de
acuerdo con los valores logrados (p <0.05) con un nivel de confianza del 95% se
pudo establecer que la temperatura y el pH presentaron un efecto significativo sobre
la variable de respuesta area bajo la curva. Esto indic6 que la cantidad de
nanoparticulas sintetizadas estuvieron fuertemente influenciadas por la variacion de
ambos parametros, trabajando los rangos establecidos.

Tabla 4. Analisis de varianza para la variable area bajo la curva. Mezcla CS.

Fuente Sumade Gl [Cuadrado Razo6n- |Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Temperatu [151.38 1 |151.38 0.05 0.8256

ra

B:pH 850991. 1 |850991. 280.56 |0.0000

AA 41179.2 1 |41179.2 13.58 0.0016

AB 14967.2 1 |14967.2 4.93 0.0387

BB 286657. 1 |286657. 94.51 0.0000

bloques 742.876 2 |371.438 0.12 0.8854

Error total 57631.5 19 (3033.24

Total (corr.) |1.25232E6 26
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La figura 9 muestra los resultados estimados para el area bajo la curva empleando
superficies de respuesta, este analisis estimé la posible condicion de operacion
Optima para la sintesis de AgNPs. A partir de ello se pudo mostrar que la produccién
y estabilizacion de AgNPs dentro del sobrenadante de los cultivos de produccion
del in6culo se vio favorecida cuando estas se ajustaron a pHs de 9.0; en el rango
de temperatura evaluado se encontré que el nivel mas bajo de este factor favorecio
el aumento del &rea (T=25 °C). Este resultado indicé que un nimero considerable
de AgNPs pudo haber sido sintetizada bajo estas condiciones [107], pero
posiblemente a una (T=35 °C) la concentracion de AgNPs dentro del sobrenadante
pudo haber aumentado [120], ya que se detectd la maxima absorbancia (Figura 8.c).

Cuando este tipo de nanoparticulas se irradian con luz como sucede caracterizando
la solucién en el Uv-vis, el campo electromagnético induce una oscilacién colectiva
coherente de los electrones libres formando lo que se conoce como banda de
conduccién [121]. Como la longitud de onda especifica donde se alcanzé la maxima
amplitud de oscilacién se reporté a 400 nm; este hecho pudo haber desencadenado
que propiedades fisico/quimicas como la morfologia y el tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas no hayan variado en cuanto a forma y tamafo. En el
Anexo 4 se presenta la validacion de los supuestos del modelo.

Areabajo lacurva
s 0.0
= 100.0

200.0
300.0
400.0
500.0
600.0
700.0
800.0
. 900.0
= 1000.0

Area bajo la curva

Temperatura

Figura 9. Graficas de superficies de respuesta estimada. Evaluacion de
temperatura y pH sobre la sintesis de AgNPs.

En cuanto al pH, los resultados hallados concuerdan con lo reportado por Birla et
al. y Kobashigawa et.al., y posiblemente la estabilizacion de las AgNPs se intensificd
debido a la repulsion electrostatica derivada de la adsorcién de OH", mientras que
a medida que disminuyé el pH se evidencié una sintesis reducida o casi nula; y pudo
darse debido a la falta de disponibilidad de iones OH" (Figura 6.ay 6.b, Figura 7.ay
7.b y Figura 8.a y 8.b). Dentro de este proceso de sintesis, los nucleofilos OH-
desempeiiaron un papel crucial en el mantenimiento de la estabilidad de las AgNPs
al propiciar un adecuado ambiente de adsorcion y electrones para la reduccion de
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los iones de plata. Bajo estas condiciones se pudieron haber formado mas regiones
de nucleacion debido a la disponibilidad de iones OH" que evitan la formaciéon de
agregados a través de la adsorcion de nanocristales y mantiene el tamafio de las
AgNPs (Figura 6.c, 7.cy 8.c).

Con respecto a la temperatura, se pudo establecer claramente un aumento en la
intensidad de la banda de absorcion caracteristica de plata de la mezcla CS
ajustada a pH 9.0 a medida que la temperatura de incubacion fue aumentando,
alcanzando la maxima absorbancia para una T=35 °C (Figura 8.c); este proceso de
reduccion se efectu6 rapidamente debido a que la aparicion del pico caracteristico
de plata se empez0 a evidenciar dentro de las primeras 24 de reaccion. La sintesis
de AgNPs en este proyecto se corrobor6 con los resultados reportados por Birla et
al., Darroudi et al. y Verma et al., que mostraron el aumento de la sintesis al
aumentar la temperatura en el momento de la reaccion [120], [122], [123]. Para
estos ensayos se reportd la presencia de una sola banda SPR en todos los
espectros Uv-vis trabajando la mezcla CS a pH 9.0 bajo todos los rangos de
temperatura (Figura 6.c, 7.c y 8.c). Dicho resultado corresponde a la produccion de
nanoparticulas isotropicas, con morfologia uniforme y con poca polidispersidad. Se
observo también que las intensidades de estos espectros aumentaron en funcién
del tiempo y la temperatura (Figura 6.c, 7.c y 8.c), lo que indic6 la formacion de un
mayor niumero de AgNPs dentro de la solucion [124].

Para comprender mejor este sistema, se puede explicar la extincion de los
diferentes espectros a partir de la teoria de Mie [119], [125], en este caso para
AgNPs metalicos que tienen un unico centro de banda plasmonica pronunciado a
400 nm. En primera instancia es importante entender que la SPR es la propiedad
Optica mas destacada de éste tipo de nanoestructuras metalicas. Consiste en una
oscilacion colectiva de electrones de conduccién en un metal cuando los electrones
se perturban desde sus posiciones de equilibrio, por ejemplo, por una onda
electromagnética (luz) [126]. Este parametro fisico, se puede clasificar partiendo de
dos caracteristicas: propagacion de plasmones superficiales y plasmones
superficiales localizados. Las nanoestructuras que soportan los plasmones de
superficie localizados, como las de este proyecto, pueden llegar a experimentar un
campo electromagnético uniforme cuando son excitados por la luz, ya que sus
dimensiones son mucho mas pequefias que la longitud de onda [121]. Bajo esta
explicacion, la teoria de Mie supone que el coeficiente de extincion total de
pequefias particulas metalicas se presenta como la suma de todas las oscilaciones
multipolares eléctricas y magnéticas que contribuyen a la absorcion y dispersion del

48



campo electromagnético que interactia. Teniendo en cuenta que dentro de la
mezcla CS al aumentar la temperatura de incubacion no se presentaron grandes
desplazamientos a la izquierda (desplazamiento azul) o hacia la derecha
(desplazamiento rojo) en la longitud de onda maxima en el pico SPR, y no se
observaron plasmones adicionales (Figura 6.c, 7.c y 8c), se puede sugerir que
dentro de este proceso bioldgico se controld la morfologia (esférica) y el tamafio de
las AgNPs [123], [127]. En este experimento la posicion del pico que corresponde a
la resonancia dipolar no cambid a longitudes de onda mas largas en consecuencia,
a energias mas bajas, lo que provocd una desaceleracion en el crecimiento de la
particula. Posiblemente bajo estas condiciones (pH 9.0 y T=35 °C) se obtuvieron
AgNPs de radios inferiores a 40 nm [128]. Se sugiere que trabajar a unas
condiciones de temperatura elevada provoca choques térmicos, incrementa la
velocidad de sintesis y la simetria de particulas [126].

Para comprobar lo explicado anteriormente fue necesario realizar mediciones
mediante microscopia electronica de transmision (TEM) para determinar la
morfologia y el tamafio de las nanoparticulas. Las figuras 10.a y 11.a muestran la
diferencia en el tamafio y la forma de las AQNPs una vez se ajusto el filtrado fungico
bajo las diferentes condiciones trabajadas. Se observé que la mayoria de las
particulas fueron de forma esférica y que estaban separadas con poca
aglomeracion. Los rangos estuvieron entre 10 y 50 nm sugiriendo que en este
proceso se controlé el tamafio y la forma de las AgNPs, y que ciertos residuos
biolégicos pudieron haber realizado la funcion de estabilizacién de las AgNPs
(Figura 10.a y 11.a) [116], [129]. Para este caso, particulas mas pequefas de
distribucion de tamafo uniforme se formaron a medida que la temperatura de
incubacion de la reaccion fue aumentando y cuando se trabajé a pHs altos. El
analisis de espectroscopia de dispersiéon de energia de rayos X (EDS) (Figura 10.b
y 11.b) proporcioné evidencia adicional de la reduccion de AgNPs a plata elemental.
Se observo un gran pico de absorcion éptica, que es tipico para la absorcion de
nanocristales de plata metalicos debido a la resonancia de la superficie del plasmon,
confirmando la presencia de plata elemental [83].

Los resultados anteriormente citados dentro de la mezcla CS, dieron a entender que
la intensidad de la banda SPR maxima y el ancho de la banda estuvieron
influenciados por la forma de la particula, el tiempo de incubacion y en mayor
proporcion por el pH y la temperatura a la cual se encontraba la solucién en el
momento de la reaccion; y que residuos de proteina u otro tipo de moléculas
secretadas por el hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp en el sobrenadante pueden
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ser las encargadas de la formacién y posterior recubrimiento de AgNPs estables a
estas condiciones como es reportado por varias investigaciones realizadas a partir
de diferentes hongos [119], [129], [130].

Figura 10. Microscopia Electronica de Transmisién (TEM); a) imagenes de
nanoparticulas de plata sintetizados en las muestras CS del hongo anamorfo R1
de Bjerkandera sp. Tiempo de incubaciéon 144 h, pH 9.0, temperatura 25 °C y b)

Espectro EDS para las AgNPs visualizadas.
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Figura 11. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM); a) imagenes de
nanoparticulas de plata sintetizados en las muestras CS del hongo anamorfo R1
de Bjerkandera sp. Tiempo de incubacion 144 h, pH 9.0, temperatura 35 °C y b)

Espectro EDS para las AgNPs visualizadas.
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6.3. Mecanismo probable para la sintesis de nanoparticulas de plata a partir
del hongo de pudricidén blanca de la madera hongo anamorfo R1 de
Bjerkandera sp

Se realiz6 para este experimento mediciones mediante espectroscopia de infrarrojo
por transformada de Fourier (FTIR) a las mezclas CS la cual dio mejor absorbancia
y un pico SPR més pronunciado (T=35 °C, pH 9.0) para identificar las interacciones
de las proteinas con los iones de plata, las cuales pueden ser responsable de la
reduccion del ion de plata y de la estabilidad de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
sintetizadas. La figura 12 muestra una banda ancha entre 3.300 y 3.500 cm™*. Esta
banda puede asignarse al estiramiento —N-H de la banda de amida | y al
estiramiento O—H de las aminas aromaticas. Esta banda pronunciada indicé fuertes
enlaces de hidrégeno y dio a entender que los atomos de nitrdgeno pueden
considerarse como sitios de union activos de la plata durante la reduccion de AQNOs
en el filtrado fungico [124], [131]. Por otra parte, se hallé6 una banda prominente
entre 1.630 y 1.680 cm? dicha banda aparece debido a las vibraciones del
estiramiento —C=0 (carbonilo) en el enlace amida de las proteinas secretadas por
el hongo en el filtrado [124]. Otro pico fuerte se presenté a 667 cm™ ! [132],
posiblemente esta banda corresponde a compuestos heterociclicos que se pueden
encontrar dentro del filtrado fungico entre ellos polifenoles [133].

Xie et al. en su trabajo de investigacion explic6 que la ausencia de un pico
prominente a 1162 cm™ en el FTIR puede desencadenar un agotamiento de los
residuos fendlicos en este caso, de la mezcla CS, que acompafada por la aparicion
de un estiramiento de un grupo carbonilo como se reporta en la figura 12, permite
la formacién de una estructura de fendxido a partir de la oxidacion del grupo fendlico
tirosina (667 cm™) [134]. En este ensayo Yy teniendo en cuenta que a medida que la
temperatura aumentd, el pico de absorbancia incrementoé y que solo a pH de 9.0 se
alcanzé mayor producciéon de AgNPs (Figura 6.c, 7.c y 8.c.), Y que bajo estas
condiciones disminuy6 drasticamente la actividad nitrato reductasa (NR) (Figura 4);
via de reduccion la cual se tiene referenciada por diversos hongos [12], [116]; se
puede decir que la sintesis de AgNPs mediante este microrganismo se pudo haber
dado gracias a la transferencia de electrones de los aminoéacidos libres que se
encontraban en la mezcla CS, propiamente de residuos de tirosina (Tyr). Dado que
la sintesis en este proceso se dio ajustando el pH de la mezcla CS a 9.0,
posiblemente los grupos o residuos Tyr inicialmente protonados, permitieron la
transferencia de electrones.
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Figura 12. FTIR de la mezcla CS incubada a una temperatura de 35 °Cy pH 9.0
obtenida a partir del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp.

Para determinar efectivamente que la Tyr Tuvo un papel influyente con respecto a
la donacién de los electrones libres para la reducciéon de Ag* a Ag® la mezcla CS
se ajusto a pH de 9.0 y se puso a incubar a 35°C por 96 h. Se pudo establecer en
este experimento que a medida que el pico de resonancia de plasmoén superficial
(SPR) fue aumentando (Figura 13.a), la concentracién de tirosina fue creciendo
(Figura 13.b), reportdndose la maxima cantidad de tirosina de 1.65 g/L £ 0,014 a las
72 h de incubacion. Este resultado indicé mayor concentracién de AgNPs (aumento
del pico SPR y la absorbancia) [120], [122], [123] a medida que la concentracion de
tirosina fue aumentando en la solucion. Es bien conocido que el tamafio de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) se puede controlar no solo con la cantidad
empleada del agente reductor sino también por la alteracion del pH al momento de
la reaccion. La tirosina contiene grupos funcionales tanto acidos como basicos, a un
pH por debajo del punto isoeléctrico (pl 5,6), la tirosina tiene una carga neta positiva,
es decir, el -\NH2 puede cambiar parcialmente a —NHs +. Por encima de pl de 5.6,
la tirosina tiene una carga negativa neta, es decir, la unidad —COOH puede pasar a
—COO-, y el grupo —OH puede cambiar a —O-[135]. En este experimento el pH de
la reaccion estuvo por encima del pl de la Tyr (pH 9.0), confirmando que la forma
aniénica del aminoacido es responsable de la transferencia de electrones al ion de
plata en el proceso de sintesis. En este caso la capacidad reductora surgié debido
a la ionizacién del grupo fendlico de la tirosina a un pH alto (9.0) que, por
transferencia de electrones a los iones de plata, se transformé posiblemente en una
quinona. El pico a 667 cm™ (Figura 12) muestra el estiramiento del enlace C — S.
Posiblemente las quinonas pudieron haberse formado y actuaron como grupos
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funcionales redox (Figura 14) [136]. Otro punto importante que pudo haberse
manifestado bajo estas condiciones es el incremento de los grupos COO- lo que
pudo haber generado un mayor recubrimiento de los ndcleos de plata por parte de
este agente bioldgico produciendo menor aglomeracion dentro de la suspension
coloidal [137], [138]. Estos resultados como lo reportan Zoya y Rafiuddin y Kumar
et al. en sus investigaciones arrojaron que la disminucién del tamafio, asi como el
proceso de sintesis de AgNPs se ve favorecido no solo por la cantidad de Tyr, sino
también por el pH de la solucion al momento de la reaccion, sugiriendo que a pHs
de Tyr alcalinos incrementan la reduccion y posterior formacion de AgNPs [135],
[139]. En el anexo 5 se muestra la curva de calibracion de la Tirosina a pH 9.0,
mediante la cual se corrobor6 la concentracion de esta proteina en la mezcla CS.

Figura 13. Espectros Uv-vis para AgNPs sintetizadas utilizando sobrenadantes del
cultivo del anamorfo R1 de Bjerkandera sp para una temperatura de incubacién de
35 °Cy pH 9.0 En los tiempos de incubacion: 24 h—,48h —,72h -y 96 h . b)
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Produccion de tirosina en el sobrenadante filtrado con AQNO3 1mM (mezcla CS)
del hongo ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp. T 35 °C y pH 9.0.

OH o-
NaOH 2Ag*
S —_— + 2Age
- . e
H;N=C= COO- H,N=C= COO- Halenies L
| !
H H H

Forma Anionica
Tirosina

Figura 14. Mecanismo propuesto para la sintesis de AgNPs mediante el hongo del
anamorfo R1 de Bjerkandera sp.

A partir de los resultados mostrados en el espectro FTIR (Figura 12) y en la
valoracion de la Tyr (Figura 13 y Figura 14) se pudo identificar claramente que este
tipo de proteina en el filtrado juega un papel crucial dentro del proceso de
estabilizacion de las AQNPs y da a entender que este proceso acoplado a protones
fue influyente dentro de la reduccion del ion de plata Ag*a Ag®. Estos resultados,
con respecto a los reportes de algunos autores en sus trabajos, como Singh et al.,
Husseiny et al., Xie et al., Wang et al. y Kumar et al. [117], [130], [133], [134], [139]
mostraron que las moléculas de proteinas no solo actuaron como agentes
reductores, sino que también actuaron como agentes estabilizadores y de
recubrimiento al unir los AgNPs a través de los grupos amino libres.

6.4. Sintesis intracelular y extracelular de nanoparticulas de plata a partir
del hongo de pudricién blanca de la madera hongo anamorfo R1 de
Bjerkandera sp

En este proceso se evalud la biorreducciéon de iones de plata por absorcion de
atomo de plata en los micelios-pellet (Muestra MP-sintesis intracelular) y
biorreduccion de iones de plata a partir del sedimento de micelio- pellet (Mezcla SN-
sintesis extracelular). Estos procesos se realizaron tomando como referencia los
mejores resultados de sintesis dentro de la mezcla CS. Los sedimentos lavados (1%
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w/v) obtenidos a partir del dia 8 de crecimiento se trataron con una solucion de
nitrato de plata (AgNO3) ajustada a un pH de 9.0 e incubada a 144 h. Se evaluaron
tres temperaturas de incubacién (T=25, 30y 35 °C).

6.4.1. Sintesis intracelular de nanoparticulas de plata a partir del hongo de
pudricién blanca de la madera hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Para obtener mas informacion sobre la sintesis intracelular de las nanoparticulas de
plata (AgNPs), se realiz6 un analisis de la muestra del micelio fungico que reaccion6
con nitrato de plata (AgNO3s) mediante el uso de microscopia electronica de barrido
(SEM). La micrografia SEM (Figura 16) muestra AgNPs sobre la superficie del
micelio. Se observaron algunas particulas mas pequefias que tienen formas
esféricas, asi como algunas otras formas irregulares con un tamafio aproximado de
60 a 200 nm con poco agrupamiento cuando el micelio reaccion6 con la solucién
AgNOs 1 mM incubada a 35 °C y con bastante aglomeracion cuando se trabajo la
solucion a 30 °C. Este resultado indicé que el proceso de reducciéon se dio en la
superficie del micelio.

Para una mejor comprensiéon del proceso de reduccion intracelular, se realizaron
mediciones adicionales de SEM tomando como referencia una muestra control sin
reaccionar con el AgNOs (Figura 15). En la micrografia SEM del control se puede
observar que los espacios intersticiales fueron cubiertos por depdsitos de
sustancias extracelulares. Por el contrario, el micelio fungico que recibié tratamiento
con AgNOs se ensancho y presento espacios vacios intermedios (Figura 16.b y
16.c). Partiendo de ello, bajo estas imagenes se puede inferir que los iones Ag* son
adsorbidos en la superficie del micelio, posiblemente a través de la interaccion
electrostatica entre Ag* y los grupos funcionales cargados negativamente que se
encuentran sobre la pared celular de los micelios. Posteriormente, los iones de plata
se reducen gracias a complejos proteicos presentes en la pared celular, lo cual
conduce a la formacion de nucleos de plata. En estas condiciones mas regiones de
nucleacion se forman debido a la disponibilidad de iones OH- (pH 9.0) que ayudan
a prevenir que los agregados se formen a través de la absorcién de nanocristales.

Con respecto a la temperatura, se observé poca acumulacion de AgNPs sobre la
superficie del micelio cuando la temperatura de incubacion aument6 debido a la
desnaturalizacion de las proteinas, este proceso pudo haber ocasionado
variaciones en la nucleacion de las especies Ag* y haber afectado el aumento de
tamafo de estas. Se pudo evidenciar a una (T=25 °C) que el micelio no se ensancho
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y la sintesis se vio reducida (Figura 16.a). Estos resultados sugieren que la
temperatura de incubacion afecto la sintesis intracelular. Con esta comparacion se
pudo determinar que al ser mas inméviles los micelios tratados, estos son capaces
de captar mas iones Ag* que otras sustancias celulares externas que se distribuyen
en el espacio intersticial, reduciendo asi la mayor parte de Ag* in situ a Ag°. El
espectro de dispersion de energia de rayos X (EDS) revel6 sintesis de AgNPs,
debido a la presencia un pico a aproximadamente 3 keV que corresponde a la
formacién de plata pura [140] (Figura 17), indicando que temperaturas entre 30 °C
y 35 °C son ideales para que se lleve a cabo el proceso de reduccion intracelular a
partir del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp. Estos hallazgos estan en
concordancia con lo reportado por Nadanathangam et al., Sastry et al., Osorio et al,
Sanghi y Verma confirmando que en primera instancia las AgNPs se forman en la
superficie del micelio y no en la solucion [87], [131], [141], [142].

20kV  X20,000 . 20kV  X20,000 1pm

Figura 15. Micrografias electronicas de barrido del hongo anamorfo R1 de
Bjerkandera sp. Micelio fungico con una solucion ajustada a pH 9.0. Sin ningun
tratamiento.
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20kV  X20,000 1pm 20kV  X20,000 1pm

Figura 16. Micrografias electronicas de barrido del hongo anamorfo R1 de
Bjerkandera sp. Micelio fungico tratado con una solucién ajustada a pH 9.0 que
recibio tratamiento con nitrato de plata (AgNO3) a) micelio incubado a 30 °C, b)

micelio incubado a 30 °C y c¢) micelio incubado a 35 °C.

58



Spectrum 1]

Ag

[l
l| ] | 8 Ay

{ 2 " 8 0 12| o 2 ¢ & B 19 12
l Scale 1110 cis Cursor: 12153 (S cts) eV Ful Scele 785 els Cursor 12153 (8 c29)

Figura 17. Espectro EDS para las AgNPs visualizadas en el micelio fungico que
se incub6 en una solucion con AgNOs 1mM ajustada a pH 9.0. Tiempo de
incubacion 144 h a temperatura de a) 30 °C y b) 35 °C.

6.4.2. Sintesis extracelular de nanoparticulas de plata a partir del hongo de
pudricion blanca de la madera hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Para confirmar mas a fondo que ciertos residuos proteicos o biomoléculas son los
responsables de la sintesis y posterior estabilizacion de nanoparticulas de plata
(AgNPs), las muestras de Ag* en contacto con el micelio fungico se examinaron
utilizando espectroscopia Uv-vis, espectroscopia de transmision de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de transmision (TEM) y
espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS).

La figura 18 muestra la solucién que contenia la biomasa fungica después de la
exposicion con una solucion de AQNO3s 1 mM a una temperatura de 25,30y 35°C
y pH 9.0 durante 144 h de incubacién. La formacion de AgNPs se demostrd
claramente por el cambio de color de la solucidn de transparente a amarillo —marrén
para una temperatura de incubacion de 30 y 35 °C. Este cambio de color elucido la
presencia de AgNPs debido a la excitacién de las superficies de plasmon [119],
[129]. En este experimento, se observd que la solucion acuosa contenia AgNPs,
caracterizadas por un color marrén-rojo intenso. Esto demostré que la reduccion de
los iones Ag+ se llevo a cabo extracelularmente debido a los sedimentos liberados
durante el proceso de agitacion.

La reduccion de los iones de Ag+ que se encontraban en la solucién una vez fue
expuesta la biomasa fungica se monitorizd6 mediante espectroscopia Uv-vis (Figura
19). Se encontré que la banda de resonancia de plasmon superficial (SPR) estaba
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centrada a 450 nm trabajando una temperatura de incubacién de 30 y 35 °C
respectivamente, lo que corresponde a la formacién de AgNPs [87]. No se observé
una banda SPR cuando la reaccién con el micelio se llevé a cabo a 25 °C. Para este
proceso de sintesis extracelular, se realiz6 un disefio de bloques aleatorizados. A
partir de este disefio de experimentos se quiso demostrar que tan dependiente es
el proceso de sintesis de la temperatura de incubacion, para este caso se tomo
como variable de respuesta el area bajo la curva de los espectros obtenidos de las
mezclas SN debido a que es la variable mas cercana que se puede correlacionar
con la banda de absorcion caracteristica de plata [107]

i 2 .
b »

Figura 18. Biosintesis de AgNPs en la mezcla SN ajustada a pH 9.0. Formacion
de nanoparticulas de plata a las 144 h de reaccion para diferentes temperaturas
de incubacion.

En la tabla 5 se presenta el ANOVA para un tiempo de incubacion de 144 h 'y pH
9.0 para las diferentes temperaturas evaluadas; de acuerdo con los valores logrados
(p =0.05) con un nivel de confianza del 95% se pudo establecer que la sintesis de
AgNPs se vio influenciada por la temperatura a la cual la reaccion se llevé a cabo.

Tabla 5. Analisis de varianza para la variable area bajo la curva. Mezcla SN. pH
9.0. tiempo de Incubacién 144 h.

Fuente Sumade |Gl |Cuadrado |Razén-F |Valor-P
Cuadrado Medio
s

Entre 15662.2 2 |7831.09 216.56 0.0000

grupos

Intra 216.971 6 |36.1618

grupos

Total 15879.2 8

(Corr.)
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Mediante este analisis se determin6é que la reduccion del ion Ag* se pudo haber
dado gracias a la liberacion de los sedimentos del micelio al momento de la agitacion
y se sugiere que la temperatura a la cual se lleva la reaccion juega un papel
importante en el proceso de sintesis extracelular. Se pudo establecer en este
analisis que trabajar a temperaturas entre 30 °C y 35 °C podria facilitar aun mas la
secrecion de ciertas biomoléculas o residuos de proteina sobre la superficie del
micelio, lo que conduce a la liberacién de estas en la solucion que contiene Ag*.
Este tipo de biomoléculas pueden jugar un papel determinante al momento de la
reduccion y a su vez pueden ser agentes estabilizadores de las AgNPs sintetizadas.
La validacion de los supuestos del modelo se presenta en el Anexo 6.

Las caracteristicas electronicas de las AgQNPs son notablemente sensibles y pueden
influir en su forma y tamano, dichos cambios se pueden observar en el patron de
espectro visible. El aumento del ancho de banda de la SPR esta estrictamente
relacionado con la disminucion de las dimensiones de las particulas como resultado
de la induccion de dispersion de electrones en la superficie [140] . En este proceso
extracelular se observd que no hubo cambio de resonancia trabajando a
temperaturas de 30 y 35 °C, esto puede ser informacion importante para la
caracterizacion de las nanoparticulas. La presencia de una sola banda a 450 nm
(Figura 19) donde se detectd la maxima absorbancia muestra que las AgNPs
pueden tener morfologia esférica y que la cantidad de ellas pudo haber aumentado
con el incremento de la temperatura. Este resultado concuerda con los resultados
reportados por Liang et al. y Seetharaman et al., donde se sugiere que la eficacia
de la sintesis extracelular a partir de hongos esta estrechamente relacionada con el
aumento de la temperatura al momento de la incubacion [83], [143]. Teniendo en
cuenta que dentro de la mezcla SN hubo un desplazamiento hacia la derecha
(desplazamiento rojo) en la longitud de onda maxima en el pico SPR (450 nm)
(Figura 19) con respecto a la mezcla CS (400 nm) (Figura 8.c), y disminuyé
considerablemente la absorbancia se puede inferir el incremento del tamafio de
AgNPs, asi como una menor concentracion de ellas dentro de la solucion [122],
[126], [127]. También es importante mencionar que la naturaleza y las
caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas pueden detectarse también
desde el pico de SPR. En este experimento como solo se presentd una unica banda
SPR en los espectros de absorcion, se pudo decir que dentro de la mezcla SN se
formaron nanoparticulas esféricas y uniformes. Estos resultados concuerdan con
los reportes hechos por Zhang y Yang y Pirtarighat et al., donde se infiere que el
numero de picos SPR se desarrolla a medida que aumenta la anisotropia [144],
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[145]. Por lo tanto, se concluye que las AgNPs biosintetizados a partir de este hongo
son de forma esférica.

La ausencia de una banda de absorcién caracteristica a 25 °C sugiere que a bajas
temperaturas, la energia cinética de las moléculas pudo haber disminuido
notablemente y pudo haber desencadenado la disminucion del consumo de los
iones de plata [120], este proceso implica que bajo esta temperatura posiblemente
era necesario el aumento del tiempo de incubacién para que se alcanzaran buenas
condiciones de sintesis.

rbancia

Figura 19. Espectros Uv-vis para AgNPs sintetizadas utilizando la mezcla SN
ajustada a pH 9.0 en donde reacciono6 el micelio del anamorfo R1 de Bjerkandera
sp para una temperatura de incubacion de T25°C (), T30°C (-)y T 35 °C ().

Se realiz6 andlisis TEM para determinar la relacion de la banda SPR obtenidas a
partir de los espectros con la morfologia y el tamafio de las AgNPs. En las
micrografias TEM (Figura 20) se puede observar particulas en un rango entre 10 y
50 nm. Mediante estas imagenes se pudo comprobar que la morfologia de las
AgNPs sintetizadas jug6 un papel determinante en funcion de la SPR adscrita a los
espectros. A través de las micrografias obtenidas para una temperatura de
incubacion de 30 y 35 °C se verific6 una buena disposicion de AgNPs cuasi-
esféricas con poca aglomeracion (Figura 20.b y 20.c), en cambio trabajando a 25
°C se observo que el proceso de sintesis fue lento y dejéo menos posibilidades para
la disminucion del tamafio de particula, ademas se encontré que las nanoparticulas
obtenidas en su mayoria presentaron una morfologia anisotrépica (Figura 20.a).
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Figura 20. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) imagenes de
nanoparticulas de plata sintetizados en las mezclas SN ajustadas a pH 9.0 del
hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp. Tiempo de incubacién 144 h a
temperatura de a) 25 °C, b) 30 °Cyc) 35 °C
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El andlisis EDS acoplado al TEM, determind si las muestras correspondian a plata.
El pico de absorcion optica se presentd aproximadamente a 3kev, lo que es tipico
para la absorcion de nanocristales de plata metalicos debido a la resonancia de la
superficie del plasmon, lo que confirma la presencia de plata elemental a tamafio
nanométrico [83] (Figura 21). El espectro arroj6 también, picos de oxigeno y
carbono, estos picos prominentes se originaron debido a la presencia de
biomoléculas, que posiblemente cumplieron un papel de recubrimiento y
estabilizacion de las AgNPs tal y como lo reportaron en sus investigaciones Choong
et al. [146], Saravanan et al. [86], Balakumaran et al. [147] y Seetharaman et al [83].

Figura 21. Espectro EDS para las AgNPs visualizadas en la mezcla SN ajustadas
a pH 9.0 del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp. Tiempo de incubacion 144 h
a temperatura de a) 25 °C, b) 30 °C y c¢) 35 °C.

Por otra parte, se utilizd el analisis de dispersion dinamica de la luz (DLS) para
determinar la distribucion, el tamano hidrodinamico y el indice de polidispersidad de
las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas a partir del hongo anamorfo R1 de
Bjerkandera sp en la suspensioén coloidal SN que fue ajustada a pH 9.0 y se incubo
a 30y 35°C. Enlas figuras 22.ay 22.b se muestra la caracterizacion completa de
la frecuencia de tamafio de las AgNPs en funcién del nimero de particulas. Se
puede observar que la cantidad de particulas de mayor tamafo fue tan pequefia
gue no se alcanza a apreciar muy bien en el gréafico, es decir, las particulas de
menor tamafo son predominantes trabajando en estas condiciones. Para este
experimento se obtuvo un rango de distribucion de tamafios de AgNPs sintetizadas
entre 0 y 70 nm para ambas temperaturas de incubacion. La mayor cantidad de
AgNPs se encontrd, en promedio, para tamafios cercanos que comprendieron los
40 y 50 nm. El valor del indice de dispersiéon (PDI) de las nanoparticulas de plata
fue de 0.180 para una T = 30°C y 0.207 para T=35°C. El valor PDI "0" representa
una distribucidén monodispersa, mientras que el valor "1" representa una distribucion
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polidispersa [148]. Mediante este analisis se pudo establecer que las AgNPs
preparadas presentaron una alta monodispersidad y que bajo estas condiciones
alcalinas la tasa de crecimiento de las AgNPs pudo haber disminuido con el
incremento de la tasa de nucleacion (Figura 20.a., 20.b y 20.c) [122], [148], [149].

uencia (%)

Frec

yistribucidon de frecuencia de tamafios de AgNPs (nm)

cuencla (!

9N

Figura 22. Distribucion de frecuencia de tamafios de AgNPs sintetizados en las
mezclas SN ajustadas a pH 9.0 del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp.
Tiempo de incubacion 144 h a temperatura a) 30 °C y b) 35 °C

Otra forma mediante la cual se pudo confirmar la reduccion a plata elemental fue a
través la insercion del patron de area seleccionada de difraccion de electrones
acoplado al TEM (SAED) (Figura 23) el cual indico para una temperatura de
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incubacion de 25 y 35 °C la formacion de plata policristalina de acuerdo con los
planos (111), (200), (220) y (311) encontrados. Estos patrones muestran reflexiones
caracteristicas del cristal de plata fcc (cubica centrada en las caras) [143]. Estos
resultados arrojaron que efectivamente se sintetizd AgNPs, segun lo reporta Syed
et al. en su investigacion [129].

1/nm

100 1/nm

Operator: UdeA

Total magnification: 0.49kx

100

Figura 23. Visualizacion del patron SAED de la mezcla SN ajustadas a pH 9.0
gue contiene AgNPs sintetizadas a partir del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera
sp. Tiempo de incubacion 144 h a temperatura de a) 25 °C y b) 35 °C.

Por ultimo en este experimento, se realiz6 analisis FTIR para confirmar que dentro
de este proceso extracelular ciertos compuestos biolégicos que se encontraban
sobre la superficie del micelio estuvieron estrechamente relacionados en el
recubrimiento y estabilizacién de las AgNPs, asi como del proceso de reduccion,
una vez fueron liberados a la solucion que contenia Ag*. Se realizaron estos
ensayos estipulando la mejor correlacién entre los procesos de sintesis, que fueron
validados mediante espectroscopia Uv-Vis (banda SPR) y TEM (Tamafio y
morfologia). En este proceso se analizaron las muestras correspondientes a una
temperatura de 30y 35 °C.

Los datos que se obtuvieron de acuerdo a la figura 24 a. y 24 b. muestran que la
presencia de bandas amida | dentro de este proceso extracelular trabajando a
temperaturas de 30 y 35 °C, asi como se reporté con respecto a las mezclas CS,
surgieron debido al estiramiento de carbonilo y las vibraciones de estiramiento N-H
en el enlace amida de la proteina, asi como la presencia de polifenoles. A través de
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estos resultados se verifico que, dentro del proceso intracelular, grupos funcionales
fuertes como lo son el carbonilo, presentes en las sustancias extracelulares de los
intersticios del micelio, actuaron como agentes adsorbentes; este proceso dio a
entender que estos grupos funcionales pudieron adsorber ain mas las particulas
ubicadas en la superficie, lo que provoco el recubrimiento de estas nanoparticulas
(Figura 20). A partir de estos FTIR se pudo constatar que este tipo de residuos
proteicos tuvieron un efecto significativo sobre la dispersion de las AgNPs obtenidas
y que bajo condiciones de pHs altos, los potenciales de carga superficiales de las
AgNPs aumentaron y ayudaron a mantener la repulsion entre ellas (Figura 20) [122],
[148] .
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Figura 24. FTIR de la mezcla SN a pH 9.0 obtenida a partir del hongo anamorfo
R1 de Bjerkandera sp incubada a una temperatura de a) 30 °C y b) 35 °C.
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6.5. Apositos de quitosano/carboximetilcelulosa suplementados con
nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del hongo de pudricién
blanca de la madera anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Para la fabricacion de los apositos de quitosano (CS) y carboximetilcelulosa (CMC)
suplementados con nanoparticulas de plata (CS-CMC-AgNPs) se utilizaron las
mejores condiciones de sintesis. Estableciendo que para pHs altos y temperaturas
elevadas se obtuvieron los mejores resultados, se fabricaron apdsitos con muestras
previamente purificadas y filtradas de las mezclas CS ajustada a pH 9.0 e incubada
a 35 °C, como también con muestras previamente tratadas de la mezcla SN, bajo
las mismas condiciones citadas anteriormente. Para los dos tipos de suspensiones
coloidales que tenian AgNPs se emple6 un tiempo de incubacion de 144 h para la
obtencion de estas, en este tiempo se obtuvieron los picos mas altos de la banda
de absorcion caracteristica de plata, lo que indicé formacién de un nimero mas
elevado de AgNPs como se reporto en la figura 8 c. y en la figura 19.

En primera instancia se realizdé un proceso de estandarizacion que nos permitiera
observar bajo que concentracion de CMC y de glicerina se obtenian las biopeliculas
con propiedades organolépticas adecuadas. En la figura 25 se puede observar que
las biopeliculas de CS-CMC fabricadas se tornaron de un color transparente
grisaceo brillante. No se observé cambios en la coloracion una vez se adicionaron
las distintas muestras de AgNPs. En cuanto al grosor de la pelicula, se pudo notar
que

ese pequefio incremento en la concentracion de CMC al momento de la fabricacion
hicieron que fueran mas gruesas, lo que posiblemente se pudo haber dado debido
al mayor contenido de sélidos dentro de la pelicula. Estos resultados arrojaron
biopeliculas con propiedades organolépticas adecuadas (Figura 25) y se observo
gue tanto la concentracion de CMC (1.2%) y el porcentaje menor de glicerina no
afectaron caracteristicas de la matriz de CS. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Salari et al., Wong y Ramli los cuales sugieren que mayores
concentraciones de CMC pueden llegar a mejorar las propiedades morfologicas y
mecanicas de las biopeliculas fabricadas [99], [108].
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Figura 25. Peliculas de CS-CMC a) sin presencia de AgNPs; b) con presencia de
AgNPs. Mezcla CS y c) con presencia de AgNPs. Mezcla SN. Tiempo de secado
72h.

6.5.1. Caracterizacion de los apoésitos de quitosano/carboximetilcelulosa
suplementados con nanoparticulas de plata

En un ensayo preliminar, se analizaron las muestras por microscopia convencional
a aumentos de 40x, con respecto a las peliculas control de quitosano-
carboximetilcelulosa (CS-CMC) y a aquellas que contenian AgNPs (CS-CMC-
AgNPs) previamente tratadas y purificadas de las mezclas CS y SN.

En primera instancia se observo en la muestra control (Figura 26.a) la formacién de
estructuras superficiales homogéneas con una integridad estructural compacta,
mostrando en algunas porciones de la biopelicula un ensamble superpuesto en una
sola direccién. Con respecto a las biopeliculas que contenian 1% v/v de la
suspension coloidal de AgNPs se observé para ambas mezclas (CS y SN) la
formacién de estructuras superficiales heterogéneas con una integridad semi-
compacta y porosa, en donde se encontraban embebidas las AgNPs, con pequeiias
porciones superpuestas en distintas direcciones (Figura 26. by c.).
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Figura 26. Imagenes del microscopio de las peliculas de CS-CMC a) sin presencia
de AgNPs; b) con presencia de AgNPs. Mezcla CS y c) con presencia de AgNPs.
Mezcla SN. Tiempo de secado 72 h.

Con respecto a las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido
(SEM) se puede observar que la pelicula de CS-CMC tenia una superficie uniforme
y lisa (Figura 27.a). Las peliculas que contienen AgNPs mostraron una estructura
homogénea y densa con nanocristales o nanoparticulas uniformemente dispersas
sobre la superficie de la pelicula CS-CMC en un tamafio comprendido entre 60 y
200 nm (Figura 27.b y 27.c), lo que confirmé una buena interaccion de las AgNPs
con la matriz polimérica. Fouda et al. describieron en su investigacion que AgNPs
obtenidas a partir de extractos de miel de abeja se distribuyeron uniformemente
sobre la superficie de la biopelicula, formando pequefias agrupaciones insulares,
describieron que este fendbmeno se pudo haber presentado debido a que algunas
de estas particulas sintetizadas estan recubiertas por polisacéridos y proteinas, por
lo tanto se cred una barrera fisica que impidio6 la difusidén de la plata a través de las
solucion, en este caso de carragenina formando pequefias aglomeraciones [91]. En
este caso se vio reflejado el mismo efecto (Figura 27.b y 27.c). Los espectros FTIR
de las AgNPs sintetizadas en la mezcla CS (Figura 12) y SN (Figura 24.b) a partir
del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp en esta investigacion dieron a entender
que estas particulas se encontraban recubiertas por residuos proteicos distribuidos
en la superficie del micelio o por grupos carbonilo adsorbentes remanentes en los
espacios intersticiales del micelio fungico, esto probablemente cre6 una barrea
fisica que impidi6 la difusion de AgNPs una vez se prepar6 la pelicula CS-CMC.

Diversos autores han reportado buenas propiedades fisico quimicas de apdsitos
cuando se utilizan matrices poliméricas de CS-CMC [76]. Estos resultados
anteriormente descritos arrojaron que las AgNPs provocaron cambios en la
morfologia de las peliculas haciendo la superficie mas porosa y rugosa (Figura 26.b
y 26.c). Este comportamiento reflejado puede ser un indicio muy importante en
cuanto a la aplicacién de las peliculas de CS-CMC-AgNPs obtenidas, debido a que
estas caracteristicas morfolégicas podrian ayudar a absorber los exudados de la
herida e incrementaria el intercambio de oxigeno sobre la superficie de esta [150].
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Figura 27. Imagenes de microscopio SEM de las peliculas de CS-CMC a) sin
presencia de AgNPs; b) con presencia de AgNPs. Mezcla CS y ¢) con presencia
de AgNPs. Mezcla SN con su respectivo analisis composicional. Tiempo de

secado 72 h.
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6.5.1.1. Ensayos antimicrobianos

Las propiedades antibacterianas de las soluciones formadoras de pelicula de
quitosano y carboximetilcelulosa (CS-CMC), asi como las que tenian nanoparticulas
de plata (CS-CMC-AgNPs) se evaluaron frente a el patdgeno Escherichia coli (E.
coli) a través del ensayo de difusion en disco de agar. Las soluciones formadoras
que contenian AgNPs obtenidas a partir de la biorreduccion de iones de plata en el
sobrenadante del cultivo (mezcla CS) se rotularon CS_1 y CS_2. Las soluciones
formadoras que contenian AgNPs a partir de la biorreduccion de iones de plata
provenientes del sedimento de micelio- pellet (Mezcla SN-sintesis extracelular) se
rotularon SN_1y SN_2.

Estos ensayos revelaron que las soluciones formadoras de pelicula (CS-CMC-
AgNPs) inhibian el crecimiento mostrando una pronunciada actividad
antimicrobiana frente a este patdégeno (Tabla 6). La pelicula compuesta solo de los
biopolimeros sin la adicion de la solucién de AgNPs mostré una zona de inhibicion,
pero alrededor de los 3 halos evaluados se formaron esporas, por lo cual se pudo
decir que hubo poca o casi ninguna actividad inhibidora frente al patégeno Gram
negativa E. coli (Tabla 6) (Figura 28.e). Estos resultados reflejaron en otras
palabras, que la inefectividad antimicrobiana de las soluciones formadoras CS-CMC
fue dependiente de la concentracion de CMC vy sugiere que la actividad
antimicrobiana puede existir solo debido a la matriz de CS. Bajo estas condiciones
los efectos antimicrobianos del CS decayeron notablemente debido que el CMC
inhibié las interacciones entre los grupos amino proténicos del CS y los
componentes anionico de la bacteria E. coli [151].

Tabla 6. Valores promedio del experimento de inhibicién bacteriana realizado
empleando la bacteria E. coli.

Diametro Zona de inhibicién diametro (mm)

inicial

(mm)
Organismo Muestra Muestra Muestra Muestra Control
Escherichia Cs 1 Cs 2 SN_1 SN_2
coli 12 1 329+2.2 303+2 31+49 27.1+27 | ND

La accién bactericida de los AgNPs ha sido ampliamente estudiada y segun diversas
investigaciones puede ejercerse a través de diferentes mecanismos. El mecanismo
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principal mas aceptado deriva de la capacidad del complejo AgNPs para inducir la
generacion de especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo [80]. En cuanto a
los resultados hallados y observando que estas peliculas suplementadas con
AgNPs inhibieron en gran medida el crecimiento de E. Coli (Figura 28.a, 28.b, 28.c
y 28.d), se pudo decir que el tamafio de AgNPs jugd un papel importante dentro de
la mezcla una vez fue preparada la pelicula. Como se report6 anteriormente, debido
a el tamafio tan pequefio obtenido de AgNPs (10-50 nm), es mas facil que estas
puedan difundirse a través de la membrana microbiana, aumentando en gran
medida la permeabilidad de las células. En este ensayo la actividad antimicrobiana
de las AgNPs contra esta bacteria estuvo relacionada en primera instancia, entre la
interaccion de iones de plata cargados positivamente con los acidos nucleicos
cargados negativamente y algunos componentes bio-macromoleculares (residuos
proteicos que actuaron como agentes estabilizantes y de recubrimiento de AgNPs).
Estas interacciones  posiblemente  causaron cambios  estructurales,
desnaturalizacién de proteinas y deformacién en la pared celular de la E. coli lisando
la célula y provocando la muerte [152], [153].

Para validar los resultados anteriormente descritos se quiso demostrar el efecto que
tiene las diferentes soluciones de CS-CMC-AgNPs sobre el crecimiento de la
bacteria. En la tabla 7 se presenta el andlisis Anova para la variable respuesta halo
de inhibicion. De acuerdo con los valores logrados (p <0.05) con un nivel de
confianza del 95% se pudo establecer que hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre los halos de inhibicion hallados entre cada uno de los niveles
evaluados (diferentes mezclas CS y SN que contenian AgNPs), en cuanto a ello, la
prueba de multiples rangos arrojo que para las diferentes muestras evaluadas solo
se encontraron diferencias significativas cuando las peliculas de CS-CMC fueron
impregnadas con AgNPs provenientes de la mezcla CS1y SN2

Tabla 7. Andlisis de varianza para la variable Halo de Inhibiciébn. Ensayo
antimicrobiano de los apaositos de CS-CMC-AgNPs fabricadas

Fuente Sumade Gl [Cuadrado Razén-F |valor-P
Cuadrados Medio

Entre 118.964 3 |[39.6548 3.95 0.0202

grupos

Intra 241.143 24 110.0476

grupos

Total 360.107 27

(Corr.)
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Con respecto a estos resultados se pudo confirmar que efectivamente las AgNPs
sintetizadas en el medio del cultivo y las AgNPs obtenidas a partir de los sedimentos
liberados por el hongo una vez reaccionan con la solucion AgNO3 1mM tienen un
excelente poder antimicrobiano. Estos resultados soportan lo reportado por algunos
investigadores, como Salari et al., Hajji et al. y Zheng et al. y confirma que dado que
la capa tridimensional de peptidoglicano (~7—8 nm) de E. Coli es tan delgada facilita
aun mas la penetracion de las de las AgNPs en el interior del citoplasma,
incrementado la interaccion con la superficie de la bacteria y especificamente con
la captura de los iones de plata liberados [108], [152], [154]. En el Anexo 7 se
encuentra la tabla de la prueba de mdultiples rangos para halo de inhibicion y la
validacion de los supuestos del modelo.
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Figura 28. Apariencia de las zonas de inhibicién en placas de agar nutritivo. Se
muestra la actividad antimicrobiana de a) peliculas de CS-CMC-AgNPs CS 1, b)
peliculas de CS-CMC-AgNPs _CS_2, c¢) peliculas de CS-CMC-AgNPs SN _1, d)
peliculas de CS-CMC-AgNPs SN_2y e) peliculas de CS-CMC, contra la bacteria

Gram negativa E. coli.

6.5.1.2. Evaluacién de las propiedades de mecénicas de los apositos de
quitosano/carboximetilcelulosa suplementados con nanoparticulas
de plata

Las propiedades de traccion son también un criterio de evaluacion importante para
el aposito de heridas. En este documento, las propiedades de traccion de las
muestras de quitosano y carboximetilcelulosa (CS-CMC) asi como las que tenian
nanoparticulas de plata (CS-CMC-AgNPs) se midieron mediante una maquina de
prueba de material universal a una tasa de deformacion de 8 mm / min bajo
temperatura ambiente. La curva de tension-deformacion se muestra en la figura 29.
Las soluciones formadoras que contenian AgNPs obtenidas a partir de la
biorreduccion de iones de plata en el sobrenadante del cultivo (mezcla CS) se
rotularon CS. Las soluciones formadoras que contenian AgNPs a partir de la
biorreduccion de iones de plata provenientes del sedimento de micelio- pellet
(mezcla SN-sintesis extracelular) se rotularon SN.

Segun los datos obtenidos (Tabla 8-Figura 29) se establecio que la suplementacion
con AgNPs incremento la resistencia a la traccion (TS) y el modulo de elasticidad
(EM) de los apositos de CS-CMC. Un aumento de la concentracion de AgNPs
sintetizadas, por ejemplo, de la mezcla SN, aumentoé la TS de 3.27 MPa (control sin
AgNPs) a 9.77 MPa. Con respecto a las particulas sintetizadas a partir de la mezcla
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CS se observo el mismo comportamiento y la TS aumenté a 5.14 MPa. Con respecto
al EM se vio también un aumento pronunciado con respecto al control (Tabla 8).

El analisis Anova se presenta a continuacion (Tabla 9). No se detectd una diferencia
significativa entre cada nivel evaluado, sugiriendo que la resistencia a la traccion no
se vio afectada por la incorporacion de las AgNPs a la matriz polimérica. Con
respecto a la muestra CS-CMC, se pudo observar que la resistencia a la tracciéon
disminuy6 referente a las biopeliculas que tenian incorporadas AgNPs. Bao et al.,
en sus investigaciones encontraron buenos resultados de resistencia a la traccion
cuando hubo un entrecruzamiento entre ambos polimeros con respecto al hallado
en este trabajo [97]. Se sugiere que en este proceso la disminucion de la resistencia
a la traccion pudo haberse presentado debido al método de fabricacion empleado,
el tiempo de secado de las peliculas, las condiciones ambientales y en mayor
proporcion a la concentracion de CMC que se empled (1.2 %). La unién del polimero
CMC, considerando el tiempo de secado de las peliculas, pudo haber afectado la
integridad estructural de la matriz del polimero CS.

Tabla 8. Espesor de la pelicula, resistencia a la traccion (TS), elongacion maxima
y médulo elastico (EM) de peliculas fabricadas

Muestra Espesor Resistencia a la] M6dulo elongacion
pelicula (mm)| traccién (MPa) maxima (%)
e
elasticidad (MPa)
CS-CMC 0.115 +0.007 | 3.27 +0.94 11.7+0.7 25.8+5.7
CS-CMC- 0.07£0.014 514+ 154 104+ 0.7 46.8+ 4.6
AgNPs_CS
CS-CMC- 0.055+0.02 | 9.77 +3.77 13.2+4.9 50.8+0.1
AgNPs_SN

Tabla 9. Analisis de varianza para la variable resistencia a la traccion. Ensayo

pruebas mecanicas de los apdésitos de CS-CMC-AgNPs fabricadas

Fuente Sumade Gl [Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 44.845 2 22.4225 3.84 0.1487
Intra grupos 17.5003 3 5.83343
Total (Corr.) 62.3453 5
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Por otra parte, el porcentaje de elongacion de las muestras aumenté al adicionar
AgNPs y se observo que para todas las AgNPs sintetizadas a partir de ambas
mezclas hubo un incremento de hasta 1.7% con respecto al control (Tabla 8).
Diversos autores han propuesto que la presencia de nanoparticulas en la matriz de
quitosano crea una estructura compacta con continuidades aumentadas dentro de
la red de polisacéridos, lo que lleva a una disminucion en la elongacion a la rotura
[10], [155], [156]. En este proyecto el efecto de los AgNPs en la mejora de la
resistencia mecanica de las peliculas pudo deberse a la sustitucion parcial, en su
mayoria, del polimero CS por las nanoparticulas en la matriz de la pelicula [108].
Este comportamiento en conjunto con el refuerzo de la matriz CMC ocasion6 una
mejor interconexion particulas entre si para formar una estructura compacta, lo que
reforz6 alin mas las propiedades de traccién de la pelicula (Figura 29). Estos
resultados estuvieron en concordancia con lo reportado por Salari et al., ademas la
disminucién de espesor con respecto a la muestra control (CS-CMC) y las buenas
propiedades mecanicas halladas, sugieren que pudo haberse mejorado la
durabilidad de las peliculas fabricadas.

MPa

Esfuerzo |

Figura 29. Grafica de esfuerzo deformacion. Evaluacion de las propiedades
mecanicas de las peliculas fabricadas (—) CS-CMC-AgNPs _CS 1, (-) CS-CMC-
AgNPs _CS_2, () CS-CMC-AgNPs _SN_1, (-) CS-CMC-AgNPs _SN_2, (-)
Control CS-CMC

Por ultimo cabe resaltar, que segun la figura 29 las biopeliculas fabricadas tienen
un comportamiento viscoelastico lineal. Se encontré en este experimento, como lo
reportan Ghalei et al. que las propiedades mecanicas del apoésito fabricado estaban
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en los rangos de resistencia a la traccion reportados para piel que es de
aproximadamente 1-32 MPa [157]. Esto indic6 que este tipo e biopeliculas
suplementadas con AgNPs sintetizadas biolégicamente a partir del hongo de
pudricion blanca de la madera anamorfo R1 de Bjerkandera sp pueden considerarse
suficientemente adecuadas para aplicaciones de vendajes para heridas.

6.6. Ensayo de viabilidad celular de los apoésitos fabricados

La mitocondria es la fabrica de energia de las células, que juega un papel importante
en el crecimiento y proliferacion celular. Como medida de la viabilidad celular, la
actividad mitocondrial de las células Detroit (fibroblastos de piel humana) después
de la exposicion a apésitos de quitosano-carboximetilcelulosa impregnados con
nanoparticulas de plata (CS-CMC-AgNPs) durante 24 h se determiné utilizando el
ensayo MTT. Los apésitos tratados se rotularon como T35 SNy T35 CS.

Las células Detroit cultivadas con el extracto de los materiales a la maxima
concentracion (100%) mostraron porcentajes de viabilidad mayores al 98%,
comparable con lo observado en las células control no tratadas que presentaron
viabilidad del 100%. Por su parte, las células tratadas con dimetil sulfoxido (DMSO)
6% evidenciaron una clara disminucion en su viabilidad. (Tabla 10 y Figura 30). Los
resultados se expresaron como el porcentaje de viabilidad de las células cultivadas
con el extracto de los materiales vs células control sin tratamiento y células tratadas
con DMSO 6%. Los datos corresponden al valor promedio (X) + la desviacién
estandar un ensayo por duplicado.

Tabla 10. Porcentaje de viabilidad células Detroit para las diferentes muestras
tratadas

Tratamiento % Viabilidad células Detroit
Extracto de T35SN 100.8 £ 4.5

Extracto de T35 CS 99.6 £ 3.2

DMSO 6% 155+29

Control no tratado 100.0+ 2.2
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Extracto de T35 SN
W Extracto de T35CS
Control no tratado
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Células Detroit

Porcentaje de viabilidad

Figura 30. Porcentajes de viabilidad de las células Detroit cultivadas con los
extractos de los materiales a la maxima concentracion vs células control sin
ratamiento y células tratadas con DMSO 6% (control positivo de toxicidad).

La figura 31 muestra las imagenes obtenidas durante el cultivo de las células Detroit
con el extracto de los materiales a la maxima concentracion, las células control no
tratadas y las células tratadas con DMSO 6% (Control positivo de citotoxicidad). Se
observd que las células cultivadas con el extracto de los apositos de CS-CMC-
AgNPs y las células control sin tratamiento se encuentran viables, con la formacion
de una monocapa y de morfologia caracteristica. Varios parametros con respecto a
las AgNPs como el tamafio, la forma, el grado de aglomeracion, la composicién
quimica de la superficie, la carga, la concentracion y el tiempo de exposicién pueden
influir significativamente en la toxicidad del nanomaterial [158]. Con respecto a lo
hallado en esta investigacion, se sugiere que la baja o casi nula citotoxicidad de las
AgNPs sintetizadas a partir del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp frente a
fibroblastos de piel humana pudo ser gracias a los tamafios obtenidos, la morfologia,
la baja polidispersidad, la poca aglomeracién y en especial a los agentes de
recubrimiento, como residuos proteicos, que se forman dentro del proceso de
sintesis. Gracias a estos recubrimientos se pudieron tener particulas biocompatibles
con buenas propiedades antimicrobianas y en un futuro pueden considerarse como
una herramienta poderosa en el campo de la nanomedicina para la fabricacion de
nuevos apositos para heridas. Estos resultados hallados concuerdan, con el trabajo
realizado por Saravanan et al. quien reporto viabilidad celular elevada de AgNPs
sintetizadas a partir del hongo de pudricion blanca de la madera Phenerochaete
chrysosporium (MTCC787) cuando fueron evaluadas utilizando células de
fibroblastos de raton [86].
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Figura 31. Cultivo de células Detroit. a) Con peliculas CS-CMC-AgNPs_T35 SN,
b) Con el extracto con peliculas CS-CMC-AgNPs_T35_CS, c) Células control no
tratadasy d) Células cultivadas con DMSO al 6% (Control positivo de
citotoxicidad). Aumento 20 X. Microscopia convencional.

7. CONCLUSIONES

En este trabajo se describié un método de reduccion biologica para la sintesis de
nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando el hongo de pudricion blanca de la
madera anamorfo R1 de Bjerkandera sp. La caracterizacion mediante
espectroscopia Uv-vis, espectroscopia de transmisibn de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de barrido (SEM),
microscopia electrénica de transmision (TEM), dispersion de luz dinamica (DLS) y
espectroscopia de energia de dispersion de rayos X (EDS) confirmaron la reduccion
del ion Ag* en Ag ° empleando diversos métodos de sintesis.

En cuanto a la actividad de la nitrato reductasa (NR), la maxima tasa de sintesis de
esta se detectd durante el final de la fase estacionaria de crecimiento del hongoy a
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comienzos de la fase de muerte donde la totalidad del sustrato ya habia sido
consumido y exhibié su maximo nivel cuando el sobrenadante filtrado del dia 8 de
crecimiento del hongo de pudricion blanca de la madera anamorfo R1 de
Bjerkandera sp reaccion6 con KNOs (Sustrato de la enzima). La maxima cantidad
de enzima detectada fue de 5.87 x 1 E-03 (U/L) £ 0.0998 x1 E-03

Se evalud el efecto del pH y la temperatura sobre la sintesis de la enzima nitrato
reductasa (NR). Se pudo establecer que estos factores afectaron significativamente
la actividad catalitica de la enzima. Niveles altos en cuanto a la temperatura
incubacion de la solucién donde se sintetizé la NR (T=35°C) posiblemente influyeron
sobre algunos parametros de la reaccion, especificamente la ionizacién
dependiente del pH, provocando que a valores de pH altos se inactivara por
completo la enzima.

En relacién al proceso de sintesis mediante la biorreduccion de iones de plata
secretada en el sobrenadante del cultivo del hongo (mezcla CS), se pudo observar
en los espectros Uv-vis que hubo un efecto positivo cuando el proceso se llevé a
cabo a diferentes temperaturas, pero Unicamente cuando la solucion se ajusto a pH
de 9.0. Estos incrementos en la sintesis dieron a entender que los nucleofilos OH-
propiciaron un adecuado ambiente de adsorcion y de transferencia de electrones
para la reduccién de los iones de plata dentro de la mezcla. Se reporto la presencia
de una sola banda de resonancia de plasmon superficial (SPR) centrada a 400 nm
en todos los espectros. Este resultado correspondi6 a la produccion de
nanoparticulas isotropicas. Este proceso se comprobdé mediante TEM y se
encontraron AgNPs con morfologia esférica, con pocas aglomeraciones en un rango
de un tamafio aproximado entre 10-50 nm.

El grado de adsorcion de los iones Ag+ sobre la superficie del micelio fungico
(Muestra MP) no se vio afectado cuando la solucion en donde estaban sumergidos
los pellets (AgNO3 1mM) se ajusto a pH 9.0. La sintesis intracelular no arrojo buenos
resultados cuando la solucion se incubo a 25° C, por el contrario, fue incrementando
a medida que la temperatura alcanzo valores de 30 y 35° C respectivamente; siendo
esta ultima la mejor condicion hallada. Mediante SEM se observo una produccion
estable y uniformemente distribuidas de AQNPs en un tamafo entre 60 y 200 nm.

Se pudo corroborar mediante FTIR y en las micrografias TEM tomadas que los
residuos de proteinas o grupos funcionales quimicos que se encuentran en la
superficie del micelio se desprendieron mas facil y en mayor cantidad, cuando la
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solucion SN ajustada a pH de 9.0, se incub6 a temperaturas entre 30 y 35 °C. Los
espectros de absorcidon Uv-vis arrojaron una unica banda de resonancia de
superficie de plasmon (450 nm), sugiriendo que dentro de esta solucion se formaron
nanoparticulas esféricas y uniformes. Mediante DLS se pudo comprobar que bajo
estas condiciones agentes micromoleculares liberados redujeron Ag* en la solucién
de AgNOs en nanoparticulas Ag® con una baja polidispersidad produciendo un buen
tamafio de particula que oscilé entre 10-50 nm.

Los mayores niveles de produccion de AgNPs (Mezcla CS incubada a 35 °C y pH
ajustado a 9.0), no correspondieron con las mejores condiciones se sintesis de la
NR. Mediante FTIR se encontr6 que probablemente este proceso no es tan
dependiente de este tipo de enzima. Se realizO una estandarizacion a partir de
tirosina comercial y se encontré que esta clase de biomolécula presente en el filtrado
es responsable de la sintesis y la estabilizacion de las AgNPs. Este proceso
acoplado a protones se intensifico cuando la reaccién se llevo a altas temperaturas
(T=35°C) permitiendo una mayor capacidad de reduccién del ion de plata Ag*a Ag°.

Mediante microscopia convencional se corroboré que las AgNPs provocaron
cambios en la morfologia de las peliculas de quitosano-carboximetilcelulosa (CS-
CMC) convirtiendo la superficie porosa y rugosa. Las micrografias SEM mostraron
que las AgNPs se dispersaron uniformemente sobre la superficie del apdésito
formando aglomerados. Se observé que los conglomerados tenian AgNPs en un
rango de 60-200 nm con morfologia cuasi esférica. Esto indic6 que, sobre la
superficie de las peliculas, las AgNPs se estabilizaron debido a la capa proteica con
la cual estaban envueltas. Estas caracteristicas morfologicas muestran el potencial
biomédico de los apdsitos fabricados debido a que podrian ayudar a absorber los
exudados de la herida e incrementaria el intercambio de oxigeno sobre la superficie
de esta.

Se evaluo la actividad antimicrobiana contra la bacteria Gram negativa E. coli, las
propiedades mecanicas y la biocompatibilidad de las peliculas de CS-CMC-AgNPs.
Los resultados mostraron que las biopeliculas con presencia de estos
nanocompuestos exhibieron una fuerte actividad microbiana frente a este patdgeno,
una excelente viabilidad celular tratandose con fibroblastos de piel humana y
buenas propiedades mecénicas comparables con la resistencia a la traccion
reportada para el tejido de la piel. Estos hallazgos sugieren que este tipo de
biopeliculas tratadas con AgNPs sintetizadas a partir del hongo de pudricién blanca
de la madera anamorfo R1 de Bjerkandera sp tienen un alto potencial para ser
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aplicado como biomaterial en areas especificas de la biomedicina como la ingenieria
de tejidos.

8. RECOMENDACIONES

Emplear otros métodos para la caracterizacion de AgNPs, asi como para los
apositos preparados que permitan identificar otras propiedades mecénicas
sensibles del producto final. Entre estas técnicas de caracterizacion se pueden
mencionar el angulo de contacto y microscopia de fuerza atdbmica (AFM).

En el pais, se plantea como reto implementar tecnologias mas limpias para el
desarrollo de procesos biotecnolégicos y de nuevos biomateriales. Para consolidar
la reduccién de AgNPs empleando métodos biolégicos como alternativa, deben
realizarse futuras investigaciones para proporcionar un avance significativo en la
implementacion de nuevos mecanismos de extraccion de dichas particulas, debido
a las excelentes propiedades que pueden ofrecer.

9. ANEXOS

Anexo 1. Informacion general y supuestos del modelo de regresion lineal del disefio
de bloques aleatorizados para la validacién de la curva de calibracion de nitritos.
Variable respuesta Fluorescencia.

Tabla 11. Datos curva de calibracién nitritos

Concentracion Medida 1 Medida 2 Medida 3 Promedio

Nitritos (ug/L) (U.R.F) (U.R.F) (U.R.F) (U.R.F)
3 20633 24573 24339 23181
7 25359 26178 27463 26333
13 33612 35647 33384 34214
27 52274 48900 51257 50810
40 66428 65734 65970 66044
53 84000 85881 82487 84122
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Figura 32. Curva de calibracidén obtenida a partir de la cuantificacion de nitritos

empleando el método espectrofluorometrico con 2-3 diaminonaftaleno (DAN)

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable Fluorescencia. Cinética de

produccién enzimética.

Normalidad

Fuente Sumade Gl |Cuadrado Razén-F |Vvalor-P
Cuadrados Medio

Entre 1.77808E6 2 1889040. 0.00 0.9985

grupos

Intra 8.76125E9 15 [5.84084E8

grupos

Total 8.76303E9 17

(Corr.)

Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Normal
DMAS 0.204079
DMENOS 0.122272
DN 0.204079
Valor-P 0.449044
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Debido a que (p>0.05), se puede decir que los residuos provienen de una
distribucion normal con 95% de confianza.

Homocedasticidad.

Verificacion de Varianza El estadistico de Levene's evalla la hipoétesis de que la
desviacion estandar de la variable respuesta Fluorescencia dentro de cada uno de
los 3 niveles de la variable dependiente (Medicion Curva) es la misma. Debido a
que (p>0.05) se dice que no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza.

Prueba de Levene's

Prueba Valor-P

Levene's 0.0342065 |0.966447

Comparacioén Sigmal Sigmaz2 F-Ratio P-Valor
1/2 24968.1 24197.9 1.06467 0.9469
1/3 24968.1 23308.9 1.14744 0.8837
2/3 24197.9 23308.9 1.07774 0.9365
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Independencia. Permite observar auto correlacion entre los residuos. Los residuos
no presentan un comportamiento sistematico.

Grafico de residuos
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Anexo 2. Cinética de produccion enzimatica del sobrenadante filtrado con 0.1% de
KNOs del hongo ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp seguimiento en el
tiempo durante 144 h. Analisis de varianza y multiples rangos para un tiempo de
produccion de Nitrato reductasa de 120 h

) *1E-03

eductasa {U/1

Nitrato R

Figura 33. Cinética de produccion enzimatica del sobrenadante filtrado con 0.1%
de KNOs del hongo ligninolitico anamorfo R1 de Bjerkandera sp. Seguimiento en
el tiempo durante 144 h.
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Tabla 13. Analisis de varianza para la variable Produccion NR para un tiempo de

120h. Cinética de produccion enzimatica.

Fuente Sumade Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 5.89503E-9 3 [1.96501E-9 210.22 0.0000

grupos

Intra grupos |7.478E-11 8 [9.3475E-12

Total (Corr.) |5.96981E-9 11

Tabla 14. Analisis de multiples rangos (Tukey HSD) para la variable Produccién
NR para un tiempo de 120h. Cinética de produccion enzimatica.

Nivel |Casos|Media Grupos
Homogéneos
8 3 0.000057966 (X
7
2 3 0.000094733 | X
3
6 3 0.000111367 X
4 3 0.0001131 X

Anexo 3. Supuestos del modelo de regresion lineal del disefio de bloques
aleatorizados para la validacion de la cinética de produccion enzimatica. Variable
respuesta Produccion enzima NR. Supuestos para 96 y 120 h de produccién
enziméatica.

Normalidad

Prueba de Kolmogorov-Smirnov. a. 96 h. b. 120 h

96H Normal 120H Normal

DMAS 0.153354 DMAS 0.116586
DMENOS 0.15893 DMENOS 0.146946
DN 0.15893 DN 0.146946
Valor-P 0.922264 Valor-P 0.957869

Debido a que (p>0.05), se puede decir que los residuos provienen de una
distribucion normal con 95% de confianza.
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Homocedasticidad

Verificacion de Varianza El estadistico de Levene's evalla la hipoétesis de que la
desviacion estandar de la variable produccion de la enzima nitrato reductasa dentro
de cada uno de los 4 niveles de la variable dependiente (dias de la cinética) es la
misma. Debido a que (p>0.05) para ambos casos se dice que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un
nivel del 95.0% de confianza

Prueba de Levene's. a. 96 h. b. 120 h

120h Prueba Valor-P 96h Prueba Valor-P
Levene's 1.93147 0.203076 Levene's |0.508428 0.687403

Independencia. residuos para la validacion del modelo del disefio de la cinética de
produccion de nitrato reductasa. a. 96 h. b. 120 h. Permite observar auto correlacion
entre los residuos. Los residuos no presentan un comportamiento sistematico.

X 1.E-7
( 2% T T T T T T = (X L.E-7)
49

17h . . ]

RESIDUOS
RESIDUOS

Anexo 4. Supuestos del modelo de regresion lineal del disefio de superficie de
respuesta para la validacion de la sintesis de AgNPs. Variable respuesta area bajo
la curva. Supuestos para la solucion de reaccion a pHs (5.0,7.0 y 9.0), temperatura
de incubacion (25, 30 y 35°C). Tiempo de incubacion 144 h.
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Independenciay Homocedasticidad. Permite observar auto correlacion entre
los residuos. Los residuos no presentan un comportamiento sistematico.

RESIDUOS
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©
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Normalidad

Prueba de Kolmogorov-Smirnov. Sintesis de AgNPs. Muestra CS.

Normal
DMAS 0.129491
DMENOS 0.153259
DN 0.153259
Valor-P 0.550078

Debido a que (p>0.05), se puede decir que los residuos provienen de una
distribucion normal con 95% de confianza.

Anexo 5. Curva de calibracion tirosina. Validacion Mecanismo de sintesis a partir
del hongo anamorfo R1 de Bjerkandera sp

Tabla 15. Datos curva de calibracién Tirosina obtenidos a partir de espectroscopia
Uv-vis.

Concentracién Medida Medida Medida Promedio
Tirosina g/L 1 2 3
0.35 2.1 2.1 2.1 2.1
0.32 1.9 1.9 1.9 1.9
0.25 1.6 1.6 1.6 1.6
0.2 1.3 1.3 1.3 1.3
0.15 0.9 0.9 1.0 0.9
0.1 0.6 0.6 0.6 0.6

89



2.50

2.00

1.50

1.00

Absorbancia

0.50

0.00
0.08 0.13 0.18 0.23 0.28 0.33 0.38

Concentracion g/L

Figura 34. Curva de calibracidén obtenida para cuantificar la concentracion de
Tirosina a pH 9.0.

Anexo 6. Supuestos del modelo de regresion lineal del disefio de bloques
aleatorizados para la validacion de la temperatura como factor que influye en la
sintesis extracelular de AgNPs en la mezcla SN. Variable respuesta area bajo la
curva. Supuestos para la solucién de reaccion a pH 9.0. Tiempo de incubacién 144
h.

Independencia

Permite observar auto correlacion entre los residuos. Los residuos no presentan un
comportamiento sistematico
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Homocedasticidad.
Verificacion de Varianza. Debido a que (p>0.05) se dice que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un

nivel del 95.0% de confianza.

Prueba de Levene's

Prueba |Valor-P
Levene's (4.49038 (0.0642471

Normalidad.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Normal

DMAS 0.197708
DMENOS |0.216291
DN 0.216291
Valor-P 0.793756

Debido a que (p>0.05), se puede decir que los residuos provienen de una
distribucion normal con 95% de confianza.

Anexo 7. Experimento y Supuestos del modelo de regresion lineal del disefio de
blogues aleatorizados para comprobar el efecto antimicrobiano de las peliculas
CS-CMC-AgNPs. Variable respuesta. Halo de inhibicién.

Tabla 16. Analisis de multiples rangos (Tukey HSD) para la variable halo de
inhibicién. Ensayo antimicrobiano de los apdsitos de CS-CMC-AgNPs fabricadas

Nivel |[Casos|Media |Grupos
Homogéneos

SN2 (7 27.1429 |X

cs2 |7 30.2857 (X X

SN1 |7 31.0 XX

Cs1 |7 328571 | X
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Independencia

Permite observar auto correlacion entre los residuos. Los residuos no presentan un
comportamiento sistematico

Gréfico de Dispersion

L L L L L L
-5 -2 1 4 7 10
RESIDUOS

Homocedasticidad.

Verificacion de Varianza. Debido a que (p>0.05) se dice que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un
nivel del 95.0% de confianza.

Prueba |Valor-P
Levene's |2.04738 |0.134004

Normalidad.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Normal

DMAS 0.126209
DMENOS |0.100072
DN 0.126209
Valor-P 0.763894

Debido a que (p>0.05), se puede decir que los residuos provienen de una
distribucion normal con 95% de confianza.
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