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Resumen

Las infecciones nosocomiales son un problema grave, no sélo en México, sino en el mundo, ya
que representan los primeros lugares de decesos a nivel global puesto que, su contagio es debido

al interaccion del entorno médico, como instrumentos médicos, salas de espera y cirugia.

La efectividad del desinfectante fue dividida en tres fases. La fase 1 fue orientada a la optimizacion
estética y fisicoquimica de la turbidez de la formulacion y la produccion de espuma de forma
estadistica con un disefio de experimentos factorial de 2% donde los datos de la turbidez se
capturaron por analisis de imagen mediante el software de IMAGE, y para la produccion de

espuma por medicion con regla de la espuma generada después de 5 minutos de agitacion.

En la fase 2 se realiz6 la evaluacion de amplio espectro, sinergia e impregnacion en superficies
inanimadas. En la evaluacion de amplio espectro, se efectuaron tres pruebas: la técnica de
neutralizacién y recuperacion de células viables por Dey y Engley para la actividad antimicrobiana
de los desinfectantes por evaluacion de medio recuperado, estudio de reto microbiano siguiendo
los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para pruebas germicidas NMX-BB-040-SCFI-
1999 y la prueba de difusién en agar. Los microorganismos evaluados fueron tres bacterias gram
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumonieae, Pseudomonas aeruginosa), una bacteria
gram positiva (S. aureus) y un hongo diploide (Candida albicans). En la sinergia, la evaluacion de
las nanoparticulas como del desinfectante final fueron realizadas por espectroscopia de infrarrojo
con una longitud de onda de 4000 cm-1 a 400 cm-1. Por altimo, en la permanencia de superficies
inanimadas, se impregnaron mascarillas de tres capas con el desinfectante formulado. La

visualizacion de la impregnacion se llevé acabo por microscopia electronica de barrido.

En la fase 3, la distribucion y costo fueron realizados por investigacion de precios de los
desinfectantes comerciales encontrados en el mercado de la ciudad de Mexicali Baja California

México.

Los resultados de cada una de las fases mostraron que el desinfectante desarrollado cumpli6 con
cada una de las pruebas, resumiéndose en un desinfectante que conservara sus caracteristicas
estéticas almacenado y en diferentes ambientes; en una optimizacion de los ingredientes usando
diferentes mecanismos de accion; un amplio espectro antimicrobiano que da indicios de prevenir

infecciones por otros patdgenos como son el SARS-CoV-2 y una impregnacion en superficies



inanimadas que proporcionard proteccion durante dias brindando seguridad al &rea donde se ha

impregnado.

Estos resultados abren paso a una nueva generacion de desinfectantes con una duracién y
permanencia superior, que aprovecha las nuevas tecnologias e invita a seguir investigando y

desarrollando nuevas estrategias de desinfeccion en superficies inanimadas.
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Capitulo 1

1.1. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las infecciones asociadas a la atencion
médica o infecciones nosocomiales como las contraidas por un paciente durante su tratamiento en
un hospital u otro centro sanitario y que dicho paciente no tenia ni estaba incubando en el momento
de su ingreso [1]. Estas infecciones no se limitan a los centros hospitalarios, debido a que, otras
formas de llevar tratamiento a las personas lo ponen en contacto con este tipo de infecciones como

son ambulancias, consultorios moviles, y centros de dia [2].

Las infecciones nosocomiales mas comunes son las provenientes de las vias urinarias, las de
heridas quirargicas, las vias respiratorias bajas y las del sitio de insercion de catéteres endovenosos
[2]. Todas estas provocadas por bacterias, virus, hongos y parasitos procedentes del contacto con
personal médico o pacientes, por la flora intestinal de un paciente o por superficies u objetos

inanimados que han sido contaminados.

Enfatizando las provenientes de las superficies, es un hecho que diversos organismos tienen la
capacidad de permanecer en superficies inanimadas por un periodo de tiempo. En el caso de
bacterias se ha encontrado que la Escherichia coli, con habilidad de contaminar alimentos
provocando colera, tiene una duracion de hasta 16 meses de permanencia [3]. En el caso de los
virus, el Parvovirus responsable del eritema infeccioso puede persistir por mas de 1 afio. Por
altimo, en el caso de los hongos, el hongo Candida albicans, comun en la cavidad bucal puede
permanecer hasta 120 dias en superficies secas. Este tiempo de permanencia de estos organismos
conlleva a un foco importante de infeccién que, al no controlarse, puede causar complicaciones

serias como es un brote epidémico, como la célera en el 2013 en México [4].

Para combatir este problema, se han creado diferentes formas de eliminar los gérmenes en las
superficies inanimadas. Métodos clasicos como son el uso de luz ultravioleta y desinfectantes ha
probado tener una eficacia considerable, sin embargo, no todas las superficies son de facil acceso
haciendo insuficiente el uso de estos métodos para controlar su crecimiento. Esta insuficiencia
conlleva a un tema de importancia actual, como es la resistencia adquirida de los microorganismos.
Estas nuevas areas de estudio ponen a los cientificos a buscar nuevas alternativas para lograr el

uso de nuevas tecnologias como es la nanotecnologia. Ejemplos de la incorporacion de la



nanotecnologia son la modificacion nanoestructural de las superficies, recubrimientos e

incorporacion de nanoparticulas de metales con potencial antimicrobiano [5].

La presente tesis tiene como objetivo el desarrollo y evaluacion de novedosos desinfectantes de
amplio espectro que incorporan nanotecnologia de ultima generacién para aumentar la eficacia en
la eliminacién de microrganismos. El trabajo conlleva desde la sintesis de nanoparticulas hasta el

estudio microbioldgico de los desinfectantes, asi como la implementacidn en sector salud y escolar.

1.2. Justificacion

Teniendo en mente las dificultades de los sistemas de salud en México, el incremento de las
infecciones nosocomiales en hospitales publicos y privados y la expansion de la reciente pandemia
de laCOVID 19, esta tesis tiene como objetivo el desarrollo de un desinfectante de amplio espectro
con la funcidn de evitar las infecciones mas comunes en México. El resultado de este trabajo busca
hacer consciencia en la sociedad de la importancia de la desinfeccion de nuestro entorno, asi como
la exploracion de nuevas estrategias encaminadas en la mejora de la calidad de vida de las

personas.

1.3. Objetivo general

Desarrollar un desinfectante de alto espectro formulado con nuevas estrategias y con tiempo de

permanencia en superficies inanimadas.

1.4. Objetivos especificos

. Sintetizar nanoparticulas metalicas

. Desarrollar formulaciones incorporando nanoparticulas y Preparar el desinfectante mas
optimo

. Analizar las propiedades antimicrobianas del desinfectante nanoestructurado

. Validar la eficiencia antimicrobiana del desinfectante formulado en superficies inanimadas

1.5. Hipotesis
La funcionalizacion con nanoparticulas de diferentes activos de uso en desinfectantes mejorara la

eficiencia de desinfeccion y la permanencia en superficies inanimadas.



Capitulo 2 Marco teorico

2.1. Desinfeccion, Esterilizacidn, Antisépticos y Biocidas

Aunque en la vida cotidiana se confunden los conceptos de desinfeccion y esterilizacion, éstos son
distintos y tienen caracteristicas que los distinguen. La desinfeccion tiene la funcion de eliminar
microrganismos en superficies con excepcion de esporas bacterianas. En cambio, la esterilizacion
busca eliminar por completo microrganismos en superficies [6, 7]. Ademas de los desinfectantes
y esterilizantes, existen también los antisépticos que se diferencian de los desinfectantes en su
aplicacion y concentracion, ya que la empleabilidad de los antisépticos es en aplicaciones topicas
y busca destruir o inhibir microorganismos, ademas que la concentracion de los productos con esta
funcion es reducida [8]. Por ltimo, los biocidas son una mezcla de sustancias activas con multiples
medios (atomizador, aerosol, pinturas, etc.) que tienen como objetivo (incluidos los
microorganismos) destruir, contrarrestar o inhibir cualquier organismo nocivo, por lo tanto,

engloban a los desinfectantes, plaguicidas, conservadores, entre otros [9].

2.2. Infecciones nosocomiales y tipos

Las infecciones nosocomiales son aquellas cuyo contagio es debido a la interaccion del entorno
médico, como instrumentos meédicos, salas de espera, hasta sistemas de ventilacion, las cuales, no
estaban presentes antes de su ingreso al hospital, por esta razon son llamadas también como
Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud [10]. Las infecciones nosocomiales son un
problema grave, no solo en México, sino en el mundo, ya que representan los primeros lugares de
decesos a nivel global [11]. La incidencia de las infecciones nosocomiales esta influenciada a
diferentes factores, sin embargo, éstos pueden englobarse en dos, los extrinsecos y los intrinsecos
[12]. Dentro de los factores intrinsecos se encuentran la edad, obesidad, si el paciente es fumador,
la nutricion, el sistema inmunoldgico del paciente (edad y nutricion) y enfermedades predispuestas
que lo hacen susceptible a microorganismos presentes en el entorno hospitalario (obesidad, niveles
de glucosa, paciente fumador). En cambio, los factores extrinsecos se encuentran en el cuidado en
la preparacion del paciente (corte de cabello, limpieza de la piel, tiempo de cirugia) y materiales

usados (desinfectantes, suplemento de oxigeno, sondas, ventilacion, superficies) [13].

Entre los tipos de infecciones nosocomiales se encuentran la infeccion respiratoria (39.7%),
infeccidn urinaria (20.5%), infeccion del sitio de intervencion quirurgica (13.3%) e infeccién del

sitio de insercion de un catéter vascular (7.3%), donde el porcentaje entre paréntesis representa los



resultados obtenidos en hospitales generales de las principales instituciones pablicas de salud en
México [14].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en su trabajo “Prevencion de las infecciones
nosocomiales: Guia préctica” ha clasificado las infecciones nosocomiales por los sitios de
contagio, siendo estos: infecciones urinarias, infecciones del sitio de una intervencion quirurgica,

neumonia nosocomial, bacteriemia nosocomial y otras [15].

Infecciones urinarias: las infecciones por vias urinarias representan entre el 30 y 50 % de todas
las infecciones nosocomiales [16, 17]. Estas se deben a dos causas principales, por origen
enddgeno y por ambientes himedos en los hospitales. Lesiones en el tracto urinario debido a
catéteres permanentes representan el 80% de estos casos, sin embargo, también se presentan por
anomalia congénita, deficiencia neuroldgica o célculos [18, 19]. Entre los microorganismos
causantes de las infecciones urinarias se encuentran E. coli, Enterococcus y Klebsilla, siendo la E.

coli la que tiene el mayor porcentaje [20].

Infecciones del sitio de intervencién quirargica: Son las infecciones desarrolladas durante o
después de un procedimiento quirurgico invasivo [21]. Este tipo de infecciones es causado por
gérmenes como Staphylococcus, Streptococcus y Pseudomonas, siendo el Staphylococcus aureus

el mas recurrente (23%) segun un estudio en los Estados Unidos [22, 23].

Neumonia nosocomial: Esta infeccion se transmite principalmente por las vias respiratorias debido
al uso de ventilacién mecanica en salas de hospitalizaciéon médica o salas quirurgicas, ocupando
el segundo lugar de frecuencia en las infecciones nosocomiales [24]. La etiologia microbioldgica
de la neumonia nosocomial es de amplio espectro, siendo lo mas comun las bacterias y raramente
producidas por hongos o virus. Entre los microorganismos mas frecuentes encontrados en la

neumonia nosocomial es S. aureus, P. aeruginosa, H. influenzae y K. pneumonieae [25].

Bacteriemia nosocomial: la bacteriemia nosocomial esté estrechamente relacionada con el sitio de
entrada a la piel del dispositivo intravascular y los catéteres venosos durante la estancia en el
hospital. La mortalidad global de esta asciende del 19% hasta el 50% siendo S. aureus y
Staphylococcus coagulase negativo los microorganismos con la frecuencia, tanto en la sala general

como en cuidados intensivos [26, 27].



Otras: existen otros sitios que pueden infectar a una persona, sin embargo, otros sitios frecuentes
son infecciones en piel y tejidos blandos (Ulceras y quemaduras), gastroenteritis (la mas comun en
nifios), infecciones en los ojos, endometris e infecciones en los érganos genitales (después del
parto) [15].

2.3. Aspecto mundial y nacional de las infecciones nosocomiales

2.3.1. Implicaciones (carga) de las infecciones nosocomiales en paises desarrollados, en via
de desarrollo y subdesarrollados

Como es de esperarse, la presencia o mortalidad de las infecciones nosocomiales en los paises

desarrollados es sustancialmente menor que en los paises en vias de desarrollo, con un estimado

de 4.5-7.1 pacientes por cada 100 para los paises en desarrollados y 15.5 pacientes por cada 100

para paises en vias de desarrollo [28]. A pesar de que, la mortalidad de las infecciones

nosocomiales en los paises desarrollados es menor que en los paises en vias de desarrollo, estas

cifras siguen siendo un valor considerable.

Existen diversas razones por las que los paises en desarrollo tienen un valor por debajo de la media
con respecto a los de vias en desarrollo, ejemplos de estas han sido listadas por Sharmila et al.
[29]:

Programas para el control y prevencion de infecciones.
Directrices

Educacion y formacién

Vigilancia

Estrategias multimodales

Seguimiento y auditorias

Carga de trabajo, dotacion de personal y ocupacién de camas

G N o g B~ w D PP

Construccion del entorno, materiales y equipo

En el caso de México, existe un Comité para la Deteccion y Control de Infecciones Nosocomiales
(CODECIN) encargado de las medidas listadas por Sharmila et al. Donde sus funciones engloban
actividades, proyectos y programas para la prevencion, deteccion y control de infecciones

nosocomiales [30, 31].



A su vez, un informe documental en extenso titulado “Medicion de la prevalencia de infecciones
nosocomiales en hospitales generales de las principales instituciones publicas de salud” del 2011

evidencia las politicas relacionadas al control de las infecciones nosocomiales, como son [32]:

e Politicas de manejo de alimentos
e Politicas de esterilizacién, desinfeccion y antisépticos
e Politicas de manejo de catéteres y soluciones parenterales

e Politicas de uso de antibi6ticos

2.3.2. Microrganismos causantes de infecciones nosocomiales en instituciones mexicanas

En la republica mexicana las instituciones de salud se dividen en grupos, clases y subclases. Dando
énfasis en la primera clasificacion (grupos), éstos estan formados por instituciones de salud del
sector publico, del sector privado e instituciones de prepago (aseguradoras y bancos) [33]. La
mayor parte de las personas, asisten al sector publico, ya sea por afiliacién en el trabajo, seguro
social, seguro facultativo o precio. Esta demanda de servicios hace que las instalaciones y equipos
sean insuficientes para sobrellevar de manera adecuada a cada paciente, volviéndose un foco para

la proliferacion de microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.

De acuerdo a un estudio del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el 2016 revel6 los
principales microrganismos causantes de infecciones nosocomiales encontrados, a su vez
comparandolos con un estudio anterior del 2011 [34, 35]. Sus resultados mostraron que el
microorganismo mas frecuente fue Escherichia coli con un 24%, seguida de Staphylococcus
coagulasa-negativa (19%) y Pseudomonas aeuroginosa (15%). Sin embargo, los otros
microrganismos tienen un porcentaje de igual manera alto, donde el 80% incluye 5

microorganismos (llustracién 1).
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lustracion 1 Microorganismos causantes de infecciones nosocomiales en México [34, 35]

Otro estudio similar, pero elaborado en paises desarrollados (EUA y UE) reporto resultados
similares a México para la UE y ligeramente distintos para EUA, teniendo este ultimo,
microorganismos diferentes es sus resultados [36, 37]. Para el caso de los EUA, los
microorganismos mas recurrentes fueron Staphyloccocus aureus con un 22%, seguido por
Escherichia coli (16%) y Staphyloccocus coagulasa negativo (16%) (llustracion 2). En cambio,
para la UE, Escherichia coli (22%), Pseudomonas aeuroginosa (18%) y Staphyloccocus coagulasa

negativo (17%) estuvieron en los primeros lugares (llustracion 3).
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Esta informacion arroja deducciones interesantes, ya que, da un indicio de la procedencia de éstos
microorganismos y posibles cadencias en los centros médicos de cada pais. En esta comparacion,
es notable, que Escherichia coli y Staphylococcus aureus son los microorganismos mas
abundantes. Por la literatura de investigaciones anteriores, se encuentra que, Escherichia coli es
una bacteria comdn, proveniente del tracto intestinal y causante de diarrea y muerte infantil [38].
Por otra parte, Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobea, proveniente de las mucosas o la
piel y causante de infecciones cutaneas y de mucosas, considerada como el principal causante de
las enfermedades nosocomiales [39]. Analizando estos dos microorganismos, Eschericia coli
puede aparecer en las superficies inanimadas por la falta de higiene en las personas y

Staphylococcus aureus por falta de higiene en procedimientos invasivos intravenosos.

2.3.3. Tiempo de permanencia de diferentes microorganismos causantes de infecciones
nosocomiales
El tiempo de permanencia de los microorganismos causantes de infecciones nosocomiales es
variado, pudiendo permanecer desde horas hasta meses o afios. Ademas, que, su persistencia se ve
afectada por el tipo de superficie y las condiciones ambientales en las que se encuentren. Para las
bacterias Gram positivas y Gram negativas se ha comprobado que su persistencia se incrementa
en superficies secas y a temperaturas bajas (4-6 °C). En el caso de los hongos, especialmente de
Candida albicans, las condiciones 6ptimas se encuentran en lugares humedos, bajas temperaturas
y presencia de suero y albumina. Por ultimo, los virus persisten en superficies lisas, de baja

temperatura y baja humedad.

En sintesis, de anteriores estudios, la persistencia de los microorganismos causantes de infecciones

nosocomiales en México es [40, 41]:
Acinetobacter spp.: 3 dias a 5 meses
Escherichia coli: 1.5 horas a 16 horas
Klebsiella spp.: 2 horas a 30 meses
Pseudomonas aeruginosa: 6 horas a 16 meses
Staphylococcus aureus: 7 dias a 7 meses

Candida albicans: 1-120 dias



SARS: 72-96 horas

Es sorprendente que algunos puedan durar afios sobre una superficie y méas sorprendente aun, que
los gue tienen mayor tiempo de permanencia son los que se encontraron en mayor porcentaje en

las Instituciones Mexicanas de Salud Publica.

2.4. Bacterias

Las bacterias son microrganismos que se pueden clasificar de acuerdo al nimero de capas lipidicas
que contiene su membrana, siendo Gram-positivas las que contienen una gruesa capa de
peptidoglicano y Gram-negativas las que tienen una capa pequeria de peptidoglicano interior y una
exterior (llustracién 4). Sin embargo, hay casos aislados de bacterias que no contienen capa, pero
habitan en otras células para su subsistencia. El tamafio de éstas puede variar de 200 micrometros,
como es el caso de Schaudinnum butschlii hasta 1 o 20 micrémetros, como Mycoplasma
gallicepticum. A su vez, las bacterias se pueden dividir por su morfologia (morfologia bacteriana),
donde éstas presentan formas simples como los cocos y bacilos hasta complejas como las
helicoidales [42].
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llustracion 4 Bacterias Gram positiva y Gram negativa y sus partes (elaborado en Biorender)
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2.5. Virus

Los virus son entidades que se caracterizan por tener ADN o ARN, pero no ambos. Aunque su
definicion esta aun en debate, se ha propuesto asignarles un propio reino, ya que no pueden ser
considerados como organismos vivos. El tamafio de los virus ronda los 20 nm como Parvovirus
hasta los 600 nm como el virus del Ebola. La morfologia virica es variada, pueden encontrarse de
forma helicoidal, icosaédrica, con envoltura o complejos. Los mas comunes son con envoltura y
sin envoltura (llustracion 5). Se consideran parasitos, ya que, requieren de invadir las células para
su replicacion. Para su reproduccidn, el ciclo consta de 6 paso: la adsorcion, penetracion, despojo,

replicacion, ensamblaje, y liberacion [42].
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llustracién 5 Virus envuelto y no envuelto y sus partes (elaborado en Biorender)

2.6. Hongos
Los hongos pertenecen a los organismos eucariéticos con estructura mas compleja que las bacterias
y los virus. Estos contienen un nicleo bien definido, mitocondria, aparato de Golgi y reticulo

endoplasmico. Los hongos pueden ser clasificados por su forma, teniendo forma unicelular,
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filamentosa y dimdrfica (llustracion 6). A pesar que, a primera instancia, los hongos son
relacionados automaticamente a las setas, éstos se encuentran de igual manera en escala
microscopica, y causa problemas importantes de salud, por esta razon su estudio corresponde a la
microbiologia. Para los hongos de interés en esta tesis y los cuales, estan relacionados a las

infecciones nosocomiales, son las levaduras y hongos dimérficos [42].
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lustracion 6 Estructura de Candida albicans y Aspergillus candidus (elaborado en Biorender)

2.7. Meétodos de desinfeccion
2.7.1. Desinfectantes quimicos o modalidades al tacto

Alcoholes

Los alcoholes, tales como etanol, alcohol isopropilico, y n-butanol, han sido implementados
ampliamente como desinfectantes de superficies, llegando a ser ingredientes activos principales
en maltiples productos desinfectantes. No obstante, los mas usados son el etanol y el alcohol
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isopropilico, ya que el n-butanol es acompafiado habitualmente del alcohol isopropilico al 70%
(VIv) [43, 44].

Diferentes trabajos, inclusive de hace mas de 200 afios, estudiaron la eficiencia desinfectante de
los alcoholes en diferentes porcentajes. Las primeras conclusiones encontraron que un porcentaje
de 25%-90% como el ideal para desinfectar y mas recientemente, se acortd este intervalo a 60-
90% (v/v) [43]. A pesar de las ventajas que tiene el alcohol en términos de desinfeccion, este
cuenta con un espectro limitado a bacterias y virus y evaporacién rapida. Ademas, de posibles
problemas dermatoldgicos en usuarios de productos como gel para manos o desinfectantes en

atomizador como son picazén, enrojecimiento y alergias [45].

Mecanismo de accion de los alcoholes: estudios han llegado a la conclusiéon gque el mecanismo
principal de los alcoholes es por medio de la desnaturalizacion de proteinas y enzimas en bacterias,
virus y levaduras. EI mecanismo comienza por estrés alcoholico, el cual hace que la capa lipidica
incremente su fluidez permitiendo la penetracion de las moléculas de alcohol. Por consiguiente,
estas moléculas de alcohol se enlazan con las proteinas o enzimas por medio de puentes de
hidrdgeno en la estructura proteica terciaria, y estos a su vez forman nuevos enlaces entre el alcohol

y las cadenas laterales de la proteina [46, 47].
Aldehidos

Los aldehidos son compuestos organicos con grupo funcional carbonilo, los cuales, el
glutaraldehido y formaldehido son los principales exponentes en el ambito de la desinfeccidn por
su amplio espectro desinfectante. Ademas del glutaraldehido y el formaldehido, existen otros con

poder desinfectante, como son el benzaldehido, succinaldehido y ftalaldehido [48].

Dentro de las aplicaciones de los aldehidos en el area de la desinfeccién y esterilizacién, el
glutaraldehido ha dominado la esterilizacion de endoscopios gastrointestinales, siendo la
concentracion del 2% la mas extendida no soOlo para aplicaciones de endoscopios
gastrointestinales, también tubos de presion para espirometria, dializadores, transductores, equipos

de anestesia y terapia respiratoria [48].

A pesar de que los aldehidos han sido ampliamente utilizados por més de 50 afios, diversos estudios
demuestran problemas de salud graves con las concentraciones recomendadas. Problemas

comunes son la irritacion y alergias [49].



Mecanismo de accidn: tanto el glutaraldehido y el formaldehido inactivan microorganismos por la
alquilacién de grupos amino, carboxilo, hidroxilo y sulfhidrilo alterando la sintesis de ARN, ADN

y proteinas por los atomos de nitrodgeno del anillo de las bases de purina [50, 51].
Clorhexidina

La clorhexidina es una bisbiguanidinaa catiénica ampliamente usada en el area de la desinfeccion
desde los afios 50s [52]. Aunque existen otras moléculas pertenecientes a la familia de las
guanidinas como son la alexidina y las biguanidas poliméricas como agentes desinfectantes, la
clorhexidina ha sido la mas difundida, pudiéndola encontrar en enjuagues bucales, jabones e
instrumentos quirargicos [53]. Otra aplicacion de la clorhexidina relacionada a la desinfeccion, es

su efecto preservativo en formulaciones como jabones para manos, champus y cremas.

Mecanismo de accion: el mecanismo de la clorhexidina ha sido descrito de dos formas distintas,
anteriormente se le atribuia su mecanismo a la inactivacion de la enzima ATPasa, sin embargo, un
estudio posterior con E. coli demostraron que el verdadero mecanismo de accion era la disrupcion
de la membrana citoplasmatica. La clorhexidina es adsorbida por los fosfatos de los componentes
proteicos de la pared celular bacteriana, éstos penetran y rompen la membrana citoplasmatica
bacteriana [54, 55].

Compuestos de cuaternarios de amonio

Los primeros compuestos de amonio cuaternario implementados en el area de la desinfeccién
fueron n-alquil metil bencil cloruro de amonio 0 mejor conocido como cloruro de benzalconio, los
cuales emergieron en los 50s [56]. Los cuaternarios de amonio han ido evolucionando y siendo

divididos por generaciones:

e lrageneracién: Cloruro de N-alquil dimetil bencil amonio

e 2da generacion: Cloruro de alquil dimetil etilbencil amonio

e 3ra generacion: Cloruro de N-alquil dimetil bencil amonio + cloruro de alquil dimetil
etilbencil amonio

e 4ta generacion: Cloruro de alquil dimetil amonio

e 5ta generacion: Cloruro de alquil dimetil amonio + Cloruro de N-alquil dimetil bencil

amonio



En la actualidad existen 5 generaciones de compuestos de amonio cuaternario, siendo la 3ra (1ra
mas 2da) y 5ta (1ra mas 4ta) generacion una combinacién de las anteriores. Acompafiado al
tiempo, los compuestos de amonio cuaternario han mejorado su poder desinfectante con

concentraciones cada vez menores [57, 58].

En el mercado actual, los cuaternarios de amonio més utilizados son adn los de la 1ra generacion,
que pueden ser encontrados en multitud de productos desinfectantes, sin embargo, la 5ta
generacion empieza a adentrarse al area de la desinfeccion [59]. Aunque, en la literatura, sélo se
reconocen 5 generaciones de compuestos de cuaternario de amonio, es posible encontrar reactivos

que tienen como clasificacion 6ta y 7ma generacion, sin embargo, no estan aun reconocidos.

Mecanismo de accion de los compuestos de amonio cuaternario: Diversos estudios han buscado
explicar el mecanismo de inhibicion de los compuestos de amonio cuaternario sobre diferentes
organismos, no obstante, el mecanismo que los ha descrito mejor, asi como otros compuestos
catidnicos, es por la perturbacion de la bicapa lipidica, seguido de la perdida de material por un

proceso osmotico [60].

Compuestos liberadores de halégenos

Los compuestos clorados y iodados son los principales representantes de este grupo. Entre los
compuestos clorados mas comunes encontrados en desinfeccion son el hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, y dioxido de cloro, todos estos teniendo un nivel intermedio en desinfeccion.
En el caso de los compuestos iodados, generalmente son usados como antisépticos, pero el cloruro
de iodo y monobromuro de iodo pueden ser encontrados en soluciones desinfectantes. Ejemplos

tipicos de desinfeccion con iodo es en alimentos, agua para beber y agua de piscinas.

Mecanismo de accion de los compuestos clorados: el mecanismo de accién cambia dependiendo

del compuesto clorado utilizado, pero pueden resumirse en los siguientes puntos [48]:

e Por electronegatividad: oxidacion de enlaces pépticos y desnaturalizacion de proteinas.
e Oxidacion de grupos tiol.
e Decremento de la produccién de adenosin trifosfato.

e Alterando permeabilidad de membrana externa por fuga de iones K*.



Mecanismo de accion de los compuestos iodados: al igual que los compuestos clorados, el
mecanismo de accion de los compuestos iodados se puede resumir en los siguientes puntos [61,
62]:

e Detencion de la sintesis de proteinas por oxidacion del grupo S-H.
e Impedimento estérico de enlaces de hidrogeno por yodacién del grupo fendlico.

e Inmovilizacion de membranas lipidicas.

El desarrollo e implementacion de nanoparticulas, entendiéndose como cualquier estructura en
escala nanométrica (esferas, esferoides, tubos, estrellas, etc.) entre 0.1nm a 500 nm ha tenido un
gran impacto en todas las areas de la ciencia, que, en el caso de la desinfeccion, no es una
excepcion. La incorporacion de agentes nanostructurados con objetivo de desinfectar diversas
superficies es una realidad y es cada vez mas frecuente encontrarlos en productos comerciales. La
cinética quimica de los materiales nanoparticulados (velocidad de reaccion), asi como su actividad
antimicrobiana de algunos metales (Ag y Cu) se ve incrementada debido al aumento del area
superficial [63]. Ademas, el disefio de nanoparticulas permite cambiar la forma en que
interactuaran con los microorganismos ya que pueden funcionar como recubrimientos (siendo un
material inerte; ejemplo: Au), transportador (encapsular otros ingredientes activos), anclajes

(incorporacion de receptores) y guiados (guiados por magnetismo) [64].

Mecanismo de accion: se ha descrito mucho sobre el mecanismo de accion de las nanoparticulas,
es comun que se describa por los mecanismos antes mencionados y estos varian con la forma
(esferas, estrellas, capsulas), el tamafio (preferentemente <50 nm), combinacion de las
nanoparticulas (bimetalicas, polimetalicas, inorganicas-organicas). No obstante, si se analizan las
mas comunes (esféricas) y siendo de elementos puros (Ag, Au, Cu, etc.), el mecanismo de accion
es por la alteracién en la produccion de especies reactivas de oxigeno. Debido a su tamafio, las

nanoparticulas pueden atravesar la membrana citoplasmatica por fagocitosis o difusion [65, 66].

2.7.2. Modalidades autématas o sin tacto
Aparatos UV-C

Entre las longitudes de onda UV se encuentran la A, B y C, sin embargo, la C es la Unica
confirmada para la desinfeccion ya que la A y B han resultado ser considerablemente menos

eficientes para esta aplicacion [67]. La efectividad antimicrobiana de la radiacion UV-C esta



determinada por el tiempo de incidencia y la distancia entre la fuente de luz y la superficie a
desinfectar. Diversos estudios han realizado pruebas con estos dos parametros y llegado a la
conclusion que deben ser distancias menores a 2.4 metros y tiempos exposicion de 30 minutos
[68].

Mecanismo de accién: Los &cidos nucleicos de los microorganismos son susceptibles a una
longitud de onda entre 250 nm -270 nm, por lo tanto, la luz UV-C (200-280 nm) inactiva los

microorganismos dafiando el material genético (ADN o ARN) [69].

2.7.3. Superficies auto limpiantes o antimicrobianas

Al escuchar superficies desinfectantes o auto limpiantes suena como una ultima tendencia, no
obstante, estas superficies han sido usadas hace mucho tiempo atras, aprovechando las propiedades
intrinsecas de ciertos materiales, como la plata y el cobre (cubiertos, chapas y vasijas). En el caso
de las superficies autolimpiantes, éstas también pueden ser encontradas en la naturaleza, por
ejemplo, en el reino vegetal, las plantas de la familia de las Nelumbonaceae, donde sus hojas
presentan superhidrofobicidad debido a un recubrimiento ceroso y la morfologia de éstas [70]. Por
otro lado, en el reino animal, las plumas de aves presentan superhidrofobicidad por la
heterogeneidad de la superficie descrito por el estado de Cassie-Baxter y con el propésito de no
estropear el vuelo [71]. Por estos ejemplos, la ciencia ha querido imitar o incorporar estas

propiedades en aplicaciones de desinfeccién por diferentes medios [72].

Tipos Ejemplos Referencias

Superficies cargadas
negativamente, Recubrimientos
o ) ) poliméricos (6xido de
Superficies anti-adhesivas o o ] 73,74,75
polietileno y polietilenglicol),

Modificacién topogréfica

(nanotubos y nanofibras)

Materiales intrinsecamente
activos (Ag y Cu), superficies
Superficies antimicrobianas gue contienen agentes activos 76, 77
(electrospinning, cuaternarios de

amonio, nanoparticulas)

Superficies fotoactivadas TiO; 78




Capitulo 3 Metodologia
3.1. Estrategia

Para el desarrollo del desinfectante, se propone un estudio en tres fases (llustracién 7). La fase 1
engloba la estabilidad de la formulacion, asi como el control de los parametros estéticos por medio
de optimizacion. La fase dos se centra en analizar y demostrar el amplio espectro de la formulacion,
la sinergia de los reactivos y su permanencia en superficie. Por Gltimo, la fase 3, se enfoca en la
forma en que seré distribuido, su aplicacion y costo respecto a desinfectantes ya existentes en el

mercado.

Desarrollo de un nuevo
desinfectante

|

Estabilidad de la
formulacion

|

Optimizacion de
J parametros estéticos

i !

Permanencia en
superficies

Fase 1

Amplio espectro Sinergia

Fase 2 l l Il

Pruebas

. s FTIR SEM
microbiologicas

|

> Distribucion “

Fase 3
}

Costo

llustracién 7 Estrategia y fases del desarrollo del desinfectante

3.2. Sintesis de nanoparticulas de plata
Para la obtencidn de nanoparticulas de plata se realizé una sintesis por medio del metodo conocido

como bottom-up; para esto se prepararon 2 soluciones definidas de la siguiente manera:
Solucion 1: contiene el precursor de plata.

Solucién 2: contiene el agente reductor y estabilizador.

Procedimiento

1. Se calentd la solucién 2 hasta el reflujo y se mantuvo con agitacion.



2. Cuando la solucién 2 alcanzo el reflujo, se afiadio la solucion 1.
3. Se mantuvo el reflujo por 10 minutos, después se paso el matraz a otro agitador para que
la solucion se enfriara a temperatura ambiente.

4. Se guardo la solucion en un frasco ambar para protegerlo de la luz.

3.3. Elaboracion de la formulacion base

El procedimiento de elaboracion de los desinfectantes consta de tres partes listadas enseguida:

1. Disolucion en alcohol (Alcohol, surfactantes, compuestos de amoniaco, derivados
bifenolicos)
2. Disolucion en agua (Derivados clorados y metales nanoparticulados)

3. Mezcla de parte 1 en parte 2.

La razén de este procedimiento radica en el grado de solubilidad de cada reactivo, en el caso de

los usados en la formulacion algunos son poco solubles en agua o poco solubles en alcohol.

3.4. Métodos estadisticos en formulaciones

Es comln usar herramientas de la estadistica para optimizar un sin nimero de proyectos,
aplicaciones en areas como la agricultura, reacciones quimicas, lineas de produccién y
formulaciones, etc [79-82]. En el caso especifico de las formulaciones, una herramienta
comunmente utilizada es el Disefio de Experimentos, de los cuales, existen una gran variedad
(Tabla 1).

Tabla 1 Métodos estadisticos usados en la optimizacién de formulaciones

Método estadistico Aplicaciones Referencias

Procesos, desarrollo de
Factorial productos, optimizacion y 83

sistemas

Optimizacion de procesos,
Superficie comportamiento de datos, 84, 85

desarrollo de productos

) Funciones matematicas,
Mixto C 86
optimizacion de procesos

Taguchi Optimizacion de procesos 87




Con base a lo expresado en la Tabla 1, se ha optado por la implementacion del disefio factorial, ya
que, para la formulacion base, solo 4 reactivos fueron sujetos a modificaciones en un rango

limitado.

3.5. Consideraciones para el disefio factorial
El motivo de la optimizacién es entender la influencia que hay en los reactivos y en el resultado
final teniendo como meta parametros fisicos/estéticos como son la produccion de espuma y

turbidez.

El disefio factorial se suele expresar como 2", donde 2 son los limites y n las variables de estudio.
Para este caso, se aplicara un disefio de 24, ya que, de la cantidad de reactivos en la formulacion,
4 son los que tienen mayor influencia en la turbidez y en la produccion de espuma debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas. En la Tabla 2 se muestran las variables, limites y disefio aleatorio

generado por el programa MINITAB 19, entendiéndose como base a la concentracion utilizada.

Tabla 2 Disefio de experimentos para la formulacion del desinfectante

Parametros Componentes Unidades Nivel bajo (-1) Nivel alto (1)
X1 Alcohol g Base - 15 Base + 15
X2 Agua g Base -12 Base +12
Surfactante
X3 L g Base - 0.1 Base + 0.1
cationico
Surfactante no
X4 . g Base — 0.1 Base + 0.1
ionico

3.6. Procedimiento para optimizacion de turbidez

Para la implementacion del disefio factorial es necesario tener un valor numérico de las pruebas,
en el caso de la produccion de espuma, no presenta problemas ya que el valor numérico proviene
del espesor de la espuma en la superficie de la solucidn en centimetros. Sin embargo, la claridad o
turbidez de la muestra es un parametro cualitativo. Para llevar la turbidez a un pardmetro
cuantitativo se propone la utilizacion de un software de imagen gratuito llamado IMAGE. La forma

de trabajo de este software se basa en la creacion de areas en una fotografia, la cual le asigna un



valor en pixeles a cada area, y este valor en pixeles, es el valor que se digitara en el software de
disefio de experimentos. Para la captura de la imagen, se disefi0 y construyd una celda con interior
blanco, luz artificial y una camara colocada a 12 cm de distancia para controlar las condiciones de
fotografia como se muestra en la Ilustracion 8. Una vez tomada la foto se analiza en el software de

imagen y se captura el valor de pixel como resultado.

12 cm.

lustracion 8 Celda de captura de imagenes para el analisis de la turbidez

Los resultados muestran la correcta implementacion de este sistema, ya que el grado de turbidez

de la muestra corresponde con el incremento de los valores en pixeles.

3.7. Procedimiento para optimizacién de espumado
La produccion de espuma en las formulaciones desinfectantes es un factor fundamental a analizar
ya que genera problemas en diferentes industrias. EI producto ideal debe presentar apenas turbidez

y espuma. El procedimiento para optimizar este parametro es listado:

1. En botellas de 250 ml se afiadio la muestra y se colocé en la camara aislada utilizada en la
prueba de turbidez.

2. Las muestras se agitaron manualmente durante 10 s y se dejaron reposar durante 5 min a
temperatura ambiente.

3. A continuacion, se tomaron las medidas del espesor de la espuma con una regla comun y

se analizaron los datos numeéricos utilizando el disefio factorial (llustracion 9).
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llustracion 9 Medicion del espesor de espumado

3.8. Microbiologia

Cultivo microbiano: se inocularon colonias de células recién cultivadas cada una por separado.
Para bacterias se utiliz6 caldo de soya tripticaseina recién preparado (TSB; Becton Dickinson,
Sparks, MD, EE. UU.). Para C. albicans se utiliz6 caldo de dextrosa de papa (PDB; Becton
Dickinson, Sparks, MD, EE. UU.). Cada inéculo se diluy6 en el caldo nuevo correspondiente a
aproximadamente 1x107 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, que se utilizd6 como

concentracion microbiana para los estudios antimicrobianos.

Actividad antimicrobiana de los desinfectantes por evaluacion de medio recuperado: Para esta
evaluacion se utilizo la técnica de neutralizacion y recuperacion de células viables por Dey y
Engley para medir la actividad antimicrobiana de la formulacion desinfectante. El procedimiento

es el siguiente:

1. 1 ml de cada desinfectante formulado fue afiadido en 8.9 mL de caldo neutralizante Dey
and Engley (D/E), se mezcl6 y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente.

2. Lamezcla se inoculd con 0.1 ml de cultivo microbiano de trabajo por separado y se incub6
a 37 °C durante 48 h.

3. Por consiguiente, cada tubo de cultivo se agité cuidadosamente durante 15 s, se sembraron
0,1 ml de cada mezcla de cultivo en una placa de agar D/E reciente. Por cada evaluacién
microbiana se incub6 a 37 ° C durante 48 h.

4. Después de la incubacion, se conté el organismo recuperado y se expresé como logio de
UFC/ml.



Estudio de reto microbiano: esta prueba siguio los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
para pruebas germicidas NMX-BB-040-SCFI-1999, la cual, menciona que la carga microbiana
viable inicial debe ser reducida en un 99.999% en 30 segundos de exposicion usando los

microorganismos de E. coli y S. aureus. El procedimiento para esta prueba fue el siguiente:

1. Con una pipeta estéril, 1 mL de cada suspension microbiana fue transferido a 9 mL de la
formula desinfectante que contenia 0.2% BC. Por consiguiente, se ajustaron diferentes
tiempos experimentales (0,5, 1,0, 5,0 y 10,0 min).

2. En los puntos de tiempo correspondientes, se homogeneizo6 cada suspension y se diluy6 1
ml de mezcla de cultivo con 9 ml de caldo neutralizante D / E.

3. Después se sembrd 1 ml de la solucion neutralizada y se extendid sobre placas de agar de

soya tricapseina.
Incubacion: en dos placas en condiciones aerdbicas a 35 ° C durante 48 h.

Conteo: Se cont6 el nimero resultante de colonias en crecimiento en cada placa y se calculo el

porcentaje de reduccion usando la carga microbiana inicial.
Controles:

e Positivos: microorganismos evaluados en paralelo utilizando agua desionizada.
e Negativos: desinfectantes comerciales (Lysol®; Benckiser, México y Dermocleen®; D.C.;

Degasa, México).

Estudio de difusion en agar: este estudio se evalu6 aplicando la prueba de difusién en agar bajo

los siguientes pasos:

1. Secultivaron 0.1 mL de organismos de prueba separados en placas de TSA (25 mL de TSA
liquido por placa de Petri de 100 mm).

2. Pasados 30 min, se hicieron 3 agujeros de 7 mm de diametro y 4 mm de profundidad por
plato donde se agregaron 50 uL del desinfectante de prueba correspondiente por separado
para cada organismo. Los indculos estuvieron a 37 ° C durante 24 h.

3. Conun calibre electronico digital se midieron las zonas de inhibicion y se contaron con un

contador de colonias de campo oscuro.



Preparacion de superficies

Uno de los principales objetivos del desinfectante es la impregnacion duradera de los agentes

activos en superficies inanimadas, ejemplos de estas superficies son en telas (ropa de vestir, batas

de laboratorio, cubrebocas); metales (acero inoxidable, acero, aluminio, cobre); y otros materiales

(plasticos, maderas, resinas). Para este trabajo se comprob6 la impregnacion en las fibras de un

cubrebocas quirdrgico. Para su visualizacion en el microscopio electronico, la preparacion de las

mascarillas fue la siguiente:

1.

La mascarilla utilizada es completamente nueva y se corta a una medida de 2 cm X 2 cm
para cada una de las capas.

Las muestras son colocadas en un cristalizador para evitar el contacto con otras superficies.
Se impregna cada muestra con el desinfectante formulado en forma de goteo (llustracion
10).

Cuando se seca la muestra por completo, se impregna de nuevo con el desinfectante. Este
paso se repitid 3 veces para asegurar que las muestras han sido bien impregnadas.

Las muestras se guardan en una caja Petri hasta su analisis en el microscopio electronico.

Micropipeta con
desinfectante

Muestras de la
mascarilla

/ «——  Cristalizador

llustracién 10 Muestras de mascarilla impregnadas con el desinfectante formulado (elaborado en

Biorender)
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Capitulo 4 Resultados y discusion

4.1. Formulacion general
Para la formulacion del desinfectante se realizé una revision bibliografica de los agentes quimicos
tradicionales, agentes inactivadores, y nuevas tendencias [88]. La formulacion base y su

comparacion con otros desinfectantes frecuentes en el mercado son captados en la Tabla 3.

Tabla 3 Comparacién de agentes activos, tipos y espectro

Marca Activos Tipo Espectro Referencia
Alquilo (50% C14,
Compuesto de )
40% C12, 10% C16) ) Bacterias,
Lysol o ] ] amonio ) 89
) dimetil bencil amonio ) hongos y virus
desinfectante en ) cuaternario
] sacarinato
atomizador _
Bacteria,
Etanol Alcohol ) 89
hongos y virus
Compuesto de )
Sanytol Cloruro de ) Bacterias,
) S ) cuaternario de ) 90
desinfectante didecildimetilamonio ) hongos y virus
amonio
Bacteria,
- Alcohol ) 91, 92
hongos y virus
Derivados Bacteria,
- ) 93,94
clorados hongos y virus
Bacteria,
- Surfactantes ) 95, 96
] ] hongos y virus
Cimarron
] Compuestos de )
desinfectante ) Bacterias,
- amonio ] 97, 98
) hongos y virus
cuaternario
Derivados Bacterias y
- o 99, 100
bifendlicos hongos
Metales Bacterias,
- ) ) 101, 102
nanoparticulados | hongosy virus




Como se puede observar los desinfectantes comerciales mas comunes contienen uno o dos
ingredientes activos, para los dos mostrados en la Tabla 3, el ingrediente activo es un compuesto
de amonio cuaternario de 5ta generacion y etanol. Como es conocido, el espectro de los
compuestos de amonio cuaternario abarca las bacterias, hongos y virus, pero nos son tan efectivos
contra [103].

El desarrollo del desinfectante contiene un total de siete ingredientes activos que abarca todos los
mecanismos de inactivacion de bacterias, hongos, virus y esporas (llustracion 11). Ademas de
proporcionar un tiempo mayor de actividad, ya que varios de los ingredientes activos pueden durar
mas de 24 horas de accion. El porcentaje de la formulacion base no sera presentada ya que se
encuentra bajo esquema de proteccion, sin embargo, para las primeras pruebas (pruebas de
estabilidad), Unicamente dos reactivos tuvieron una concentracion variable con el fin de observar

su comportamiento.

Micoplasmas Virus envueltos

Virus no envueltos

Gram positivas

Gram negativas Esporas fungicas

wi

<}

9

&

=]

Q .

‘g Desinfectante @ Pseudomonas Parvovirus

3]

o

S

g

< . . .

Z Rickettsiae Esporas bacterias
Chlamydiae Coccidia

PO 0 ®mooO0
O O B O

Bacterias acidas

llustracion 11 Espectro antimicrobiano teorico del desinfectante desarrollado

4.1.1. Pruebas de estabilidad
Después del procedimiento de mezclado, se continta con la observacion fisica del desinfectante.
Los parametros iniciales a inspeccionar fueron: conservacion de una fase, turbidez de la muestra,

y estabilidad a los rayos UV. Todos los parametros fueron tomados justo después de su realizacion
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y después de un mes de realizados y se calificd la apariencia de las formulaciones como mala,
moderada, buena y excelente, siendo excelente si es completamente transparente. Todas las
formulaciones se mantuvieron bajo temperaturas de laboratorio. Por consiguiente, se da una

explicacion de estos parametros:

Conservacion de fase: para el desinfectante que se planea formular, la incorporacion de todos los

reactivos debe mantenerse en una solucion homogénea.

Turbidez de la muestra: el desinfectante ideal debe ser transparente. Se calificara el grado de
transparencia como mala, moderada, buena y excelente justo después de la preparacion y un mes

después de ésta.

Estabilidad a los rayos UV: Algunos reactivos pueden ser sensibles a los rayos UV del sol y
cambiar su coloracion. Un ejemplo de estos reactivos que estan presentes en la formulacion son

las nanoparticulas metalicas.

Los resultados de estas observaciones son plasmados en la Tabla 4, donde se sefialan como mala
(-), moderada (+/-), buena (+), y excelente (++). Para el nimero de fases, se puede observar que
todas las formulaciones mantuvieron su estabilidad fisica en el momento de realizarlas y después
de un mes; inclusive contindian con una fase después de este tiempo. En cuestion de la turbidez, la
formulacion 1 y 3 presentaron cierta turbidez, sin embargo, después de 1 mes, todas las
formulaciones quedaron transparentes. Esto puede ser debido a la solubilidad de los componentes
y la hidratacion de las cadenas en los surfactantes, un fenémeno que sera explicado con mas detalle
en el capitulo “Optimizacion”. Para la estabilidad a los rayos UV hubo resultados distintos, que

son completamente dependientes de la concentracion de los reactivos variables.

Tabla 4 Resultados de pruebas de estabilidad

Inicial 1 mes
Parametros
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
NUmero de fases 1 1 1 1 1 1 1 1
Turbidez - + +/- ++ + ++ ++ ++
Estabilidad UV + ++ + ++ + ++ ++ ++




Como conclusion de estos resultados, la Formulacion 4 present6 las mejores caracteristicas, ya
que, en todos los parametros evaluados, mostré tener las adecuadas caracteristicas de un

desinfectante. Por lo tanto, las siguientes pruebas se aplicaran a la Formulacién 4.

4.2. Optimizacion
Teniendo la formulacion base, es necesario la optimizacion de ésta. La optimizacidn tiene como
proposito racionalizar la cantidad de cada reactivo mientras la integridad de la formulacion final

permanece con caracteristicas ideales.

4.2.1. Turbidez
Los resultados del software de imagen son mostrados en la Tabla 5. Las imagenes en la tabla

muestran el area definida por el liquido dentro de la botella. Como se observa, las muestras que
presentaron una turbidez mayor, el color del area es de un gris mas fuerte, ademas de que su valor
de pixel (VP) es mas alto. EI VP mas alto fue el 13.00 y el mas bajo 3.00, este ultimo, la mayor

parte de la superficie de la solucién es transparente, con excepcion de la superficie del envase.

Tabla 5 Valores en pixeles (VP) de las muestras analizadas por el software de imagenes

VP=13 VP=5.69 VP=9.03 VP=13.15
_ : 'I
o |I | oo |I ""_'3
Al I|_ = I|
I _JI = —5-;___;.&_ h B ]
VP=9.17 VP=3.49 VP=28.12 VP=13.91

VP=4.34
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VP=10.34 VP=3.42 VP=11.78 VP=7.48

Iad of ~
. -
B ‘é = o -+;-_""é.f — !_‘

4.2.1.1. Disefio

El disefio factorial es no aleatorio y los resultados fueron sintetizados en la Tabla 6. Recordando
que el valor més pequefio corresponde a una muestra transparente y conforme incrementa el valor
aumenta la turbidez de la muestra. De las dieciséis muestras, la 11 fue la que tuvo el valor mas
bajo (transparente) y la 8 el valor mas alto (turbia). Se observa que para la muestra 11, las
concentraciones del alcohol y el surfactante no idnico estuvieron en el limite méas alto, por el
contrario, el agua y el surfactante cationico en el limite mas bajo. Para el caso de la muestra 8,

todos los valores estuvieron en el limite superior con excepcion de surfactante no ionico.

Tabla 6 Resultados del disefio factorial para la turbidez

Variables independientes computadas V-arlables )
Corrida dependientes medidas

X1 X2 X3 X4 Turbidez
1 -1 -1 -1 -1 13.87£1.21
2 +1 -1 -1 -1 5.08+0.82
3 -1 +1 -1 -1 10.60+1.36
4 +1 +1 -1 -1 14.58+1.26
5 -1 -1 +1 -1 9.47+0.61
6 +1 -1 +1 -1 3.63+0.41
7 -1 +1 +1 -1 7.41+0.92
8 +1 +1 +1 -1 15.02+0.97
9 -1 -1 -1 +1 5.96+0.95
10 +1 -1 -1 +1 3.15+0.12
11 -1 +1 -1 +1 2.8310.35
12 +1 +1 -1 +1 4.35+0.03
13 -1 -1 +1 +1 11.06+0.69
14 +1 -1 Al Al 3.66+0.26
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15 -1 +1 +1 +1 12.07+0.26
16 +1 +1 +1 +1 7.33+0.96

4.2.1.2. ANOVA turbidez

Interaccion de 4 términos (Apéndice 1): Por el software utilizado (MINITAB 19), la interaccion
de 4 términos es el primer resultado para el disefio factorial propuesto. Se observa, que, el valor F
y valor P no tienen resultado, esto es debido a que no existe alguna consideracion. El objetivo de
ANOVA es encontrar qué interacciones tienen mayor impacto en el producto final, este impacto
se ve reflejado con un valor de p<0.05. En sistemas como desinfectantes, donde la turbidez es
alterada por los hidrotropos o surfactantes, la primera consideracion a realizar es excluir la

interaccion por 4 términos.

Interaccion de 3 términos (Apéndice 2): Al realizar la primea consideracion, el software arroja
los primeros valores para F y P. Se aprecia que, las interacciones lineales y las de 2 términos se
acercan a la meta de 0.05, incluso, un término en la interaccion de 2 términos presenta un valor de
0.047 (Alcohol*Agua). Por lo tanto, en el caso de la turbidez de la muestra, las interacciones de 3

términos no alteran al desinfectante, por esta razon, las interacciones de 3 términos son excluidas.

Interaccion de 2 términos (Tabla 7): Eliminando la interaccion de 4 y 3 términos, y aislando las
interacciones que presentaron un valor mas alejado de significancia, fue posible obtener un modelo
satisfactorio de turbidez (lineal = 0.036, p <0.05; 2 términos = 0.020, p <0.05). En la lineal es el
surfactante no ionico y en la de 2 terminos la combinacion de alcohol*agua, por ende, para el caso
de la formulacion, ANOVA indica que los reactivos que alteran la transparencia/turbidez son el
alcohol-agua y el surfactante no iénico. Estos resultados proporcionan una comprension de la
influencia de cada elemento o la union de estos para alterar las propiedades fisicas de la

formulacion general.

Tabla 7 ANOVA de interaccion de 2 términos para la turbidez

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 10 195.038 19.504 3.85 0.075

Lineal 4 80.437 20.109 3.97 0.081




Alcohol 1 16.892 16.892 3.33 0.127
Agua 1 16.281 16.281 3.21 0.133
S. Cationico 1 6.175 6.175 1.22 0.320
S. No i6nico 1 41.088 41.088 8.11 0.036
Interacciones de 2 términos 6 114.602 19.100 3.77 0.083
Alcohol*Agua 1 57.532 57.532 11.35 0.020
Alcohol*S. Cationico 1 2.088 2.088 0.41 0.549
Alcohol*S. No i6nico 1 6.605 6.605 1.30 0.305
Agua*S. Cationico 1 11.560 11.560 2.28 0.191
Agua*S. No iénico 1 5.736 5.736 1.13 0.336
S. Cationico*S. No i6nico 1 31.081 31.081 6.13 0.056
Error 5 25.334 5.067

Total 15 220.372

4.2.1.3. Diagrama de Pareto de efectos turbidez
El diagrama de Pareto de la llustracion 12 muestra que los resultados tienen la misma tendencia
que los de ANOVA, mostrando la combinacion de alcohol-agua, surfactante catiénico-no iénico

y el surfactante no ionico como los factores mas cruciales en la turbidez de la formulacion.



4.2.1.4.

Un complemento del diagrama de Pareto es el diagrama normal y la ecuacion de regresion
(Hustracion 13 y Ecuacion 1) ya que, ademas de proporcionar magnitud y efecto, proporciona
direccién. En otras palabras, se sabe si el factor incide positivamente o negativamente en la
formulacion general. Como se puede observar en la llustracion 13, la combinacion de alcohol y
agua y surfactante cationico tienen un efecto positivo, esto quiere decir que, al aumentar su
concentracion, aumenta la turbidez de la formulacion. Por el contrario, el surfactante no iénico por

si solo afecta negativamente a la turbidez; por lo tanto, al aumentar su concentracion, la turbidez

(la respuesta es Resultados, o = 0.05)

Término 9
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L
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h

Factor Nombre
AR A Aleohol
B Agua
C 5. Cationico
D D 5. No idnico

e
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&

2]
2

2]

=}

2 3 4

Efecto estandarizado

llustracién 12 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados de la turbidez

Efectos normales estadisticos turbidez

de la formulacion disminuye.
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(la respuesta es Resultados, o = 0.05)
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llustracién 13 Grafica normal de efectos estandarizados para la turbidez
Ecuacién 1 Ecuacion de regresion para la turbidez

Results = 7.843-1.027 EtOH+1.009 H,0+0.621 BC-1.602 TX-100+1.896 EtOH*H0-
0.643 EtOH*TX-100+0.850 H,O*BC+1.394 BC*TX-100

4.2.15. Herramienta de optimizacion MINITAB 19

El software MINITAB-19 contiene una herramienta llamada “Optimizacion”, con ella, es posible
poner un valor deseado de los resultados y ajustar los ingredientes entre el intervalo de los valores
limites en el disefio. Recordando que en el disefio la transparencia de la muestra fue para un valor

de pixel de 3.00, el valor deseado sera 3.5.

Tabla 8 Valor deseado y experimental de la herramienta optimizacién

Valores Turbidez
Valor deseado 3.5
Valor experimental 3.3
Error 5.71%

Después de preparar la solucion de acuerdo a los valores asignados por la herramienta

optimizacion, los resultados fueron plasmados en la Tabla 8. S6lo se obtuvo un error de 5.71%
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entre el deseado y el experimental, que, por inspeccion visual, imposible notar la diferencia. Por

lo que se pudo llegar a la optimizacion de todos los reactivos en cuestion de turbidez.

4.2.2. Espumado
En el caso de la produccion de espuma, el registro de los resultados es mostrados en la Tabla 9. Es
apreciable que, para la mayoria de las muestras, los niveles de espumado (NE) mas altos los

presentan las muestras con un grado de turbidez considerable.

Tabla 9 Muestras después de la medicion del espesor de la espuma y nivel de espuma (NE) en cm

NE=1.42 NE=0.05 NE=5.80 NE=0.05

NE=4.07 NE=1.18

NE=0.05

NE=1.20 NE=0.05 NE=2.50 NE=0.07
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4.2.2.1. Disefio

Para el espumado el disefio factorial siguié siendo no aleatorio y los resultados fueron sintetizados
en la Tabla 10. Después de la agitacion y esperar 5 minutos, las medidas del espesor de espuma
rondaron entre 0.05 y 6.17. Para el espesor de espuma mas pequerfio, varias muestras presentaron
este valor (2, 4, 6, 8, 9, 12, 14), coincidiendo con las muestras que presentaban el limite mas alto
del alcohol, con excepcidn de la 9. La muestra que presentd mayor espuma fue la 11 con un espesor
de 6.17 cm, seguido de la 3 (5.80 cm) y 7 (4.07), correspondiendo el valor limite mas pequefio el
alcohol y limite maximo el agua. Sin embargo, para todos los casos, se observo que la espuma no
era persistente, puesto que después de un par de horas, todas las muestras perdian la espuma

completamente.

Tabla 10 Resultados del disefio factorial para el espumado

Variables
Variables independientes computadas dependientes
Corrida medidas
1 - - “a Espesor de espuma
(cm)

1 -1 -1 -1 -1 1.42+0.51
2 +1 -1 -1 -1 0.05+0.00
3 -1 +1 -1 -1 5.80+0.61
4 +1 +1 -1 -1 0.05+0.00
5 -1 -1 +1 -1 1.67+0.29
6 +1 -1 +1 -1 0.05+0.00
7 -1 +1 +1 -1 4.07£0.82
8 +1 +1 +1 -1 1.18+0.29
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9 -1 -1 -1 +1 0.05+0.00

10 +1 -1 -1 +1 0.05+0.00
11 -1 +1 -1 +1 6.17+1.15
12 +1 +1 -1 +1 0.05+0.00
13 -1 -1 +1 +1 1.20+0.27
14 +1 -1 +1 +1 0.05+0.00
15 -1 +1 +1 +1 2.50+0.70
16 +1 +1 +1 +1 0.07+0.03

4.2.22. ANOVA espumado

Interaccion de 4 términos (Apéndice 3): Como en el caso de la turbidez, en el espumado, de
acuerdo a las condiciones del disefio factorial, la interaccion con 4 términos no arrojo valores de
Fy P, por lo que, la influencia de los 4 ingredientes a la vez no tiene un valor significativo en la

produccion de espuma.

Interaccion de 3 términos (Apéndice 4): A diferencia de la turbidez, para la interaccion de 3
términos, ninguna interaccion estuvo cerca de la condicion de 0.05, por lo que, una interaccion

entre 3 ingredientes no tiene influencia en la produccion de espuma.

Interaccion de 2 términos (Tabla 11): Al interactuar Unicamente dos términos, ANOVA revela
que los reactivos con mayor influencia son lineales. Para el caso del valor lineal, éste alcanzo el
valor de significancia, pero el de 2 vias permanecid distante de él. Al aislar las interacciones méas
lejos del valor de significancia, se obtuvo un valor mas proximo al de significancia para la
interaccion lineal (alcohol: 0.009 y agua: 0.0.31; p <0.05), pero la de 2 vias permanecio distante
del valor de significancia, por lo tanto, puede dar una primera aproximacion de que la produccion

de espuma es alcohol y agua.

Tabla 11 ANOVA de interaccion de 2 términos para el espumado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 10 78.4303 7.8430 3.58 0.086

Lineal 4 58.3144 14.5786 6.65 0.031




Alcohol 1 37.3627 37.3627 17.05 0.009
Agua 1 17.5352 17.5352 8.00 0.037
S. Cationico 1 1.1289 1.1289 0.52 0.505
S. No idnico 1 2.2877 2.2877 1.04 0.354
Interacciones de 2 términos 6 20.1159 3.3527 1.53 0.329
Alcohol*Agua 1 11.8164 11.8164 5.39 0.068
Alcohol*S. Cationico 1 3.2852 3.2852 1.50 0.275
Alcohol*S. No i6nico 1 0.6602 0.6602 0.30 0.607
Agua*S. Cationico 1 3.1952 3.1952 1.46 0.281
Agua*S. No iénico 1 0.0827 0.0827 0.04 0.854
S. Cationico*S. No i6nico 1 1.0764 1.0764 0.49 0.515
Error 5 10.9583 2.1917
Total 15 89.3886

4.2.2.3. Diagrama de Pareto de efectos espumado
El diagrama de Pareto de llustracion 14 muestra que los resultados tienen la misma tendencia que
los de ANOVA, mostrando el alcohol como el factor méas crucial, por consiguiente, el agua y la

combinacion de estos.



(la respuesta es Resultados, o = 0.05)
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llustracién 14 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para el espumado

4.2.2.4. Efectos normales estadisticos espumado

La gréfica de efectos normales estandarizados (llustracion 15) muestra los ingredientes que alteran
de mayor manera la formulacion final. Es apreciable que el alcohol, el agua y la combinacién de
estos fueron los mas importantes. Ademas de confirmar las primeras conclusiones asignadas por
ANOVA y el diagrama de Pareto, la grafica de efectos normales muestra si estos reactivos afectan
de manera negativa o positiva la produccién de espuma. Si beneficia el espumado, se dice que el
ingrediente afecta de manera positiva, en cambio, evita el espumado, el ingrediente tendra un
efecto negativo. Con esto en mente, es notable que el agua tiene un efecto positivo y el alcohol un
efecto negativo. Estas aseveraciones también son interpretadas por la ecuacion de regresion
(Ecuacion 2), donde el sentido negativo y positivo del reactivo lo proporciona el signo del

ingrediente.
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(la respuesta es Resultados, o = 0.05)
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llustracién 15 Gréfica normal de efectos estandarizados del espumado
Ecuacion 2 Ecuacion de regresion para el espumado
Results = 1.766-1.528 EtOH+1.047 H,0-0.266 BC-0.378 TX-100-
0.859 EtOH*H,0+0.453 EtOH*BC+0.203 EtOH*TX-100-0.447 H,O0*BC-0.259 BC*TX-

100

4.2.2.5. Herramienta de optimizacion de MINITAB 19
Como en el caso de la turbidez, el espumado fue puesto a prueba por la herramienta de
optimizacion. Considerando el rango obtenido por el espumado, donde 0.05 cm fue de la muestra

con el espumado mas bajo, el valor deseado fue de 0.1 cm.

Tabla 12 Valor deseado y experimental de la herramienta optimizacion

Valores Turbidez
Valor deseado 0.1
Valor experimental 0.095
Error 5.00%

Después de preparar la solucion de acuerdo a los valores asignados por la herramienta

optimizacion, los resultados fueron plasmados en la Tabla 12. El error entre el valor deseado v el
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experimental fue de solamente 5.00%, que, de igual manera, al realizar la inspeccion visual, el

espesor de la diferencia no era notoria, ademas que, la espuma no permanecia por mas de 1 minuto.

4.3. Importancia de los resultados estadisticos por disefio factorial en el
desinfectante
4.3.1. Turbidez

Con base a los resultados estadisticos, donde los reactivos con mayor influencia en la turbidez
fueron el agua, el alcohol y el surfactante no ionico, es interesante conocer a qué se deben estos
resultados. Para esto, es fundamental considerar el concepto de punto nube, ya que, describe
perfectamente la turbidez de las soluciones. El punto de nube es una caracteristica esencial en la
estabilidad de las mezclas donde los solutos interactian como un elemento que contribuye a la
turbidez de la disolucién, ejemplos de estos solutos son los surfactantes implementados (en
especial los no ionicos). Otro elemento importante es la temperatura del sistema, ya que, el

equilibrio de los surfactantes es, en parte, proporcional a la temperatura ambiental [104, 105].

Las modificaciones del punto de nube antes mencionadas, surgen de la alteracion estructural y
ambiental de una micela, que, tienen como resultado la alteracion de la estabilidad del sistema
[106, 107]. No obstante, podemos evidenciar que el color del desinfectante cambia cuando la
humectabilidad de la mezcla aumenta o disminuye, como se describe en estudios previos [108].
Curiosamente, agregando un hidrotropo a un sistema binario surfactante no idnico-agua podemos
reducir la turbidez en la solucion debido a la propiedad intrinseca de aumentar la solubilidad
dispersando los compuestos organicos en el agua. Ademas, en el desinfectante desarrollado,
explicamos que, el cambio de solubilidad se debe a la humectabilidad y efecto emulsionante que
brindan las cadenas de polioxietileno y al aumento de las micelas del surfactante no idnico
(Nustracién 16) [109]. Ademas, la incorporacion de las cadenas estructurales del surfactante no
ionico aporta una conformacion molecular importante al sistema agua-alcohol que promueve una

disolucion estable a temperatura ambiente.



- Turbidez + e® @

llustracién 16 Efecto de la humectabilidad de las cadenas polioxietileno en la turbidez

En el caso del otro surfactante (cationico), se observa (por los resultados estadisticos y visuales)
que no afecto la turbidez de la solucién, ya que, al variar la relacion no ionica, el surfactante

cationico se expresa como una constante, algo reportado con anterioridad [110, 111].

4.3.2. Espumado

A pesar que las investigaciones sobre la produccion de espuma se profundizaron hace poco tiempo,
se han tenido grandes avances respecto al entendimiento de su mecanismo. En el caso del
desinfectante en estudio, su formulacién contiene solutos que pueden ser clasificados como

promotores de la produccion de espuma, caso de éstos, son los surfactantes utilizados [112].

Retomando los resultados obtenidos por el diagrama de Pareto, la grafica normal de efectos
estandarizados y el gréfico de contornos, tenemos que, el alcohol y el agua tuvieron la maxima
relevancia en la produccion de espuma. A primera instancia, se podria pensar que, los surfactantes
tuvieran el primer lugar, sin embargo, los resultados pueden ser explicados por el concepto de
drenado (drained) en espumas; este concepto describe a la espuma como una red lamelar de aire,
surfactante y liquido [113]. Para el proceso de formado de la espuma, el aire inyectado a la solucion
por métodos mecanicos, como el mezclado de los reactivos y propiamente al agitado usado para

este trabajo, se transforman en burbujas, que a su vez tienden a subir a la superficie debido a su



densidad. Sin embargo, estas burbujas son envueltas por el surfactante debido a su estructura. Las
burbujas se van agrupando hasta generar lo que se conoce como espuma, entre la espuma se pueden
observar un canal que divide una burbuja de otra, este canal estd formado de la disolucion
(Hustracion 17) [114, 115]. El concepto de drenado menciona que, dependiendo de las
caracteristicas de la solucion, por ejemplo, su viscosidad, aumentara o disminuira la rapidez con
la que estos canales se vacian, haciendo que el espacio entre cada burbuja se vaya reduciendo hasta

el punto que sea imposible la subsistencia de la fase lamelar [116].

Disolucion

llustracién 17 Partes de la espuma y fendmeno de drenado

Como se abordd, la baja viscosidad incrementa la rapidez del drenado de los canales, por lo tanto,
el aumento de la cantidad de alcohol (un hidrotropo) en la mezcla final reduce la viscosidad por
tensidn superficial, explicando porque el incremento de alcohol tiene un efecto negativo para la
produccion de espuma. A su vez, analizando el segundo reactivo con mayor importancia para el
espumado (agua), se atribuye su influencia positiva precisamente al reducir la concentracion del

hidrotropo en la solucion final.

Haciendo una relacion entre los resultados estadisticos y visuales de las muestras (Tabla 5), se

Ilegd a la aseveracion de que las muestras con mayor turbidez presentaban mayor produccion de
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espuma. Si bien, una explicacién de esto se puede hacer con los puntos mencionados
anteriormente, otra posible explicacion es ilustrada por los diagramas ternarios, donde se observa
que, generalmente, el agua y los surfactantes no i6nicos son miembros ordinarios; en cambio, la
concentracion micelar critica es casi significativa para el porcentaje de agua [117, 118]. El
espumado esté relacionado con la proximidad del punto de enturbiamiento, donde hay dos fases,
una con un alto grado de micelas y otra con un bajo grado actuando como bloqueador de la

formacion de espuma [118].

Pruebas microbioldgicas

¢Por qué los siguientes microrganismos? De acuerdo a la Tabla 13, para probar la eficacia de los
desinfectantes se propusieron cuatro bacterias; tres Gram negativas (E. coli, K. pneumonieae, P.
aeruginosa) y una Gram positiva (S. aureus), en conjunto con una levadura (C. albicans).
Relacionando los microrganismos usados en esta prueba con los que provocan las infecciones
nosocomiales en hospitales mexicanos de acuerdo a los datos recolectados, se observa que, el
espectro representa el 71% de las infecciones nosocomiales en hospitales mexicanos de tercer

nivel, por lo tanto, el desinfectante formulado abarcara un espectro importante.

Tabla 13 Microorganismos evaluados y su impacto en las infecciones nosocomiales

Posicion en las
Nombre Tipo Causas a la salud infecciones

nosocomiales

C. albicans (hongo diploide) Hongo Candidiasis 9%

E. coli (Gram negativa) Bacteria diarrea 24%

Infecciones del tracto
urinario, neumonias,
K. pneumonieae (Gram ) sepsis, infecciones del
) Bacteria N 9%
negativa) tejido blando e

infecciones de herida

quirdrgica

. ) Infecciones cutaneas y
S. aureus (Gram positiva) Bacteria 14%
de las mucosas

P. aeruginosa (Gram ) o
) Bacteria Dermatitis 15%
negativa)




Desafio microbiano

Una caracteristica de suma importancia de la eficacia de los desinfectantes es su viabilidad de
reduccion integral del 99,999% durante un maximo de 30 s. En base a esto, aplicamos la prueba
de desafio microbiano para la formulacion seleccionada, lo que resulté en una reduccion del

99.999% para los microorganismos evaluados.

Halo de inhibicion
Para este analisis, las muestras fueron tejidos de mascarillas impregnados con los desinfectantes.

La nomenclatura usada en las lustraciones 18 y 19 es la siguiente:

Las diferencias significativas marcadas con asteriscos o arroba representan que hubo evidencia

que realmente representa una diferencia entre los cultivos.

@: diferencias significativas entre desinfectantes.

*: sugiere cambios estadisticos, pero no permite ser significativo, ya que un dato puede caer en el
diametro del otro.

**: indica cambios contra un desinfectante.

***: indica diferencias considerables contra un desinfectante

Los graficos muestran los halos de inhibicion en milimetros, separados por microrganismos y
comparados por desinfectantes comerciales, donde la difusion del desinfectante y la diferencia de
concentracion a la distancia (mayor concentracion en el centro de la muestra) expresan la

disminucion del crecimiento de las colonias en las cajas Petri.

De forma general, el incremento de la concentracion del surfactante cationico incrementa
significativamente la actividad microbiana, concluyendo que, el incremento del surfactante
cationico juega un papel importante en la inhibicion microbiana, teniendo resultados equiparables
con dos marcas comerciales; y en algunos microrganismos, superiores a estas marcas. Si se

analizan los resultados por microorganismo, tenemos que:

C. albicans: Se observo que el incremento de la concentracion del surfactante cationico influy6 en
la expansion del diametro del halo de inhibicién, incrementando de 10 mm a 18 mm, superando a

los desinfectantes comerciales.



E. coli: De la misma manera que para C. albicans, en E. coli, el incremento de la concentracion
del surfactante cationico incrementd el halo de inhibicion de 10 mm a 15 mm, superando al
desinfectante Lysol a partir de la concentracion de 0.1, pero siendo superado por D.C. con un halo

de inhibicion de 17 mm.

K. pneumoniae: A diferencia de los anteriores microorganismos, para la K. pneumoniae, el
incremento de la concentracién no influyd en la actividad microbiana, incluso, la menor
concentracion fue la que dio mejor resultado (40 mm). Ademéas de no haber superado a los
desinfectantes comerciales. No obstante, se aprecia que el rango del grafico es 2 a 3 veces mayor
al rango de C. albicans y E. coli, hablando de la poca resistencia que tiene esta bacteria frente a

los desinfectantes a prueba.

S. aureus: De la misma manera que para K. pneumoniae, S. aureus mostré un rango de halo de
inhibicion hasta los 40 mm, donde si incrementd la actividad microbiana por aumento de la
concentracion del surfactante cationico. Teniendo 25 mm para 0.05% hasta 28 mm para 0.2% de
surfactante catiénico. Comparando los resultados con los otros desinfectantes, se aprecia que sus

resultados son equiparables.

P. aeruginosa: Para esta bacteria, la resistencia frente a los desinfectantes aumento, ya que el rango
del diametro disminuy6 a 20 mm y el incremento de la concentracion del surfactante cationico no
mostro una influencia consistente, siendo el mejor valor para la concentracion menor (15 mm). Sin
embargo, para esta bacteria, el desinfectante formulado presenté mejor resultados que los

desinfectantes comerciales.
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llustracién 18 Halo de inhibicién (mm) para diferentes concentraciones del surfactante catiénico y
desinfectantes comerciales

Unidades formadoras de colonias

Para los resultados de las unidades formadoras de colonias, la concentracion méas alta de
surfactante cationico mostré nulo crecimiento para todos los microorganismos evaluados. En
cambio, para concentraciones inferiores, se presenta algin tipo de crecimiento. Esto se puede

justificar en funcién a los resultados obtenidos.
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C. albicans E. coli

CFU/mL (Log,g)
R
CFU/mL (Log,o)

K. pneumonieae S. aureus

n.s

CFU/mL (Log,o)
N

P. aeuroginosa

lustracion 19 Logio Unidades formadoras de colonias para diferentes concentraciones del surfactante
cationico y desinfectantes comerciales

Sinergia
Nanoparticulas

UV-Vis
La técnica de caracterizacion de UV-Vis, es obligatoria en el analisis de nanoparticulas, ya que da
el primer indicio de la presencia de la nanoparticula del elemento buscado debido a la excitacion

del plasmon de resonancia.

56



5.000

4.000

3.000

Abs.

2.000

1.000

0.000 L L
200.00 400.00 600.00 800.00
nm.

Absorbancia: 3.551
Longitud de onda: 405 nm
lustracién 20 Espectro UV-visible para las nanoparticulas sintetizadas
Como se muestra en la llustracion 20, en el intervalo seleccionado (200 nm — 800 nm), se observa
un pico definido con una absorbancia de 3.551 a una longitud de onda de 405 nm comprobando la
presencia de nanoparticulas del elemento esperado. Ademas de la presencia de nanoparticulas, se
puede suponer que la muestra contiene nanoparticulas con un tamafio uniforme debido al ancho
de la curvay que la utilizacion del agente reductor y estabilizador fueron ideales, ya que en la parte

organica del espectro (200-300), no hay picos que opaquen al pico de 405 nm.

DLS
Los resultados obtenidos por la técnica de barrido de luz dindmico son esenciales en la
caracterizacion de nanoparticulas, ya que proporcionan la estabilidad, tamafio, carga, movilidad,

hasta un acercamiento de su forma, caracteristicas imprescindibles de un coloide (llustracion 21).
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llustracién 21 Distribucion de tamafio de particula para las nanoparticulas sintetizadas
Los resultados arrojaron un tamafio de particula de 2.32 nm, siendo su distribucion uniforme, ya
que el 100% se encuentra en este rango. Siguiendo el criterio que, para un sistema coloidal, una
buena estabilidad se obtiene con un potencial Z > £30 nm, la estabilidad de las nanoparticulas
sintetizadas es excelente, ya que, se obtuvo un potencial Z de 44.6 mV. También, la polaridad
obtenida es la ideal, ya que, al ser negativa, seguramente por los grupos hidroxilo del agente
estabilizador, pueden funcionar como anclaje en las superficies lipidicas de bacterias y virus con

envoltura (membrana lipidica con carga positiva).
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llustracion 22 Espectro infrarrojo del agente reductor, estabilizante y nanoparticulas

Tabla 14 Longitudes de onda con tipo de bandas para el agente reductor

Reductor .

Banda Tipo de banda
(cm-1)
1695.95 C=0 Acidos carboxilicos aromaticos
1606.52 Cc=0 Sales carboxilicas
1310.51 C-0 Acidos carboxilicos
1178.82 C-X Fluoralquenos
1018.64 C-0 Alcoholes primarios

Tabla 15 Longitudes de onda con tipo de bandas para el agente estabilizador

Estabilizador )
Banda Tipo de banda
(cm-1)
1582.12 Cc=0 Sales carboxilicas
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1388.12 C-H Alquil metil
1279.69 C-H Alquil metil
592.07 C-X Bromoalcanos

Tabla 16 Longitudes de onda con tipo de bandas para las nanoparticulas

Nanoparticulas de Ag ]
Banda Tipo de banda
(cm-1)
1744.5 C=0 Aldehido o quetona
1582.24 C=0 Sales carboxilicas
1394.0 C-H Alquil metil
1256.50 C-H Alquil metil

Los picos mas importantes de los espectros de los surfactantes utilizados y las nanoparticulas
(HNustracion 22) son plasmados en las Tablas 14 - 16. Analizando el espectro correspondiente a las
nanoparticulas, se observa que se conservan los picos de 1744.5 (C=0, aldehido o quetona)
correspondiente al reductor y 1582.12 (C=0; sales carboxilicas) correspondiente al estabilizador.
Este resultado no solo da indicios al recubrimiento del agente estabilizador de las nanoparticulas,
sino de la formacién de un posible complejo agente reductor-agente estabilizador, como se ha

reportado anteriormente en sintesis de Ag por via bottom-up [119, 120].
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lustracién 23 Espectro infrarrojo del surfactante no ionico, catiénico, nanoparticulas y desinfectante
formulado

Tabla 17 Longitudes de onda con tipo de bandas para el surfactante no iénico

Surfactante no iénico

(cm-1) Banda Tipo de banda
1247.52 C-0 Acidos carboxilicos
1098.48 C-O Esteres

946.03 C-H Vinil alcanos trans disustituidos
830.34 C-H Vinil; alcanos trisustituidos




Tabla 18 Longitudes de onda con tipo de bandas para el surfactante cationico

Surfactante cationico )
Banda Tipo de banda
(cm-1)
1635.5 Cc=C Aromatico
1458.13 Cc=C Aromatico
1032.17 C-X Fluoralcano ordinario
Aromatico, benceno mono

727.04 C-H .

sustituido

Tabla 19 Longitudes de onda con tipo de bandas para el desinfectante

Desinfectante Banda Tipo de banda
1609.5 Cc=C Aromatico
1469.4 c=C Aromatico
1246.1 c-0 Acidos carboxilicos
1106.0 C-O0 Alcoholes secundarios

La combinacion de los surfactantes se ve reflejada en todo el espectro del desinfectante formulado
(Hustracion 23). Los picos correspondientes al surfactante no idnico presentes en el desinfectante
son en 1245.5 (C-0O; é&cidos carboxilicos) y 1106.0 (C-O; alcoholes secundarios); y para el
surfactante no idnico son en 1609.5 (C=C; aromatico) y 1469.4 (C=C; aromatico) (Tablas 17 - 19).

La sinergia de sistemas surfactante cationico-surfactante no idnico, en especial, en la formacion
de micelas, no ha sido tan estudiada como los surfactantes aniénicos, no obstante, algunos trabajos
han llegado a la conclusion que estos sistemas contribuyen a la formacion de monocapas mixtas
influenciadas por la longitud de la cadena hidrofoba del surfactante cationico y la fraccion molar
total inicial en las soluciones mixtas afectando su reparto. El efecto de dilucion tras la mezclay un
gran numero de interacciones atractivas de Van der Waals entre partes hidrofobas vecinas se

atribuye como el factor principal de sinergia en el proceso de la mezcla [121, 122].

Impregnacion en mascarillas
Observaciones de la mascarilla: al realizar la prueba de impregnacion, se observo que las capas

de la mascarilla son superhidrofébicas con el objetivo de evitar la adherencia de saliva o liquidos



en cualquiera de sus superficies, siendo un método fisico de prevenir contaminacion
microbioldgica. Debido a esta superhidrofobicidad, desinfectantes acuosos tendrian problemas al
tratar de ser incorporados a la mascarilla, sin embargo, la incorporacion de un hidrotropo (uno de
los ingredientes activos en la formulacion) ayudo a la impregnacion de los ingredientes activos

debido a la reduccién de la tension superficial.

Microscopio electrénico de barrido: Para verificar la impregnacion de los agentes activos del
desinfectante en superficies, se analiz6 por microscopio electrénico las fibras de una mascarilla

comercial de tres capas de polipropileno (llustracion 24).

Capa de
polipropileno no

TN tejido

Filtro de alta
densidad

Capa de
«— polipropilenono

/ tejido

lustracién 24 Capas y materiales de la mascarilla impregnada (elaborado en Biorender)

Los resultados a 200X, 10 Kv (llustraciones 25 - 27) muestran que las fibras exteriores tienen la
misma medida, en cambio la interior (blanca gruesa), sus fibras son méas pequefias comprobando
lo establecido por el proveedor, que las capas exteriores son de polipropileno no tejido y la interior

un filtro de alta densidad.

En todos los casos las fibras lucen impregnadas, que, de acuerdo con los resultados del EDX se

puede deducir que la mayor parte de lo impregnado es por surfactantes. Un acercamiento a estas
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fibras (10 Kv, 40 KX), se observan las nanoparticulas en la formulacién de tamafios menores a 40

nm, y confirmandose que son nanoparticulas de Ag por EDX.

Enfatizando los tamafios de las nanoparticulas vistas por el SEM, es notorio que existe una
diferencia considerable que el obtenido por DLS. Esta diferencia de tamafio se explica al entender
la diferencia del medio en que se encuentran, ya que las nanoparticulas se encuentran en una
solucion preparada que es agregada a la formulacion final del desinfectante. Por lo tanto, los
surfactantes pudieron interactuar con las nanoparticulas brindandoles otro tipo de recubrimiento o
aglomerandolas para formar una nueva, pero de tamafio menor a 40 nm. Esto es algo benéfico por
dos razones principales, la primera, los surfactantes pueden funcionar como anclaje en las
superficies (visto en las imagenes del SEM) y en bacterias o virus envueltos. La segunda ventaja
es que el tamafio no excedid los 50 nm, tamafio deseado en aplicaciones médicas. Ademas, no se
puede despreciar, que existan nanoparticulas con tamafios inferiores, como los obtenidos en la
caracterizacion por DLS, solo que no pudieron ser definidas por microscopio electrénico debido a

su tamafio y la baja conductividad de las fibras de la mascarilla.

L=29.50 nm
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L=31.02 nm oo

i

L =34.71 nm

-

L = 39.45 nm

SEM HV: 10.0 kV Det: BSE SEM HV: 10.0 kV Det: BSE LYRA3 TESCAN
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llustracién 27 Micrografia y EDX de Fibra de alta densidad blanca gruesa
Los resultados aqui mostrados son de gran importancia porque se observa la incorporacion de
ingredientes activos en un accesorio que ya tiene la funcion de proteger de la transmision de
enfermedades por medio de una obstruccion fisica y superhidrofobicidad, con esto incrementando

el poder de proteger a una persona de contagios.

También indica que la formulacion podréd impregnarse perfectamente en otros tejidos (ya que la
mayoria en el mercado no tienen la propiedad superhidrofébica) y superficies, protegiendo por un
periodo de tiempo (surfactante y nanoparticulas).

Distribucién

Sien el futuro, el desinfectante formulado se comercializa, su distribucién/envasado se recomienda
en forma de atomizador, espuma y nebulizador. Estos sistemas tienen la intencion de abarcar
diferentes lugares. El atomizador para desinfectar superficies cercanas; la espuma por su facil

transporte y el nebulizador para espacios amplios.

Con pruebas rapidas en diferentes contenedores (atomizador, espumador, y nebulizador) se

Ilegaron a las siguientes observaciones:

Atomizador: La formulacion se comporta perfectamente, utilizado como atomizador de mano, el

desinfectante no irritd la piel, no mancha las superficies o provoca corrosion.



Espumado: En este caso, para producir espuma, la formulacién tuvo que ser diluida, 50%
desinfectante-50% agua. La formulacion se comporta perfectamente, la espuma es consistente y

no presenta irritacion para la piel.

Nebulizador: La formulacion se comporta perfectamente, el nebulizador utilizado puede dispersar
el desinfectante de manera éptima, pudiendo desinfectar un area grande con una cantidad pequefia.
El nebulizador en la prueba tiene la capacidad de 20 L, y con este volumen se pudo nebulizar una
superficie de 350 m2. Sin embargo, es necesario esperar un tiempo (15 min) para que el
desinfectante asiente, ya que el inhalarlo puede resultar molesto en la garganta para las personas,

este olor o molestia es debido al alcohol que contiene la formulacion.

Costo
La comparacidon del costo para su elaboracion es importante, ya que necesita competir con otros

en el mercado. La Tabla 20 muestra el precio de desinfectantes comunes:

Tabla 20 Comparativo de desinfectantes en el mercado, precio por volumen

Nombre Volumen (ml) Precio (MXN) Referencia
Lysol Spray desinfectante 650 $75.00 Walmart
Wiese DC 226 $138.00 SAMS
Sanytol 750 $299.00 COSTCO
Mr Musculo desinfectante 650 $49.00 Walmart
Spray desinfectante
60 $54.99 Waldos
Cloralex
Desinfectante
650 $120.00 -

desarrollado

En la Tabla 20 se muestran desinfectantes habituales encontrados en mercados del pais. Se observa
que el precio de los desinfectantes es variado y depende de factores como calidad, volumen y
tienda. La presentacion mas comun es la de 650 ml, con un rango de precios entre $75.00 y casi
$300.00, por lo que, el precio del desinfectante desarrollado se mantiene en los margenes de lo
razonable. Por experiencia de la pandemia de COVID-19 vivida al tiempo que se realizo esta tesis,
el empleo de desinfectantes en cualquiera de sus modalidades se volvid un requisito indispensable,

ya que fueron condiciones para que ciertos lugares pudieran abrir. Por esta razon, la venta de



desinfectantes se elevd desmesuradamente por lo que, es comun ver en el mercado no formal,
desinfectantes con un valor menor al mostrado en la Tabla 20. No obstante, la calidad y efectividad
de estos esta en duda. Por lo que, una ventaja competitiva que tendria el desinfectante desarrollado

es la ciencia, pruebas y estudios que lo sustentan.



Capitulo 5 Conclusiones

Siguiendo la estrategia planteada en el capitulo 2, se pueden establecer las siguientes conclusiones

para cada seccion de este trabajo:

Fase 1: La optimizacion de la formulacion presentd mdaltiples ventajas, abarcando el
entendimiento de cada ingrediente, la correcta utilizacion de los ingredientes, y la comprension de
la fisicoquimica de los sistemas, que tienen su maxima relevancia, en la fase de desarrollo y
escalamiento. La utilizacion de cada ingrediente no super6 la concentracion recomendada en las
fichas técnicas, ademas que, para el porcentaje de alcohol, se llegd a una reduccion considerable
clasificado como efectivo, haciendo que su precio (ya que el costo del alcohol se elevd por la

pandemia) y dependencia de un agente activo se redujeran.

En cuestion de las herramientas usadas para la optimizacion, se propuso un nuevo método con un
software de imagen (IMAGE), que proporcion0 una ventaja considerable a los sistemas habituales
que son por absorbancia, tomando en cuenta el nimero de experimentos usado en el disefio

factorial.

Fase 2: Las tres areas analizadas en la fase 2 (amplio espectro, sinergia y permanencia en
superficies) fueron llevadas con éxito, puesto que en cada una de ellas se pudo comprobar la
efectividad del desinfectante. El desinfectante formulado pas6 con éxito la prueba de halo de
inhibicién y unidades formadoras de colonias en la concentracion mas alta de surfactante cationico,
comparandose con los desinfectantes en el mercado mas famosos. Dando un paréntesis en la
emergencia de salud vivida en el afio en que se escribi0 esta tesis, los microrganismos evaluados
orientados a las infecciones nosocomiales y la efectividad antimicrobiana que presentd el
desinfectante formulado, promueven el frenado del SARS-CoV-2, siendo este virus, un
microrganismo que ha adquirido un lugar importante en las infecciones nosocomiales de los

hospitales del mundo.

Con los analisis de espectroscopia infrarroja, se comprobd la sinergia de los reactivos utilizados,
teniendo nanoparticulas altamente estables y con un tamafio que esta comprobado que realiza su
mecanismo de accién antimicrobiana, ademas de un sistema micelar surfactante cationico-no
i6nico que desarrolla un complejo que funciona como enlace entre las superficies y las

nanoparticulas.



El andlisis de microscopia de barrido electronico demostrd la correcta impregnacion en un material
dificil de impregnar puesto que tiene caracteristicas hidrofobicas, dando indicios que su

impregnacién sucedera en otras superficies inanimadas.

Fase 3: Comparando el costo del desinfectante formulado con los encontrados actualmente en el
mercado, el costo es un porcentaje mas alto, algo entendible ya que, se exploraron alternativas en
agentes activos. Como es habitual en reactivos con nuevas tecnologias, el costo es mas elevado,
puesto que, la produccion es reducida comparada con los que dominan el mercado y la
inexperiencia de la manufactura con éstos. Es un hecho que la sustitucion o incorporacién de uno
0 mas agentes en un producto ya distribuido es complicado por todas las variables a considerar,
por lo tanto, el tiempo para que un producto contenga nuevos agentes en su formulacion puede

durar afios.

Otro punto importante que interviene en el incremento del precio de nuevas tecnologias es la
facilidad de adquirirlo, normalmente su distribucion y venta comienzan en paises desarrollados,
ya que son los que restringen el uso de reactivos clasicos debido a posibles problemas con la salud
y el medio ambiente o por el hecho de tener mejores caracteristicas que los anteriores. En todo
caso, el costo del producto ha sido justificado por la eficiencia que present6 en las pruebas tanto

fisicogquimicas como microbioldgicas.
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Apéndice

Apéndice 1 ANOVA de turbidez de 4 términos

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 15 220.372 14.6915 * *
Lineal 4 80.437 20.1092 * *
Alcohol 1 16.892 16.8921 * *
Agua 1 16.281 16.2812 * *
S. Cationico 1 6.175 6.1752 * *
S. No ionico 1 41.088 41.0881 * *
Interacciones de 2 términos 6 114.602 19.1003 * *
Alcohol*Agua 1 57.532 57.5322 * *
Alcohol*S. Catidnico 1 2.088 2.0880 * *
Alcohol*S. No iénico 1 6.605 6.6049 * *
Agua*S. Catidnico 1 11.560 11.5600 * *
Agua*S. No ionico 1 5.736 5.7360 * *
S. Cationico*S. No iénico 1 31.081 31.0806 * *
Interacciones de 3 términos 4 25.020 6.2551 * *
Alcohol*Agua*S. Cationico 1 0.292 0.2916 * *
Alcohol*Agua*S. No ionico 1 14.938 14.9382 * *
Alcohol*S. Cationico*S. No ionico 1 9.579 9.5790 * *
Agua*S. Cationico*S. No ionico 1 0.212 0.2116 * *
Interacciones de 4 términos 1 0.314 0.3136 * *
Alcohol*Agua*S. Cationico*S. No ionico 1 0.314 0.3136 * *




Error 0 * *
Total 15 220.372

Apéndice 2 ANOVA de turbidez de 3 términos
Fuente GL | SCAjust. MC Ajust. | ValorF | Valorp
Modelo 14 220.059 15.7185 50.12 0.110
Lineal 4 80.437 20.1092 64.12 0.093
Alcohol 1 16.892 16.8921 53.87 0.086
Agua 1 16.281 16.2812 51.92 0.088
S. Catibnico 1 6.175 6.1752 19.69 0.141
S. No iénico 1 41.088 41.0881 131.02 0.055
Interacciones de 2 términos 6 114.602 19.1003 60.91 0.098
Alcohol*Agua 1 57.532 57.5322 183.46 0.047
Alcohol*S. Catidnico 1 2.088 2.0880 6.66 0.235
Alcohol*S. No iénico 1 6.605 6.6049 21.06 0.137
Agua*S. Cationico 1 11.560 11.5600 36.86 0.104
Agua*S. No iénico 1 5.736 5.7360 18.29 0.146
S. Catiénico*S. No iénico 1 31.081 31.0806 99.11 0.064
Interacciones de 3 términos 4 25.020 6.2551 19.95 0.166
Alcohol*Agua*S. Catidnico 1 0.292 0.2916 0.93 0.512
Alcohol*Agua*S. No ionico 1 14.938 14.9382 47.63 0.092
Alcohol*S. Cati6nico*S. No iénico 1 9.579 9.5790 30.55 0.114
Agua*S. Catiénico*S. No idnico 1 0.212 0.2116 0.67 0.562




Error 1 0.314 0.3136
Total 15 220.372
Apéndice 3 ANOVA de espumado de 4 términos
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 15 89.3886 5.9592 * *
Lineal 4 58.3144 14.5786 * *
Alcohol 1 37.3627 37.3627 * *
Agua 1 17.5352 17.5352 * *
S. Catibnico 1 1.1289 1.1289 * *
S. No ibnico 1 2.2877 2.2877 * *
Interacciones de 2 términos 6 20.1159 3.3527 * *
Alcohol*Agua 1 11.8164 11.8164 * *
Alcohol*S. Catidnico 1 3.2852 3.2852 * *
Alcohol*S. No iénico 1 0.6602 0.6602 * *
Agua*S. Cationico 1 3.1952 3.1952 * *
Agua*S. No ionico 1 0.0827 0.0827 * *
S. Cationico*S. No i6nico 1 1.0764 1.0764 * *
Interacciones de 3 términos 4 9.8294 2.4573 * *
Alcohol*Agua*S. Cationico 1 6.4389 6.4389 * *
Alcohol*Agua*S. No i6nico 1 0.1702 0.1702 * *
Alcohol*S. Catiénico*S. No ionico 1 0.1139 0.1139 * *
Agua*S. Catiénico*S. No idnico 1 3.1064 3.1064 * *




Interacciones de 4 términos 1 1.1289 1.1289 * *
Alcohol*Agua*S. Cationico*S. No idnico 1 1.1289 1.1289 * *
Error 0 * *
Total 15 89.3886
Apéndice 4 ANOVA de turbidez de 3 términos
Fuente GL | SC Ajust. MC Ajust. | Valor F | Valorp
Modelo 14 88.2597 6.3043 5.58 0.321
Lineal 4 58.3144 14.5786 12.91 0.205
Alcohol 1 37.3627 37.3627 33.10 0.110
Agua 1 17.5352 17.5352 15.53 0.158
S. Catibnico 1 1.1289 1.1289 1.00 0.500
S. No ibnico 1 2.2877 2.2877 2.03 0.390
Interacciones de 2 términos 6 20.1159 3.3527 2.97 0.417
Alcohol*Agua 1 11.8164 11.8164 10.47 0.191
Alcohol*S. Catiénico 1 3.2852 3.2852 291 0.338
Alcohol*S. No iénico 1 0.6602 0.6602 0.58 0.584
Agua*S. Cationico 1 3.1952 3.1952 2.83 0.341
Agua*S. No ionico 1 0.0827 0.0827 0.07 0.832
S. Catiénico*S. No iénico 1 1.0764 1.0764 0.95 0.508
Interacciones de 3 términos 4 9.8294 2.4573 2.18 0.465
Alcohol*Agua*S. Cationico 1 6.4389 6.4389 5.70 0.252
Alcohol*Agua*S. No ionico 1 0.1702 0.1702 0.15 0.764




Alcohol*S. Catiénico*S. No ionico 1 0.1139 0.1139 0.10 0.804
Agua*S. Cationico*S. No idnico 1 3.1064 3.1064 2.75 0.345
Error 1 1.1289 1.1289
Total 15 89.3886
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Galeria relacionada
Desarrollan investigadores cimarrones sanitizante para prevenir contagios
de COVID-19

http://gaceta.uabc.mx/notas/academia/desarrollan-investigadores-cimarrones-sanitizante-para-

prevenir-contagios-de-covid
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Anexo 5

BRINDAN PROTECCION A LA COMUNIDAD UNIVERSITARIA

Rocian desinfectante Cimarron
en espacios publicos de la UABC

Se realiz6 la desinfeccion de la Uni-
dad Universitaria Mexicali I de la
Universidad Autonoma de Baja Ca-
lifornia (UABC) por parte del Insti-
tuto de Ingenieria, bajo la direccién
de Mario Alberto Curiel Alvarez, con
el objetivo de brindar una proteccion
adicional a los trabajadores univer-
sitarios y personas de lacomunidad
que hacen uso de las areas publicas
de la institucion.

Cercade 100 litros de sanitizante
Cimarron concentrado fueron ro-
ciados utilizando motobombas de
aspersién, comento el doctor Curiel
Alvarez, quien agrego que se cubrie-
ron entradas y exteriores de los edi-
ficios, asi como parada de autobuses,
banquetas y lugares donde exista po-
sible concentracion de individuos.

En esta ocasion se formul6 una
variacion de amplio espectro y lar-
ga duracion del sanitizante Cima-
rron, con base en cuaternarios de
séptima y cuarta generacion con
nanoparticulas de plata, cobre y

A CONCIENCIA. ,
CADAUNIDAD RECIBIO
OTRO TIPO DEANTI-
SEPTICO PARA AULAS
Y LABORATORIOS.

dioxido de titanio, fabricadas en el
laboratorio del Instituto de Inge-
nieria de la UABC.

http://imageninstitucional.uabc.mx/node/67910

- iem. Elliquido limpiador se aplicé mediante motobombas de aspersion.

FOTOY: UABC/UDEG

Por su parte, Benjamin Valdez Salas,
jefe del Departamento de Corrosion
y Materiales Avanzados del Instituto,
senalo: “Esta variacion del sanitizan-
te Cimarron esta disefiada para una
duracion de tres semanas y mientras
no haya un lavado excesivo en estas
areas, la duracion se puede extender
atres meses, la idea es continuar des-
pués con una dosis mas diluida y que
el campus se mantenga sanitizado”.
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Background: The COVID-19 pandemic is requesting highly effective protective personnel
equipment, mainly for healthcare professionals. H , the d d has exceeded
the supply chain and, consequently, shortage of essential medical matenals, such as surgical
masks. Due to these alarming limitations, it is crucial to develop effective means of disin-

fection, reusing, and thereby applying icrobial shielding p 10 the cl |
supplies

Purpose: Therefore, in this work, we developed a novel, economical, and straightforward
pproach to p imicrobial activity to surgical masks by impregnating silver nano-
particles (AgNPs)

Methods: Our swrategy d of fabricating & new alcohol disinfi f I
combining special surfactants and AgNPs, which is d d to be ly effective

8 a broad ber of
Results: The p nano-fi L

bial surrogates of SARS-CoV-2.

d a superior microbial reduction of 99.999%
8 a wide ber of Furthermore, the enveloped HSNI virus was
wholly inactivated after 15 min of disinfi Far more ve, the hod for
reusing surgical masks did not show of d I d suggestng that
the protocol does not alter the filtration effectiveness.

Conclusion: The disinf provides a valuable strategy for effective decontamina-
ton, reuse, and even antimicrobial promotion to swigical masks for frontline clinical
personnel

Keywords: surgical mask, sntimicrobial, SARS-CoV-2, nanobiotechnology, COVID-19,
nanoparticles

P

Introduction

The current alarming pandemic outbreak-associated to the new severe acute respira-
tory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) results in coronavirus discase 2019
(COVID-19). In worst cases, the COVID-19 causes a severe respiratory discase,
which could lead to the death of the patients." Despite COVID-19 reported a lower
fistality rate than other SARS-based coromaviruses,' the global impact regarding
SARS-CoV-2 outstands in its exceptional ability to spread m different communities
efficiently. COVID-19 can lead patients to critical ills or, in the worst scenanio, to
severe secondary infections by opportunistic microorganisms,” ¥ even when using
several protection schemes." ™ Furthermore, SARS-CoV-2 could be present in

Emad benval@uabe.odu.mx asymptomatic infected populations, but with a potential probability to transmit
ot g masnmone Internatonal Journal of Nanomedicine 202116 2689-2702 2689
v FivyinD © M1 et o T o ¢ et s bt by B e s L T s of W s o sl g s
o R e e ) Lamema rasd opernd 1] 6] Lovos Sy W) By ey

- L e e e e T L NPy et et v

D B e B

[ 2 L




dicine downloaded from hitps//www.dovepress comv by 148231.124.196 on 22-May-2021
For personal use only.

& Journal of N

Valdez-Salas et al

Dovepos

this viral agent.” Therefore, it is imperative to develop
novel and outstanding protective strategies in order to
reduce or avoid the transmission of this lethal infection
discase.

A cntical impact factor raised by the COVID-19 out-
break has been the international dwindled supply chain of
protective masks and respirators,'” which are fundamental
to guard healthcare personal and the community.
Moreover, the traditional manufacturer design of medical
surgical masks is limited to a single use, which strongly
influences the items reduced availability. Therefore,
a contemporary challenge is an imperative mean to
develop efficient decontamination and antimicrobial pro-
tocols that can be universally accessible. Several deconta-
mination processes have been applied to reuse surgical
masks and respirators, mcluding UV germicidal irradia-
tion, cthylene oxide, dry and steam stenlization in the
autoclave, and ionized hydrogen peroxide.'®'* However,
it is important to highlight that those strategies are expen-
sive; some require high-trained personnel, could result in
detnmental effects to the masks and are not universally
available in hospital installations as well for the social
community, Consequently, an exemplary method 15 one
that 1s simultancously rigorous enough to afford maximal
decontammation and yet provides antimicrobsal activity.
Interestingly, the textiles of the masks must be effectively
decontaminated, incorporating human-safe antimicrobal
agents, mn order to avoid persistent microorganisms (eg,
spore-forming bacteria) on the masks." Nanotechnology
has offered a substantial platform to design high surface-to
-volume ratio configured materials capable of being fine-
tuned for surface textiles, to achieve an optimal antimicro-
bial effectiveness. Morcover, nanotechnology could play
a pivotal role m fighting agamst nosocomial microbal
mfections, such as SARS-CoV-2 and its surrogates. For
example, AgNPs have been well documented to takedown
different viruses by collapsing the envelopment integrity
and disaggregation of the viral content,"’ a hallmarking
advantage of AgNPs. Far more cntical, metal-londed
nanocomposites  into  healthcare  personnel  polymenc
equipment (eg, mouth masks) could effectively attenuate
the viral viability and the prolonged SARS-CoV-2 -
persistence.'* Furthermore, AgNPs have shown important
applications in developing broad-spectrum  antibacterial
coatings,'”  anticancer  strategies,'®  and  biosensor
systems.'” Thus, an important and innovating option for
the shielding of surgical mask fibers with advanced ant-
microbial  promotion 18 incorporating  AgNPs

functionalized in a high-eficient disinfectant solution.
Interestingly, in a previous study, Li et al fabnicated surgi-
cal masks incorporated with top-down synthesized
AgNPs."® The AgNPs modified surgical masks illustrated
an effective antibactenal action. However, the authors
reported that the AgNPs were present as a coating instead
of an impregnation process, which can result in
a detrimental skin cytotoxicity.'® Considering the above-
stated information, we rely on a promising strategy to
formulate a broad-spectrum  disinfectant, incorporated
with antiviral-off metallic nanoparticles capable of bring-
ing unique antimicrobial properties to the mask textile
fibers with only an easy, accessible, and fast application.
Therefore, we developed an alcohol-based disinfectant
containing quaternary ammonium compounds and surfac-
tants, as an exceptional platform for impregnating and
retaining AgNPs in the surgical mask fibers.

This work aims to synthesize high-dispersed sphenical
5-13 nm AgNPs by electrochemical dissolution of pure
silver to formulate a novel broad-spectrum antimicrobial
disinfectant.  The nano-developed  disinfectant  was
designed to uniformly coat hydrophobic surgical masks
with AgNPs, promoting antimicrobial activity, as well as
viral inactivation efficacy for healthcare protection, Our
strategy further allows incorporating AgNPs to medical-
grade textiles fibers of the surgical masks protecting
agamnst microbial penetration and adhesion. The present
rescarch has contributed as a novel, cost-effective, and
accessible approach for the dismfection of medical textile
mask matenals to overcome the current himited supply
chain that we are facing by the COVID-19. Far more
attractive, the medical personnel of our institution and
the school of medicine has been applying the present
protocol.

Materials and Methods

Synthesis of Silver Nanoparticles

AgNPs were prepared by clectrochemical synthesis fol-
lowing the method reported by Huang et al'” and
Khaydarov et al®® with slight modifications. In brief, two
high-punity silver rod clectrodes of 2 mm diameter
(99.999%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA) were
mechanically polished, washed with double distilled
water, fitted using i polypropylene cover, vertically placed
face-to-face ot a distance of | em, and submerged into
a 1-L glass reactor. Next, | L of an aqueous solution
containing 5 mg/ml. PVP (K30, Sigma-Aldrich,

v ——

v

Tntor T Journal of N dicne 103116

[ o3 L




Inlernatona Journa of Nanomeadicine downloaded from hitpsy//www. dovepress. comy by 148.231.124.196 on 22-May-2021
For parsonal use only.

Dovepire

Valdez-Sahs et al

St. Lows, MI, USA) was deposited in the glass reactor and
stirred with a PTFE stirrer controlled at 500 RPM at 65 °C.
The electrolysis was adjusted to a constant voltage of 20 V,
applied between the two electrodes simultancously, for |
h using a direct current power supply. The time for alter-
nating polarities between the anode and the cathode was
se¢t to | min using an alternating polarity control. Finally,
the resulting AgNPs solution was filtered (Whatman,
No. 4) and stored in an amber glass container at room
temperature (RT).

Characterization of Silver Nanoparticles
High-Resolution  Transmission Electron Microscopy
(HR-TEM)

In order to analyze the structural morphology as well as
the size and distribution of AgNPs we applied HR-TEM
(JEM-2500SE, Jeol, Peabody, MD, USA). The AgNPs
sample was placed drop-by-drop on carbon-coated cop-
per grids and allowed to evaporate inside a controlled
desiccator chamber, following a careful manipulation to
avoid contamination. Next, the AgNPs were analyzed at
200 kV accelerating voltage to accomplish  high-
resolution imagining without any modifications, and the
size distribution was calculated by counting nanoparti-
cles (n=80) present in the micrograph. The interplanar
distances were measured using the Image J software
(1.48v, NIH, USA), taking the scale bar as a measure
reference from the crystal lattices detected by HR-TEM.
The ring pattern of the selected area electron diffraction
(SAED) is presented for the Ag crystallographic
structure

Dynamic Light Scattering (DLS)

The size distribution (hydrodynamic dismeter) and the
Z-potential (ZP) of the AgNPs were studied using DLS
An aqueous suspension of AgNPs at pH 7.0 was filtered
(Whatman, No. 4) and analyzed using a Nanotrac Wave I1
(Microtrac, North  Wales, PA, USA) system with
a delaying time of 30 5 and & run time of 30 5 at RT.

Ultraviolet-Visible Spectroscopy (UV-Vis)
The UV-Vis analysis of the AgNPs suspension in deio-
nized water was sequired using o UV/Vis spectrophot-
ometer (UV-2600, Shimadzu, Japan), applying a scanning
in the wavelength region of 300-600 nm with s resolution
of | nm at RT

X-Ray Diffraction (XRD)

The pattern phases of the AgNPs were studied using
a Bruker Advance DS (Bruker, Billerica, Massachusetts,
USA) diffractometer operated with a Cu K, radiation
detector, a scatter screen height of 5 mm, a voltage of 30
kV and 30 mA. The scans were performed from 30° o
100° using a step size of 0.034° 20.

Disinfectant Formulation and Surgical

Mask Disinfection by AgNPs
Impregnation

The present formulation represents the results of differ-
ent chemicals tested for improving AgNPs incorporation
and promoting antimicrobial activity mto the surgical
masks (part of the patent application No.
10202002135U). Therefore, we developed the disinfec-
tant formulation by incorporating an agueous solution of
AgNPs (10% v/v) including 2% citric acid, into an
ethanol aqueous solution (45% V/V ethyl alcohol) con-
taining 0.03% tnclosan (Sigma-Aldnch, St. Louis, MI,
USA). Then, 02% of triton X-100 (Sigma-Aldrich,
St. Lows, MI, USA) and 0.3% lauryl alcohol ethoxylate
(LAE, 9 moles ethylene oxide, Sigma-Aldnch,
St. Lows, M1, USA) were added and thoroughly homo-
genized. Next, different concentrations of benzalkonium
chlonde (BC, Sigma-Aldnch, St Louis, M1, USA) were
incorporated, as indicated in Table I, to evaluate the
effect in the antimicrobial activity, The corresponding
final volume was completed with superoxidized water
solution (Microdacyn 60", Occulus Technologies,
Guadalajara, México). In order to disinfect, impregnate
AgNPs and promote antimicrobial activity to the surgi-
cal mask, we dipped the textile material into the disin-
fectant for 5 min at RT and dried i a controlled
desiceator until complete dryness

Fourier-Transformed Infrared
Spectroscopy (FT-IR) of the
AgNPs-Impregnated Surgical Masks

To explore the chemical groups’ modifications followed
by impregnation with AgNPy, an attenuated total reflec-
tion (ATR) FT-IR spectrometer (Frontier, Perkin Elmer,
USA) was used The spectrn were acquired ot
a resolution of 1 em ' applying a scanning range of
4004000 ¢m '
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Table | Formulated Disinfectants for Antimicrobial Activity of Surgical Mask Fibers

Formulation a Formulation b Formulation ¢ Formulation d
BC 0 0.05 0.l 02
Ethanol-water 45% VIV 8s 8 85 8
Triclozan 003 0.03 003 003
AgNPs 10 10 10 10
LAE 03 03 03 03
Triton X-100 02 02 02 02
Citric acid 2 2 2 2
Microdacyn 60 To complete 100%

Abb 8C, baezakk loride; AgNPs, silver sancparticles: LAE, lauryl alcohol athaxylace.

Values are representad in percentage (%).

Field-Emission Scanning Electron
Microscopy (FE-SEM) of the
AgNPs-Impregnated Surgical Masks

The impregnation of AgNPs into the surgical mask fibers
was charactenzed using FE-SEM (LYRA 3, Tescan, Bmo,
Czech Republic), at 10 kV asccelerating voltage with
a backscattered electron detector. The surgical masks pre-
viously dipped in the disinfectant formulation containing
AgNPs, and dried st RT in a controlled desiccator, were
sampled on a double-sided adhesive carbon conductive
tape before FE-SEM analysis.

Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy
(EDX) of the AgNPs-Impregnated
Surgical Masks

The chemical analysis was carmed out by EDX (XFlash
6130 Brucker, Billerica, Massachusetts, USA) coupled to
the FE-SEM, at 10 kV with a large spot size to adjust
a suitable count rate per second for spectrum collection !

Water Contact Angle (WCA) of the
Surgical Masks

The WCA of the expenmental surgical masks was evalu-
ated by depositing & 5 ul. droplet of deionized water wt 25°
C and 45% relative humidity for 0s, S5, and 10s.*" An
automatized  tensiometer  (Theta  Attension;  Biolin
Scientific, Gothenburg, Sweden) equipped with an
X-Y syringe and a high-performance CCD camera was
used to capture high-resolution images. The WCA values
were quantified using the ONE Attension software (Biolin

Scientific, Gothenburg, Sweden) which enables a highly
precise analysis of the two angles of the drop.*!

Microbial Culture

Pathogenic models of nosocomial microbial infectious dis-
cases strongly associated with secondary infections fol-
lowed COVID-19 [3, 4] were used as supporting
surrogates of SARS-CoV-2 for antimicrobial activity. The
Gram-negative models tested were Escherichia coli
(E. coli, ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(K. pneumonae, ATCC 13883) and Pseudomonas aerugi-
nosa (P. seruginosa, ATCC 27853). The Gram-positive
bacterium was Staphvlococcus aureus (S. aureus, ATCC
25923). A yeast mfection model was Candida albicans
(C. albicans), solated from an oral denture candidiasis
patient as previously described *'** In order to prepare
the working mucrobial cultures, discrete colonies of freshly
grown cells were moculated cach separately nto newly
prepared Tryptic soy broth (TSB; Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA) for bacteria and potato dextrose broth
(PDB; Becton Dickmson, Sparks, MD, USA) for
C. albicans. Furthermore, each moculum was diluted n
the corresponding newly broth to approximately 1 = 107
colony-forming umts (CFUYmL, which was used as
microbial concentration for the antimicrobial studies **

Antimicrobial Activity of the Disinfectants
by Recovery Media Evaluation
For the evaluation of the antimicrobial activity of the

disinfectant formulation at different BC concentrations,
we performed the neutralization and recovery of viable
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cells technique reported by Dey and Engley with shight
modifications.*® One milliliter of the each formulated dis-
infectant (Table 1) was deposited into 8.9 mL of Dey and
Engley (D/E) neutralizing broth (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MI, USA), mixed thoroughly and incubated for 30 min at
RT. Next, the mixture was inoculated with 0.1 mL of each
working microbial culture in separate and incubated at 37°
C for 48 h. Afterwards, cach culture tube was carcfully
shacked for 15s, 0.1 mL of each culture mixture was
plated on to a fresh D/E agar (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MI, USA) plate. Each microbial evaluation was incubated
at 37°C for 48h. After incubation, the recovered organism
was counted and expressed as log,, of CFU/mL.

Microbial Challenge Study

The microbial challenge was carried out following the
Mexican Official Norm guidelines for germicidal testing
NMX-BB-040-SCF1-1999.*" This norm indicates that any
germicide must reduce the initial viable microbial load of
E. coli and 8. aureus by 99.999% in 30 s of exposure, at
the recommended dose. For the present study, we used the
working microbial cultures, as stated above. Imually, | mL
of each microbial suspension was transferred to 9 ml of
the disinfectant formula containing 0.2% BC, using
a sterile pipette. Consecutively, o calibrated time was
immediately adjusted and initiated at different expenimen-
tal times (0.5, 1.0, 5.0, and 10.0 min). Next, at the corre-
sponding time points, cach suspension was gently
homogemized, and | mL of culture mixture was diluted
with 9 mL of D/E neutralizing broth. Subsequently, 1 mL
of the neutralized solution was plated and spread on tryptic
soy agar (TSA; Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)
plates. Two plates per condition were used and incubated
at 35°C for 48 h, in scrobic conditions. The resulting
number of growing colonies on cach plate was counted,
and the reduction percentage was caleulated using the
initial microbial load. On the other hand, positive controls
for each microorganism were tested in parallel using deio-
nized water. The negative controls were the commercially
availuble disinfectants Lysol™ (Benckiser, México) and
Dermocleen® (D.C.; Degasa, México) following the man-
ufacturer's recommendations

Agar-Diffusion Test of the Formulated

Disinfectants
The antimicrobial diffusion activity of the formulated
disinfectants was evaluated applying the agar diffusion

test ™ Initially, 0.1 mL of separate test organisms were
cultured on TSA plates (25 mL of liqud TSA per
100 mm petri dish). After 30 min, we generated 3
holes of 7 mm diameter and 4 mm depth per dish
Next, 50 pl of the corresponding testing disinfectant
was loaded scparately for each organism and incubated
at 37°C for 24h. The resulting inhibition zones (IZ)
were measured using an electronic digital caliper and
digitalized on a dark ficld colony counter (Reichert, NY,
NY, USA).

Agar-Diffusion Test of the
AgNPs-Impregnated Surgical Masks

To perform the diffusion test from AgNPs-impregnated
surgical masks, we soaked 0.5 em” of textile materials
mto 10 mL disinfectant formula containing 0.2% BC and
dried at RT. Next, 0.1 mL of each freshly prepared work-
ing orgamsm was spread onto TSA plates. After 1h, three
pieces of impregnated surgical masks were placed on the
TSA and incubated at 37°C for 24 h** The resulting 1Z
were measured using an electronic digital caliper and
digitalized on a dark field colony counter (Reichert, NY,
NY, USA).

Antiviral Activity of the Disinfectant

We used the enveloped H5N1 avian influenza virus model,
as a viral surrogate of coronavirus, following the proce-
dures described elsewhere,™ with slight modifications.
A viral stock at 1077 egg infectious dose 50 (EID 50)
was propagated in the allantoic cavities of embryonated
hen's eggs. Next, a diluted virus working culture (10°°
EID 50) was prepared in PBS containing 500 units/ml
penicillin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA), 500 pg/
ml. streptomycin (Sigma-Aldnich, St. Lowss, MI, USA),
and 125 pg/ml  amphotericin B (Sigma-Aldrich,
St. Lowss, M1, USA). Then, 250 pl of the diluted virus
was mixed with 500 pl. of a 1:1 dilution of the 0.2% B
C. formulated disinfectant (in sterile distilled water) and
incubated for 15 min at 37°C. Then, 200 ul. of the disin-
fectant mixture was injected into the allantoic cavities of
three 11-day-old embryonated hen's eggs and incubated st
37°C till the embryos die. The allantoic fluid was asepti-
cally separated and analyzed using a rapid hemagglutina-
tion test for avian influenza.  The presence of
hemagglutination was considered positive for HSNI virus
survival
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Statistical Analysis

Data analysis was performed using the results of three
independent  studies elaborated cach in triplicate. The
numerical information was expressed as the mean + stan-
dard deviation (SD) and analyzed using GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The
significance of differences was tested using one-way ana-
lysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple
comparison tests, and Student -Test when appropriate.™
A P < 0.05 was considered statistically significant

Results and Discussion

The cumrent outbreak-associated with the COVID-19 is
demanding novel strategies which generate solutions to
assess the shortage of surgical masks and even different
medical textile matenials® Our main objective was to
develop a broad-spectrum disinfectant with high antimicro-
bial AgNPs for surgical masks shielding, which could be

accessible and easy to use for our medical staff and the
population. Thus, we synthesized AgNPs using a simple
clectrochemical etching method. Imtially, the AgNPs pre-
scuted a spliical-like mphology, that wae highly uoso-
dispersed (Figures 1A and S1), as expected.” The HR-TEM
characterization suggested that sphere NPs (Figure 1B) pre-
sented a detailed interplanar space of 2.33 A (Figure 1C)
Thus, suggesting the (111) crystallogrmphic plane strongly
referred to that of Ag® species are composing the AgNPs ™
This interesting observation matches to those observed in
our SAED analysis (Figure 1D) and agrees with previous
reports of AgNPs. ™" Moreover, according to the TEM
results, the size distnbution of the AgNPs 1s 13254 nm
showing a narrow size curve, as indicated m Figure 1E
Furthermore, the surface plasmon resonance (SPR) of
AgNPs was 405 nm (Figure [F), further following
a narrow peak-valley behavior advising a monodispersity
distribution®’ and part of the metallic state of Ag®
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species,™ in accordance to Figure 1E and D. The DLS
proposed that the AgNPs in solution showed a small dia-
meter of 3.5 nm with a stable ZP of —112.2 mV. The present
results point toward that the electrolysis techmque designed
for AgNPs fabrication nitially involves the dissolution of
the Ag rod by losing electrons to form Ag’, thus far, acting
as a sacrificial anode.™ Then, Ag” species could be reduced
on the cathode, generating zero-valent Ag® and by van der
Waals forces, the Ag® can nucleate and grow to AgNPs.'” In
order to control the nucleation process, we included PVP in
the synthetic protocol. The asymmetric chemical structure of
the pymrolidone group allows an excellent dispersant ability
to control the nucleation of AgNPs’” and protects of exten-
sive NPs agglomeration

A entical issue for promoting antimicrobial effectiveness
to climical surgical masks is in an accurate, controlled, and

dispersed deposition of AgNPs. Thus, we apphied FE-SEM

on the expenmental masks, discoverng a well-homogenized
AgNPs distribution with slight conglomeration of AgNPs
(Figure 2A). Interestingly, the as-observed agglomeration
zones may promote a better integration of the fibers with
Ag" species (as suggested by SAED), which inversely can be
translated mn increased antimicrobual action (as discussed
later). Morcover, the high-zoom presented in Figure 2B and
C showed consistent outcomes of AgNPs coating over the
broad surfaces of the fibers, and a dispersed deposition of
smaller AgNPs as illustrated m Figure 2D (sce insets)
Interestingly, a nanoagglomeration phenomencn could be
detected because of the drying effect applied to the coated
fiber. Importantly, it has been wide documented that the
stability of colloidal metallic nanoparticles (eg, AgNPs) are
primarily dependent of the solvent suspension, the ionic
strength, the pH, and the type of capping agent ™ Those

factors can provide steric and/or electrostatic repulsion,
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which substantially influence in preventing AgNPs agglom-
eration. However, when AgNPs are submitted to drying
processes, most of the above-mentioned physicochemical
parameters are avoided; therefore, AgNPs could not effort
the required dispersing repulsive charges. Thus conse-
quently, AgNPs become extremely susceptible to agglomera-
tion and deposition.™ In a previous study, I Osério et al
deposited AgNPs on cotton fibers, thus resulting in AgNPs
deposition being dependent on the concentration. ™ However,
the electrostatic energy provided by the fiber surfaces could
increase the aggregation rate by declining the clectrostatic
encrgy barrier to conduct AgNPs  aggregations
Therefore, our results suggested that the AgNPs distnbution
over the surgical mask were of 21,646 nm_ It is important to
lughlight that our present study showed an efficient impreg-
nation of AgNPs among the surface fibers, without the for-
mation of a thick NPs coating that could rmise detnimental
alterations to the textile fibers. On the other hand, the EDX
analysis illustrated the presence of silver clement (26.72
#9.42%) over the textile fibers (Figure 2E), far more support-
ing the presence of AgNPs, Our results are in secordance
with Hiragond et al, which suggested the deposition of 9-14
nm AgNPs on the textile surgical mask surface.'” The
authors indicated an clemental Ag concentration of 12.93%
by EDX, almaost half of those observed here. This interesting
behavior can be explained by considering two essential stra-
tegies: 1) AgNPs developed by chemical reduction vy our
clectrochemical AgNPs and 2) the coating of as-prepared
AgNPs versus those formerly impregnated in our disinfectant
containing surfctants. Surgical mask fibers are intended to

be hydrophobic, thus, surfactants are special chemucal com-
pounds that can act as a platform to reduce the surface tension
between a liquid and a solid surface ** Therefore, the appli-
cation of triton X-100, LAE, and BC (quaternary ammonium
base) will serve as a comerstone for efficient impregnation
and dispersion of AgNPs into the fibers,™* without devel-
oping a cracking coatmg, as compared to those previously
reported*” On the other hand, the electrochemical synthetic
pathway results in the formation of mainly Ag® (Figure 1D),
enabling efficient incorporation of Ag®/Ag”. Consequently,
the related protocol could exacerbate the formation of
a rougher, thicker, and non-homogenous Ag layer that
could detniments the mask propertics. On the other hand,
the XRD analysis of the AgNPs Figure 3 showed significant
peaks corresponding to the centered cubic phase of Ag®. The
peaks were assigned at 26 of 37.61° (111), 43.79° (200),
64.06° (220), 77.05° (311), 81.19° (222) and 97.7° (400)
indicating, the classical crystalhine plane of Ag. The diffrac-
tion patterns are n agreement with the JCPDS 04-0783, our
SAED results (Figure 1D), and previous works.*'

As represented in Figure 4, we did not detect signifi-
cant chemical shifting after incorporating the AgNPs with
the surfactants at different BC concentrations. However,
the FI-IR illustrated that the impregnation process does
not alter the chemical configuration of the mask textiles, as
we only identify some vanable intensities. Interestingly,
a decreased peak behavior was detected i the region of
13001100 em™', suggesting a reduced C-O stretching
bonding by the increment in the BC and better incorpora-
tion of the Ag” species. Morcover, the heightened
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concentration of BC correlates to the aromatic C-
C vibration detected in the region of 1600 cm ™', proposing
that the quaternary ammonium has been incorporated.
Similarly, the AgNPs did not show any significant chemi-
cal shifting, only highlighting the absence of the -OH in
the region of 3500-3200 em™'. Far more attractive, the
classical C-H stretching in the region of 3000-2800 cm-'
were almost similar between the different treatments.
Taking together the FT-IR and FE-SEM analyses, we can
hypothesize that the structural properties of the textile
masks are not degraded after disinfectant incorporation. ™
Far more attractive, Fisher et al studied the filtration effec-
tiveness of N95 respirators decontaminated in several
cycles of 70% ethanol immersions.** The results indicated
that 70% ethanol disinfection did not significantly alter the
filtration efficiency of the respirator. Thus, affording,
a significant disinfection rate of SARS-CoV-2 for the
ethanol solution. The front-line shreds of evidence pro-
vided by Lo et al showed that surgical mask fibers
disinfected using extremely high temperatures under dif-
ferent humidity conditions do not compromuse the filtra-
tion efficiency. * The authors discovered that almost 20
cycles of 100°C for 5 min were not enough to alter the
pressure drop of the textile fibers* Moreover, in
a previous study Cui et al proposed that transparent nano-
fiber membranes of polyvinyl alcohol and sodium ligno-
sulfonate could adequately filtrate particle matter of 2.5,
even after 10 cycles of circulution filtration ** Far more
important, we applied WCA over a 0.2% BC-impregnated
mask and a control non-treated mask (Figure S2). The
results advocated that the impregnation process does not
promote a significant water uptake behavior, as the dro-
plets’ morphologies were similar (Figure S2A). On the
other hand, the quantitative analysis did not indicate sig-
nificant differences, further supporting a relevant hydro-
phobicity performance after the impregnation process
(Figure S2B), thus in accordance to previous works >
Hence, we suggest that the filtration capability by our
decontamination process is not negatively compromised,
as we did not detect morphological, chemical and wetting
alterations. However, we recommend a future evaluation
of acrosol filtration performance after several disinfecting
cycles and mechanical test integnities.

The current SARS-CoV-2 outbreak has shown an
impressive survival capability under different environmen-
tul conditions and surface materials. Moreover, recent
studies have shown that SARS-CoV-2 can present o long
half-life capability on common stainless steel and plastic

surfaces ** Furthermore, Chan et al suggested that SARS-
CoV-2 conserve stable viability for 3-5 days under dry
conditions, and as far as 7 days in solution conditions
(20-25 °C).*" Additionally, this research group described
that SARS-CoV-2 could stay active for up to 14 daysat 4 °
C, which indicates the prolonged viral capability to spread
by contact with contaminated surfaces. Despite the note-
worthy survival ability of this pathogen, it has been
described that can be inactivated and eliminated using
several disinfectants, such as those based om alcohol
formulas ** Therefore, we designed s new disinfectant
based on 45% cthanol solution with protein destabilizing
surfactants, superoxidized water, triclosan and fortified
with AgNPs, for surgical mask disinfection and shielding.
Applying the recovery media technique proposed by Dey
and Engley,™ we detected that the BC, And, 0.2% formula
completely eradicated the growing ability of Gram (+),
and (—) bacteria (Figure 5). Moreover, this trend was also
detected for C. albicans, an opportunistic yeast capable to
develop nosocomial infections®' Interestingly, the com-
mercially acceptable disinfectant products showed similar
outcome of disinfection; however, they diverge from
AgNPs, It 15 important to highlight that the applied recov-
cry media strategy essentially counteract the inhibitory
action of the above selected chemicals, thus allowing the
direct interaction with AgNPs (data not shown). Indicating
that our new designed disinfectant 15 capable to eliminate
an important number of microorganism associated with
COVID-19 related secondary infections.”* A cornerstone
for disinfectant effectiveness consists in a comprehensive
reduction viability of 99.999% for up to 30 s. On thus
basis, we applied the microbial challenge test for
0.2% BC formulation, resulting in 99.999% reduction for
the evaluated microorganisms.

In order to analyze the competing antimicrobial action
between the disinfectants, we used the agar diffusion test
(Figure 6). Interestingly, the Gram (-) bactenial models
showed among comparuble outcomes of antibuctenal activ-
ity. Furthermore, the Gram (+) model indicated a similar
behavior as those of Gram (-), which suggested remarked
checkpoints of dose-dependent manner, as advocated by the
increasing BC concentrations. However, in the £ coli and
C. albicans models, we observed a supenor action for our
disinfectant even than those of the Lysol product (Figure 6)
Taking together the results presented in Figures S and 6, we
can highlight that these used microorganisms can be consid-
ered as effective surrogates of SARS-CoV-2. Bactena, and of
particular interest fungi, present a more complex structural
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physiology, which turned them less susceptible to chemical  mask textiles (Figure 7). As allocated for the textiles, the
microbicidal processes than enveloped viruses, such as  microbial models were extensively sensitive to direct contact
SARS-CoV-2."" On the other hand, a featured trend of anti-  evaluation. Concomitantly, the fungi organism presented an
microbial action was detected for the striking broad-  outstanding antifungal action, further compared to inferior
spectrum gencrated by the AgNPs-impregnated surgical  complex bacterial models. Our results are in accordance with
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a previous work of antibacterial surgical mask developed
with AgNPs and TiO;NPs.'" The authors synthesized the
metallic NPy using a top-down pulvenzation approach,
which were comted using a textile rolling machine
Moreover, Hiragond et al used colloidal AgNPs by chenical
reduction and generated a thick silver coating on surgical
mask fibers.”” The coating resulted in a promoted antibacter-
1al action against 8. aurens und E. coli. However, the applica-
tion of those coating strategies could lead to an obliteration of
the AgNPs, due to a most direct contact with the human skin
and bulk delivery of silver.'*** Similarly, a detrimental mask
ntegnty, thus decreasing the filtraton efficiency. Hence,
n current trend is selecting an impregnation strategy that
may mmprove the incorporation of the AgNPs into the
textiles," resulting in an improved antimicrobial and viral-
off action due to the slow and continuous release of silver, as
observed here. Importantly, our novel strategy supported
a distnibuted incorporation of AgNPs among the textile
fibers, which may strongly decrease the AgNPs leakage
into the dermal contacting tissue.™ Interestingly, AshaRani

K. pneumonae

P. aeruginosa

ry

8 8 8§

ry

mn E.coli = S, aureus
=3 K. pnemonae B3 C. albicans
B3 P. aeruginosa

surgical masks with 0.2% BC formulacion contaising AgNPs.

et al suggested that starch-coated AgNPs (6-20 nm) could
induce alterations i the morphology, viability, metabolic
activity, and reactive oxygen specifies activation in human
fibroblasts.”' However, the authors indicated that its required
concentrations higher than 50 pg/ml. and direct contact
periods longer than 48h to reduce almost 20% of the ATP
activity.”' Fusthermore, a previous study of commercially
available sphencal 20 nm AgNPs (= 7 ppm) proposmg
80% reduction in the 1929 mouse fibroblasts metabolic
activity after 24h of continuous contsct™ On the other
hand, it has been documented that AgNPs could exacerbate
a given ecological impact, principally when infused into soil
and water systems. ™ Nonetheless, despite the controversial
cffect of AgNPs on microbiota and plant systems, studies
have indicated that long-lasting AgNPs regimens are mainly
linked to overcoming toxic and imbalanced ccosystem
impairments.** Therefore, it is substantial to highlight that
the AgNPs concentration used for the impregnation formula-
tion is several folds lower than those previously reported of
harmful effects. Further proposing thit our formulation is
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ecofriendly and the level of AgNPs used is tolerable for
mammalian cells. Hence, supporting that the impregnation
process could decrease the AgNPs leakage could provide
a future alternative for recycling surgical masks, reducing
the environmental pollution.

Importantly, our disinfectant solution  suggested
a complete mactivation of the H5NI virus activity, as non-
hemagglutination was detected. It is essential to highlight that
HSNI avian influenza shares an enveloped structure that con-
serves stability agamst different chemical and environmental
conditions. ™ Thus, illustrating similar trends of viral beha-
vior such as SARS-CoV-2. Therefore, considening that the
H5NI highly pathologic pandemic strain was inactivated
using our nano-formulation, we can firmly state that our
decontamination process will give confidence i an appropn-
ate safety margin for sufficient SARS-CoV-2 inactivation and
additional benefits of disinfecting other viral pathogens.

Due to the information we recollected, this work pre-
sents the performance of an affordable, simple method for
the formulation and impregnation of a nano-disinfectant
within surgical masks. This novel strategy will provide an
outstanding effort to decontaminate and reuse surgical
masks in clinical environments, as an endeavor to attend
to the current shortage of the supply chain, Moreover, we
believe that the insertion of AgNPs will significantly
reduce the transmission of broad-spectrum pathogens,
thanks to the viral-off activity demonstrated here. Our
novel method could be extended for N95 respirators and
different medical grade textiles; however, more studies to
demonstrate improved effectiveness are under work.

Conclusion

The current outbresk-associated with the SARS-CoV-2
transmission has resulted i an alarming increment of
COVID-19 cases. Morcover, a countenng side-effect that
15 facing the healthcare staff has been the shortage in the
supply chain regarding the minimal protective equipment
Therefore, in the present study, we developed n new nano-
formulation ntended to promote antimicrobial activity
into surgical mask fibers by impregnating AgNPs as
a safety increasing factor. Our nano-disinfectant applica-
tion resulted in a firm and controlled impregnation of
AgNPs without illustrating fiber alterations, suggesting
conserved filtration effectiveness. Far more attractive,
our results communicate an extensive antimicrobial activ-
ity against secondary associated COVID-19 bacterial
infections and C. albicans, a problematic nosocomial
opportunistic yeast. Moreover, the antiviral efficiency of

our nano-disinfectant showed effective viral inactivation
outcomes against HSN1, a pandemic enveloped surrogate
of SARS-CoV-2. A significant step forward was the effec-
tive antimicrobial action of the impregnated fibers, sug-
gesting a substantial shielding by the AgNPs
impregnation. Given the importance of engineering the
personnel protective equipment, the present work brings
an affordable, effective, and integrated approach for
improving the reuse of surgical masks. Likewise, our
contribution has potential applications for N95 respirators
and different clinical textile matenals.
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Core-shedl spectrum antihacterial agents. The bactericidal materials should be eco-friendly, economical and effactive to
Himetallie suppress bacterial growth. Thas, in this work, diameter controlled sphercal Cllee-Afu.s nanopartices
Antibacterial [Ag@®CUNPs) with dlamater ranging from 70 (o 100 nm by one-sep co-reduction approach were designed and
Nanoparticies synihesized. The AgECUNPs wars himogenous, stabile, and pasitively chargad. The 70 nm Ag#CuNPs showed a
firuad speciruan consistent and regular Ag shielding. We ohserved (he 100 nm AgfCuNPs achieved symmetrical doped Ag
q,m’ ! clusters on the 0o core surface. We wsed Gram-postiive and Gram-negative models strains to test the wide-
spectrum antibacterial activity. The Az@CuNPs showed detrimental microblal viability in a dose-dependent
manner; however, 70 nm AgfPCUNPs were superior (o those of 100 nm AZ@CUNPs. Iniitally, AgfPCuNPs at-
tached and translocaled the membrane surface resulting In bacterial eradication. Our analyses exhibited that
antibacterial mechanism was not governed by the bacterial genre, nonethelsss, by cell type, morphalagy,
growing ability and (he NPs uptake capability. The Ag@CUNPs were Dighly tolerated by human fAbroblasts,
malnly by [N use of SLareh as gucoskiic capper and stabizer, sugeesting optimal Mocompatibniy and acvity.
The AZ@CUNPS 6pen up 3 novel platform (o study (he potential action of bimatallic nanoparticles and el
malerular role for Diomedical, clinscal, hosphial and industrial-chemdcal applications.
1. Introduction increased, enhancing their physicochemical and biological character-

In recent years, there has been an increasing emergency by drug-
resistant strains, severe deadly bacterial infections, and ancient diseases
that are coming back due to the inefficiency of currently prescribed
antibiotics [1,2]. Moreover, the intensive care units are the most sus-
ceplible to facing patients with poor or inadequate antibacterial ther-
apeutic responses [2]. Thus, it is necessary the development of new
antimicrobial therapies, with the broad-spectrum capability.

An strategy to approach the role of growing danger-resistant in-
fections is the development and management of antibacterial metallic
nanopartickes (NPs). Silver (Ag) and copper (Cu) are metals with im-
portant bactericidal properties [4.5). On the other hand, when bulk Ag
amnd Cu are nanostructured, the surface area to volume ratio is

istics. Additionally, AgNPs and CuNPs have been applied for food-
packaging [&], catalysis [7], textile industry [8], sensors [9], optoe-
lectronics [10], and more importantly, as antimicrobial agents [11].
Different techniques have been reported for the synthesis of AgNPs and
CuMNPs. Some examples are microwave, electrolysis, and chemical re-
duction [12]. OF particular interest, chemical reduction allows versatile
control of the size, morphology, crystallinity, and surface chemical
composition of NPs [12,13). Furthermore, it is important to highlight
that chemical reduction is a cost-effective, facile, scalable approach and
it supports the use of green reagents without the need for any expensive
equipment [14-16]. Howewver, AgNPs and maostly CulNPs are extremely
susceplible to the formation of oxide species (due to low stability, and
high ambient oxygen reactivity), which inversely disrupts the beneficial
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bactericidal effects [17,158]. Therefore, it is pr 1o design syn-
thetic strategies that can protect AgNPs and CuNPs from oxidation,
taking together the advantages that bring both elements into one
functional nanomaterial.

An outstanding effort to devel d ls that
mmbhulhequﬂiﬂaolmmmedmuislhedeﬂpmd
synthesis of bimetallic NPs [19]. Interestingly, bimetallic NPs can be
synthesized with different atomic and structural configurations in order
to obtain an outstanding synergic effect of the incorporating elements
wuhmmmlledmcmuytmlmmedl&nmmdm
zations, the core-shell array has shown pli h for
mwupmmmmdmmuu!)mdmud(m)dmu
[19,20). Far more attractive is that the coreshell el i
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2. Materials and methods

2.1. Synthesis of Ag@CuNPs

For the synthesis of =100 nm Ag@CuNPs, we design and carry out
a chemical reduction and a galvanic replacement (co-reduction) ap-
proach. Initially, AgNO, (10 mM, Sigma-Aldrich, USA) and CuCO,
(10 mM, Sigma-Aldrich, USA) were dissolved separately in 25 mL of
deionized water (DI) and mixed into a round-bottomed flask with a
magnetic stirrer bar under dark conditions. Then, 20 mL of starch
(750 mg, Sigma-Aldrich, USA) aqueous solution were added as a cap-
mgmmauummemummmmem-

jon and gal displ; reaction, 10 ml of ascorbic acid

can be achieved by chemical reduction [20,21]). In terms of elemental
arientation, galvanic displacement is a method that can be afforded for
mmunuﬁcpddaﬂngllo 2]. Mot importantly, the galvanic
displ. two el with significant reduction
potmu:ldwaawu(e.g..l\s /Ag" muﬁ'/m%mm
[18). In Ivanic di
hsbwnmhadynmkndeﬂanhemmunhacw
deposit a second metal that displays a higher redox potential for con-
structing bimetallic structures [23,24]. In & recent study, Lee et al.
maummmamww«mm«m
CugPAg arrayed NPs via galvanic replacement increasing

(AA, 0.45 M, Sigma-Aldrich, USA) solution was added dropwise (to
produce dispersed NPs). The solution changes into a cream-pink color
(indicating the formation of a Ag/Cu complex), and after 1 h, an intense
pink color was detected (this is due to the creation of NPs). The reaction
solution was then cooled to room temperature (RT), ultrasonicated for
30 min, and left for 24 h 10 complete the reaction. The solution turns
from pink to a dark violet shade with metallic finish (indicating the
formation of complex-coordinated NPs). The Ag@CuNPs were cen-
trifuged at 10,000 RPM, followed by three consecutive washes with
double distilled water and absol hanol for dehyd: These NPs
are d here as Ag@CUNPSRX].

(25). llwm«dhammdywdumww
by thermal reduction could imp jon of methyl
sl into chl othane a5 8 2 lyst in the Roch
mmwdtommdmmlqﬁlumwmuh
electronic attraction provided by the presence of Ag resulted in lower
Cu*?/Cu* and increased Cu” species, which indicates its protection 1o
idation and enabled lytic active sites [ 26]. From an antimicrobial
perspective, it was recently repocted that Ag/CuNPs fabricated by
chemical reduction assisted using mi ¢ heating p d bac-
tericidal properties against Bacillus subtilis (B. subeiis) and Escherichia
coll (E. coli) [11). The authors claimed that the Ag/CuNPs showed a
positive surface charge, which was mainly responsible for the improved
antibacterial action [11). Moreover, Dos Santos et al. suggested that
citrate-mediated AwAgNPs improves the classic antiblotic treatments
againat E. coll and Staphyk aureus (S ) by g ing a

In order to synthesize Ag@CuNPs = 70 nm, the synthetic procedure
was modified by discarding the use of starch and replacing with 20 mL
of DL The reaction solution after the co-reduction resulted in a black
color, suggesting the formation of Ag@CuNPs of 70 nm. Those NPs will
be indicated here as Ag@CuNPsRX2

2.2 Physicochemical ch
4

rization of Ag@CuNPs

The morphology, homogeneity, and size of the synthesized
Ag@CuNPs (RX1 and RX2) were evaluated using Field-Emission
Scanning Electron Microscopy (FE-SEM; LYRA 3, Tescan, Beno, Czech
Republic), at 10 kV accelerating voltage with a secondary electron
detector. The Ag@CuNPs were suspended in absolute ethanol, sampled
on a double-sided adhesive carbon conductive tape, dried at RT, and

possible synergic effect [27), However, those works did not evaluate
the specific mechanism of action, the effects at morphological levels,
mmormmmmmmmmum
brane d Th , more ired

lyzed employing FE-SEM. The chemical lysis was perf d by
energy-dispersive X-ry sp py (EDX, Tescan) coupled to the FE-
sm.ulowwwuhqewdum.djuumubkwmepu
nccmllwmcollecﬂon The ultraviolet-visible (UV-Vis) spec-

for elucidating the obi 'mum.-mu-mwnumd
-uaycoummdhmuk NP3, principally to those of Ag@CuNPs
[28). Considering the information stated before, here we tested for the
mmmww:wnwhmm
1 A, d, m‘h i [/ . ']
mwwmﬂh%mmbmddmmap
ability by cell-membrane dislocation, leading by this way to bacterial
leakage and cell death,

The objective of the present study was to synthesize spherical
Mmdlmun-\dmmbydnwlnhpk coldacmc.
W.L 1, '] A
(chemical co-reducti \nm_ pmollhbmﬂcldll
mcu-umuunwnludmwunmmmamm
bacterial growth. To analyze and localize in situ the structural effects
caused by AgiPCuNPs In the bacterial cells without chemical mod-
ifcations (Le. fixing procedures) we used dark-fleld hyperspectral mi-
croscopy (Cytoviva), Our work suggests for the first time that the
bactericidal activity of Ag@CuNPs is due to o selective membrane at-
tachment by the NPy, which disrupts the surface-membrane integrity,
that leads to cellular leakage, which ends in dead bacteria. Our results
highlighted that the NPx diameter and chemical core@shell config
uration (Ag@PCuNPs) modulate the bactericidal fate.

is was acquired using a UV/Vis spectrophotometer (UV-
2600, s.mnpuxmmcmnmunuumm and
mndhdnwnwhaﬂhwdmwmmwuhumhuﬁnd
1 nm at RT. In order to evaluate the size distrib (hydrod)
dw).mwwmuamu)dmwmlm
RX2), we applied dy light % (DLS). An aqueaus NPx
mwhuduwtolmuw'lw- icated In an ult
bath (Branson, Branson, MO, USA) at RT, 120 W for 30 min. Then, the
suspension was filtered (Whatman, No. 4) and analyzed using a
Nanotrac Wave 1l (Microtrac, North Wales, PA, USA) system with a
delaying time of 30 s and & run time of 30 s at RT [29],

2.3 Bacterial culture

The pathogenic bacterial models for antibacterial activity were
WMU’WANCM).S“(AM
25923), Serratia mar ATCC 8100), Salmonella
m(S.MI.ATCCNOZI)Mld(ATCCW For the
preparation of each working culture, di londes of freshly grown
bacteria were inoculated separately Into newly prepared Tryptic soy
broth (TSB; Becton Dickinson, USA) and incubated overnight under
standard aeroble conditions, Afterwards, each Inoculum was diluted In
TSB to appeoximately 1 x 10" colony-forming units (CFU)/mL, which
was used as bacteria concentration for antibacterial studies,
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2.4. Z-potential evaluation of the bacterial models

To analyze the el ic surface charge of the bacterial models,
wemed:benlsmhnkmemmmthez-pmhlvﬂmWe
prepared pure cultures for every bacterial i
mmmuwnammmmmnymum
times with DI (pH 7) and suspended to a bacteria density of about
1 x 10° CFU/mL, previous to each w:mumdub:
bacterial samples preparations, in order to avoid the conductivity
provided by salts present in buffers or culture mediums [ 30]. Finally,
each bacterial suspension was immediately analyzed using a N:
Wave II (Microtrac, North Wales, PA, USA) sy with a delaying of
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illumination system that improves up to 10 times the signal-to-noise
ratio. The present configuration permits the visualization of NPs (down
to =10 nm) for high-resolution imaging. The Cytoviva is equipped with
a hyperspectral system that allows the acquisition of UV/Vis spectrum
(400-1000 nm) within each pixel of the scanned field of view, which
allows the verification and localization of the Ag@CuNPs into the cells.

2.8. Cytotoxicity (viability) assessment of the Ag@CuNPs
The cytotoxicity of the synthesized Ag@CuNPs (RX1 and RX2) was

evdmudbyuﬂngmem(&“.s-dhmtryhhmz y1)-2,5-diphenyl
bromide) viability assay. We used primary cultures of

30 s and a run time of 30 s at RT.
2.5. Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)

The MIC of each bacterial moded for the AggPCuNPs (RX1 and RX2)
was determined using the microdilution method [29). Initially, 100 pL

human gingival fibroblasts (HGFs) as a model of cellul
cytotoxicity [29,37]. The HGFs were isolated from the gingival tissue of
a young male patient (15 years old), without evidence of periodontal
disease [34,75). Initially, 1 x 10* mvlmnhmmm
harvested and cultured in ! constituted of Dulbecco's

L

MMW:MMMWFMWM

of fresh TSB was deposited into individual wells of 2 96-well flat-b
cultmpdynymnephle(mm,m).mm,mndmepeﬂmuly

were deposited Into each well (containing
nuexpatmmlm)dme%wdlplm(mmphmhmh
bacteria) and incubated under static and standard conditions for 24 h.
Afterwards, each plate of the corresponding bacterial culture was
placed in a microplate reader (Thermoskan, Thermo Fisher Scientific,
USA), and the optical density (0.D.) was measured at 600 nm. The
MMMWMIwz)mMMMIS.G
1o 500 pg/ml. Sep of medium free of each Ag@CuNPs and
TSB containing the designed concentrations of Ag@CuNPs without
mmhmmwumuwucmuw
e 1 and baseli ol, resp y

2.6. Time-dependent survival rate anclysis

For the ¢ of the bacterial growth behaviors at different
periods [11], we cultured the bacterial models in with Ag@-
CuNPs (RX1 and RX2). Initially, individual stocks of Ag@CuNPsRX1
and Ag@CuUNPsRX2 at 1 mg/ml were prepared into sterile TSB and
diluted to 125 pg/ml (sublevel of MIC), Then, 100 uL were f d

i d with 10% heat-inacti d fetal b serum (Thermo
Fisher Scientific, USA) and 100 units/mL of penicillin-streptomycin
(Thermo Fisher Scientific, USA) in a 96-well culture flat-bottom poly-
styrene plate (Coming, USA) at 37 'C in a humidified 5% CO, incubator
for 24 h, to form a monolayer. Afterward, the monolayers were care:
fully washed twice for 5 min with warm PBS and incubated for 24 h
wﬁhwahdm(muynblmmudduupawm
dissolved in a compl dium. Further the Ag@CuNPs
treatments were removed, and the cells were carefully washed twice
with warm PBS, in order to eliminate any artifact present in the cul-
tures. For the cytotoxicity tests, 100 pL of MTT (Sigma Aldrich, USA) in
complete medium (5 mg/mlL) was added to each well of the cultured
96-well plate and incubated at 37 'C in a humidified 5% 00, incubator
h:ummt«mmu d by mitochondrial
activity) were dissolved by ng the ining medium containing
mwmmmwpmem-auumm-:
200 rpm and 37 "C with 200 pl of dimethy! sulfoxide (Sigma Aldrich)
Into each well for 20 min, The O.D, of the dissolved crystals was then
recorded at 590 nm using & microplate reader (Th kan, Thermo
Pisher Scientific, USA). The baseline controls were measured in o series
of culture wells ing Ag@CuNPSRX1 and Ag@CuNPSRX2 in se-

into separate wells of a 96-well culture plate for each bacterial treat-
ment using # multichanne! pipette, Afterward, 20 yl. of fresh bacterial
suspensions (1 x 10° CFU/mL) were inoculated into separate 96-well
cell culture plates, corresponding to each bacterial treatment. The
plates were incubated ot 37 = 0.1 °C for a period of 24 h. During the
incubation, the corresponding O.D, measurements were taken at
mm-wvyéomhuﬂ = 0.1 'C, using a microplate reader

d with a lled Incub and orbital shaker system
(‘I’hcmo‘hu.ﬂ:am!hherm USA). A reference bacterial
Mw&MMMMU&mdMOMh The back-

gnals were d ined using Agi@CuNPs without bacteria at
-ch‘ kpoint and lized subtracting the background [11,12).

L

2.7. In situ antibacterial mechanism by Cytoviva

For the in situ evaluation of the cellular uptake, localization, and
binding capability between the experimental AgiPCuNPs (RX1 and
RX2) and the bacterial models, we used high-resolution dark-field hy-
perspectral microscopy (Cytoviva), After treating each microblal cul-
ture 10 125 pg/mlL of Ag@CUNPSRX1 and AgdPCuNPsRX2 (in separate),
the cells were washed twice with warm 1 x phosphate-buffered saline
(PBS). Each cellular suspension was then deposited (7 pl) on a clean
glass slide (VWR, USA), covered with a 0.145 mm thick glass coverslip
(VWR, USA) and adhered using nall polish [29). The prepared slides
were mounted and analyzed under an Olympus BX-41 mi e using
the Cytoviva sy (Cytoviva, Aub Aummd with a high nu-
merical 100 x /1.30 oll Irds (Irks 1.3-0.6) immersion objective, and an

parate, which were carried out for MTT without HGF as described
above. Also, edhwhbuluyuhgnuﬂalmadmd-:w
gative | of cy icity, M , the dose concentration de-
mm-mmd«umvmuwm,ﬂ
was calculated by applying a nonlinear regression curve fit using
GraphPad Prism 7.03.

2.9. HGFs morphology by phase-contrast microscopy

For the L is of the 1 al " ‘b)’l"
Ammmmamwmmmu
dividual wells of 4 6-well polysty lture plate (C g, USA) ot a

density of 25 x 10" cells/well Into complete culture medium for 24 h.
Next, the HGFs were washed twice with warm PBS for 5 min and ex
posed In separate with Ag@CUNPSRX] and Ag@CUNPSRX2 (125 pg/
mL, in complete medium) o 37 C in a hamidified 5% CO, incubator for
24 h. The materials were then carefully removed, and the HGPs were
wmmmmrumsmm-uy,msudlammm
wis analyzed and photographed using a phase >
(ZOE, Blo-Rad, USA).

2,10, Statistical analysis

The experimental results were analyzed by two-talled unpaired
Students ttest. A P < 0.05 was considered statistically significant.
Data were expressed as the mean = standard deviation (SD) of three
independent experiments performed each in triplicate. GraphPad Prism
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7 software (GraphPad Inc., USA) was used as the statistical package.

3. Results

In Fig. S1 is represented a schematic flowchart showing the whaole
experimental processes followed in our work. The application of our
controlled synthetic strategy results in the formation of homogenous
NPs (Fig. 1). It was clearly observed that spherical-shaped Ag@CuNPs
were obtained after the co-reduction synthesis (Fig. 1A-B). The corre-
sponding FE-SEM micrographs at high-zoom (red and green squads),
tlustrated the presence of well-dispersed NPs with diameter sizes of

90 = 16nmand 70 = 6 nm for Ag@CuNPSRX1 and Ag@CuNPsRX2
(Fig. 1C), respectively. Moreover, the UV/Vis spectrum strikingly
h d an surface pl e (SPR) peak at 320 nm for

the Ag@CuNPsRX1 material (Fig D). Also, it was identified that the
stronger peak zone for the Ag@CuNPSRX2 was shifted to =400 nm,
suggesting the deposition of a new element. On the other hand, the
hydrodynamic diameter generated by means of DLS was 100 = 5 nm
for Ag@CuNPsRX1 and 98 = 5 nm for RX2 (Fig. 1E), Interestingly, the
surface charge of the Ag@CuNPsRX1 and Ag@CuNPsRX2 were
21 = 18 mVand 2673 = 1.1 mV (Fig. 1F), respectively, showing
significant differences probably by the stability generated by capping
with ascorbic acid; although, positively charged [16]. Moreover, the
DIS scanning showed regular size distribution as well as dispersed
homogeneity among the Ag@CuNPs (g 1G), without differences in
the distribution behavior between the Ag@CuNPs materials,

Maserials Science & Enginesring C 119 (2021) 111501

From the chemical point of view, we detected that the elemental
arientation of the Ag@CuNPsRX1 and Ag@CuNPsRX2 by SEM-EDX
scanning profiles supports the formation of Ag@CuNPs (Fig. 2). By
doing so, we were capable of identifying that in spherical Ag@-
CuNPsRX1, the Ag atoms are distributed in small clusters, which are
shielded into short symmetrical islands on the Cu core atoms (Fig. 2A).
Meanwhile, in Ag@CuNPsRX2 the Ag atoms were accommodated over
the Cu atoms forming configured spheres that were mapped as a Cu
core covered by a distributed homogenous shielding film of Ag atoms
(Fig. 2B). Moreover, the quantitative EDX analysis of Ag@CuNPsRX1
indicated mainly 56% of Ag and 20% for Cu (Fig. 2C). Ako, in the
AgEPCuNPsRX2 it was quantified 64% for Ag and 15% for Cu (Fig. 2D).
This information in part suggests that variation of the capping com-
ponents (Le. starch) contributed to different atomic distribution, re-
sulting in varied elemental Ag:Cu ratio, and NPs size.

In order to test the surface charge of the bacterial models used in
this work, we performed Zeta-Potential by DLS analysis (Tuble 1). The
bacterial Zeta-Potential measurements were performed in DI water to
discard the electrostatic effects provided by the presence of salts [ 30].
Our results suggested that P. aewroginosa, S. marcescens and E coli posed
negative charges; meanwhile, S. awreus and S, enterica illustrated a
positive charge. Information that indicates different electrostatic be-
haviors between the bacterial models, instead of only the bacteria
genre. On the other hand, the antibacterial assessment of the synthe-
sized Ag@CuNPs showed impressive cutcomes of bactericidal activity
after 24 h of incubation (Fig 3). Initially, it was appreciated a dose-
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Pig. 1. Charncterization of the synthesizod Ag@#CuNPs. A) FE-SEM micrographs showing the morphology of Ag@CuNPsRX1, the red squared image repeesents a high
magnification, i) PESEM micrographs ilhustrating the marphology of Ag@CuNPaRX2, the green squared image represents a high magnification. C) Diameter of the
experimental Ag@CuNPs calculated from the FESEM micrographe. D) UV.-Vis analysis of the Ag@iCuNPs. K) Hydrodynamic stze evaluation of the Ag@CuNPs by
DILS, F) Zetapotential mensurements of the AgipCuNPs. G) Size distribution of the Ag@eCuNPs. * shows statistical differences between Ag@CuNPsRX! and
Ag CuNMRX 2. (For nterpretation of the references 1o color in this figure legend, the reader is referred 1o the web version of this article,)
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C1. Ag@CuNPsRX1 Ag@CuNPsRX2
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Fig. 2. EDX analysis and elemental mapping of the AgiiCuNPs. A) EDX-Mapping of Ag@CaNPsRX1 showing the merge of Ag (A1) and Cu (A2) elemental msaps. B)
EDX-Map of AgirCuNPsRX2 taking together Ag (B1) and Cu (B2) elemental maps, C) EDX spectrums of the comresponding Ag@CuNPs (insets indicate the elemental

compasitions).

Table 1
Zeta-potential (mV) measurements of Gram positive and Gram negative bacterial strains i D water
Bacteria P acurogincea £ auwan S sarcescens S enterica E ool
Zeta potesaial 1836 = 031 196 = 2% 249 = 668 179 = 0} 79 = 13

dependent manner behavior for all the bacterial models in contact with
both Ag@CuNPs, In most of the antibacterial tests, we characterized an
Increased sensibility to the P, geruginosa followed by S enterice, and a
similar dose-lethal concentration required for 8. awreus, S. marscescens,
and E coli, Moreover, we observed an increased antibacterial action for
the Ag@CuNPsRX2 than Ag@PCuNPsRX1. However, at low Agi#CuNPs
dosages we detected similar antibacterial behavior for both materials,
Furthermore, the MIC experiments supported the fact of improved an-
tibacterind activity for Ag@CuNPsRX2 ( e 2).

To analyze the dynamic effect of the NPs into the bacterial growing
capability and the susceptibility over time, we periodically followed the
microblal growth (see iz 4). During the exposure times, we observed
diverse growing competences for the bacterial models. It was detected a
striking Inhibition for P. ceur as it presented almost 100% re-
duction without the formation of the typical rapld exponential growth
phase compared to the positive control () IA). Moreover, we ob-
served that the antibacterial efficiency was strongly sustalned from the
first eslture hours (Vg JA, In set); simultaneously, in the coantrol we
tracked the rapld formation of the exponential curve, For S, aweus, It
was distinguished an extended lag phase of 10 h by Ag@PCuNPsRX2
dose (1 IC). Meanwhile, S. aurers with AgPCuNPsRX 1, witnessed an
Increased exponential phase compared to those of the control, aside
from, a remarkable reduction of the maximal viability (= 60%) at 24 h
Although, we appreciated a significantly extended lag phase of 11 h for

the Ag@CuUNPSRX2 treatment, and a displaced lag phase of 5 h for
AgiPCuNPsRx1; concluding with a viability reduction of 75% and 40%,
respectively, 1t is essential to highlight that in the experimental mate
rials, S, enterica was not able to reach its outstanding viability (by an
oppressed log phase) as observed in the positive control, suggesting a
decelerated growth of up to 80% Induced by the NPx (1 IE), In E coli
( 1B) and S. marcescens (1 D) we detected a similar grow be
havior between the Ag@CuNPy cultures. However, E coll showed a lag
phase of 5 h larger during the NPs doses than the control, and a discrete
exponential phase (Vg 4B), Meanwhlle, in § marcescens we en
countered a significant reduction of 50% between the materials treat
ments; that comes with inducing an early stationary phase of roughly
7hi D). Information that indicated & prominent disturbing bec
terlal growth by the Ag@CuNPs doses, mainly by the treatment with
Ag@PCuNPsRX2.

The capability 1o directly evaluate the NPs trafficking into bacterial
cells without applying any fixing technique, and fluorescence labeling,
llows accurnte characterization of part of the NPs antibacterial me
chanism. Therefore, we employed Cytoviva microscopy In order to
characterize In situ the bacterlalNPs contact interactions, and the
Ag@CuNPs uptake and retention (11x 5). The application of the
AgiPCuNPs with the bacterial cells resulted in important alterations of
cellular morphology, and internalization of the NPy, In P. aeruginosa, we
detected that Ag@CuNPsRX1 are mainly attached to the surface
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Fig. 3. Dose respanse graphs repr g the broad.sp b | efficacy of the fabricated Ag@CuNPs against the bacterial models after 24 b of in-

b * shows | differ b AgiCuNPsRX 1 and Ag@CuNPsRX2.
Table 2 In Fig. 6, is rep: d the cy icity and morphology evaluation
MIC analysis of the experimental Ag@#CuNPs ducnm.uedmmuummuocm uulupnmum
MIC (/L) mention that we did not detect any of by
Ag@CuNPsRX1 after 24 h of culture (Fiz. 6A). Moreover, we observed a
Maserial P. aorginsse S S mancescess S E coll wu«vedwllnlumphdogyutheeaddlhenputmum
awvon onterice d, aligned, and interconnecting filopodia with a
fibeillary cell archi Furth , the Ag@CUNPSRX2 showed
), T e swsy  slight cellular alterations after 24 h of incubation (at 125 pg/mL). It is
‘&y.mchnmdulheqmmkkydum&ﬂdum
AGBCUNTIXY » 125 > 500 » 500 » 250 » 500 ments; therefore, checkp of bolic cell activity were assessed

ACUNTERX2 125 > 500 » 500 = » 500

membrane (Fig. 5A). Similardy, this effect was encountered in S. qurens
(Fig. »C).S.m(hx SD), and K colf (V1. SE), as highlighted by the
red dotted M , in S mar we were able to detect
MW!WMM&«“MM
tion and cellular leakage, as depicted by the hy | scattering
(Fig. 58). Asuhrolbclmohuﬂcdhlwulhedlw

lted in & wrinkled morphology g v the d cﬂiwall

» followed by bacterial leak i . a striki
bmlmndwnlmwmmdim
was clearly detected, Purthermore, the Ag@CUNPsRX2 can internalize
and accumulate into P. geruginasa (g SA), 8. awreus (g 5C), and S
enterica (I'y. 5D) as exposed in the green crosses. Consequently, the
Ag@CUNPSRX2 appears to be far more susceptible to diffuse in to the
membrane as numerous NPs were | lularly confined, whereas, in
the Ag@rCuNPsRX1, mdummmummmwm
tion of Ag@CuNPs Induced detrimental changes, as an impressive
mmkmmlmwuwnchbuhmtﬁwbgywu
promptly recognized. The given ady of h tral |
Mutomuuplulby-ﬂulwmd(hmmm
graphs. Hence, we analyzed and differentiated with accuracy and cer-
talnty the localization of the NPy into the cells,

by MTT (Fiy oB). mmnsulu-hoaud!cuwduuluthu
perimental compounds of Ag@CuNPsRX] (235 pg/ml) and Ag@-
CuNPsRX2 (51.72 pg/mL). It Is imperative to highlight that at lower
NPy doses, we appreciated significant differences in metabolic activity
between each material; thus, outlining a concomitant viability reduc-
tion as increasing the NPy treatment (Fig 68). However, according to
the MTT analysis, we can establish that the NPs follow a dose-depen-
dent manner response.

4. Discussion

The increased bacterial resistance that s day-to-day reported
worldwide has, Mlﬂ.mﬂhmcllﬁvmﬂl&hﬂdw
trum antimicrobial agents [1]. Therefore, the fon of metallic-
Mmmhmﬁllpmwummd
highly competent and long-lasting bactericidal materials [11). Cur-
rently, there have been titanic efforts 1o take approach of the anti-
bacterial benefits provided by AgNPs and CuNPs (11,57 39), However,
there are few reports that aboard the synergic qualities of bimetallic
Ag@PCuNPs synthesized with a controlled core-shell elemental posi-
lm;Mn.mmhMﬂwmllhmmd
chemical reduction with in situ gal (

process) for developing uautumhl uad eco-friendly spherical
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Plg. 4. Bacterial growth.curves showing the antibacterial behavior of the experimental Ag@#CuNPy into sublethal doses (125 pg/ml) after 24 h of Incubation. A) P
acruginoss, the inset displays the indtial bacterial behavior, B) E. coll, €) 8. aureus, D) §. marcescens and E) S, enterica. Red lne represents Agll CuNPsiX1 (RX1),

green line indicates Agit CuNPsRX2 (RX2), and black line shows the posttive coatrol (Cerd + ). (For Pe

reader is referred to the web version of this article.)

configured AgilCuNPs, Moreover, galvanic replacement is a sponta-
neous reaction among an atomic metal that has a higher electro-
dmnlulpoumwdmmmwuhmm!mml and it can be per

d in ! [24,40). Mllanmm«w

mnmu:ungnml& lastf for depositing a d metal on the
outer surface, mlledlvdy talloring the atomic diffusion between the
1  Just lling the p hal is of the

of the refs

to color in this figure legend, the

metals, tempernture, and the salt precursors [21), Purthermore, we can
regulate the size and phology of the bi Lic ucture by
this reaction. We repocted the optimal parameters in order to carry out
the Ag@CuNPs, s severnl experiments were performed at differest

precursor concentrations and ! riods. We ducted two ap-
proaches in order to design the lynthnll of MOC\ANP: lnuhlly.
application of starch and AA, a1 0 plate and
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respectively, under reflux conditions, promotes the reduction and gal
vimic replacement between Ag and Cu atoms, In this step, we hy
pothesized that the reducing agents produced an initial intermediary

complex with the

pcoside residues provided by the starch template,

AA)

and the carboxylate groups (R-COO0~ by Thus, the tained

oxidation of the glucoside and carboxylic s during the reaction

will collectively generate Ag” and Cu” species (formation of a pink
Whereas

cream color) the reaction under reflux and

wa stirring
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conditions, consequently, the generated Cu” species will be thermo

dynamically active to develop a template for the required nucleation

process for the galvanic replacement with the Ag” species. Con

currently, the reaction will be further harbored by thermal activation

tandard reduction potential differences between the silver
- Ag", EY (
| 0.46 V) lons, conducting to an atomic diffusion efflux to an op

Ag@CuUNPy
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ug/mL

sh g the HGFs archs at initial, and after 24 h of

incubation with the test samples (125 pug/ml). B) Dose. ds
differences between

hn.vnhulﬁuthtﬂmuﬁd!WM‘ **and @

illustrates significant Agommudmcwm

Jing et al. suggested that 100 “C is the op | reaction w0 pared in previ dies [22). Hor L we d per
qmumlnomhbyplmkwlﬂl forming more analyses in order to explain the thickness and crystal-
Furthermore, Muzikansky et al. synthesized spherical Cu@@AgNPs using lographic patterns of the atomic arrangements,

galvanic replacement with an amine reducer; in this work, they con- The MICs are essential analysis to test the bacterial sensibility of an
cuded that the temy p gulated the Ag shielding timicrobial sub We d d that our experi ! Ag@CuNPs
thickness (23], The afk id studies proposed that the replacement showed similar MIC values (see Tolile 2). Far more atiractive is that our

efficiency to accurately seed Ag on a metal such as Cu, was at =100 °C
(closely similar to ours), since, the Ag SPR band was shifted among
360-400 nm (23], Furthermore, according to the type Ag ic de-

bacterial models are constituted by Gram-positive and Gram-negative
humpuhn'uu whkhlmlhﬂme,.mﬁlkhlddhﬂal

posited layer (overgrowth and/or nucleated), it was shown that the SPR
peak for Cu coated element could be shifted or even masked, Those
results are remarkably close to ours, as we detected a similar SPR value
for our NPs (330 nm and 420 nm, Fiy 1D) with an increased level of Ag
(Fig. 2A and C) which suggested a thicker level of Ag island coatings
(g 2A). The thicker coating effect may explain the absence of Cu peak
at 500-550 nm and the positive ZP (Fly. 2F). Importantly, Tanner et al.
WW&:“@N&:MMM“MmMMI
evidence of the Cu SPR [15), | § our

P antib ity by our novel nanomaterials.
Moreover, it is important to highlight that the Ag@CuNPs followed a
dose-dependent behavior for the tested bacteria (Vg 7). Initially, our
bacterial models showed different Zeta-Potential results, which is fur.

ther consistent with the different | hological, and maole-
cular constituents (e.g., Gmpauveoruum) Addluouﬂy,ms.
aurens model (Gram-positive) p d a thick p dogly layer,

wmummymubywwmmupnm
ponsible for the negative Zeta-Potential [44,49). This phenomenon

anMdlMy.modeMhnmmd
Au@AgNPs it was pr d that the growth of thicker Ag shells on
mummm.mmm:»ammymm
without detection of the Au core [11], It was explained by means of
high resolution trunsmission electron microscopy (MRTEM) that Ag
shell was utterly uniform, although the resulting shape was spherical.
Fum-una!ve.dusmqnl wmmnmbym-

dium citrate, d spherical NPs with only one
SPR of 477 nm (27), Mm.ﬂulhmeuldm&ldldaum
acterize the atomic positioning, as well as the elemental levels in the
NPs. M: , It s rel to Indicate that the pr of starch may
heighten the NPs dispersion. Since starch Is Idered o |

should be in part, explained by the different surface physicochemical
properties of our NPs, and the physiology of each bacterium. Thus, to
the smaller diameter, higher levels of silver shielding and more stability
contributed by Ag@CuNPsRX2 than those of Ag@PCuNPsRX1 might
promoted antibacterial effectivity. The action of the Ag@CuNPsRX2
could dislocate the 1.4 glucosidic boads of the peptidoglycan layer,
thus, concluding in the transglycosylation and subsequent segregation
of the N-acetylglucosamine resulting in the disaggregation of the pep-
tidoglycan layer [12]. The Gram-negative models, which are structu-
rally constituted by twofluid membranes and o thin peptidoglycan
layer [50,51], followed simil of antimicrobial activity as
compared to S, aureus (Vg 7). We need to highlight that P. aeruginasa

polymer, which can act as a steric capper [414,47), consequently pro-
motes the dispersion and stability of Ag@CUNPKRX] (see, Fiy. 1A, F and
G). The stated essential information s firmly in concordance with the
homogeneous dispersed Ag@CuNPs observed here. The aforesald in-
formation, further robust the growth mechanism of our homogenous
spherical Ag@PCuNPsRX1 with the hallmarked SPR obtained here.
Nonetheless, in Ag@PCuNPSRX2 the absence of the steric stabilizer
(starch) points toward increased surface energy accompanied by a
thermodynamic Instability [12,46,47), as we detected profound ag
gregation and lower dispersion of NPy (1'x. 1B and G). Consequently, it
may also explain the observed shift at 400 nm and the elevated levels of
Ag coating (Fig ’ludC).'mMmuw.mtumM
AgPCuNPsRX2 follows a b haped core-shell , with
mmuammudmm-mmmnuuuw as

has an llent biofilm formation capability, metabolic versatility, and
Is responsible for critical lal d [52). Thus, we explored
and detected a striking antibacterial activity against P. aeruginosa by the
Ag@CUNPs treatments, mainly by Ag@CUNPSRX2 (see, Table 2 and
Flg. 1), The smaller size (=70 nm) and the synergic effect provided by
the Ag and Cu elements of the Ag@CuNPsRX2, may act as a comerstone
to efficiently penetrate among the two layers, generating a platform for
triggering long-lasting accumulation of the NPs (Fiy. 5). Even more, the
Ag@CuNPs could destabilize the lipopolyssccharide-binding mem.
branes, which, Mm:wuhmtaudbyhmddwuhyn
and continuousy permesting the wall-membranes by Cu*? lonlc co-
ordination [51,54). This effect may also disrupt the interacting bio-

lecules (e.g., p lipids, and carbohydrates) by the pre-
sence of Ag*/Ag® 155,50), and destabilization of the nucleic based
molecules by chelating with Cu”/Cu** [91]). Further supporting the
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gical aberrations, and NPs locali

g3 HGF (Fig. 6). We detected a striking high tol-

nmgimby&ehﬂmmﬂmnehypaqndnhnﬂya(ng 6). Our
results further propose that the antibacterial efficacy of the Ag@CuNPs
are firmly directed to the differences between the type of cell wall
(Fig. 3), as well as the surface charge (Table 1), instead of only the
bacterial genre. In a previous study of Cu-AgNPs, the authors open the
hypahdsmcmpddnuﬂwﬂdmapmmmmd
small mol pared to the plex Gram-negative wall, such as
Med&mﬂ[S?.S&l.uum,MudwmuCn-
AgNPs produced by el h | synthesis with varied Ag atomic
levels were ble to detri the bacterial action against E. coli and
S.w[sﬂ Far more attractive, is the synergic role with the bac-
terial surface Zeta-potential. A previous study, ad d that the
bacterial adsorption capability of AgNPs was directly related to the
cellular Zeta-potential [58). Khan et al. proposed that the structural
configuration of the bacterial wall, collectively with the cellular zeta-

tial, act as a d platform for AgNPs adsorption and uptake,
lemﬂngm bial damage [58). Our findings point d as a prool
af concept, as our Ag@CuNPs are substantially adsorbed on the bac-
terial surface (Fig SA-E), followed by NPs | di and accu-
mulation (Fig. 5); consequently, ind icological affecti

mdnmmm(lg,mwmmsmm
effect is closely related to possible protection offered by the starch
platform. It has been reported that polymeric matrixes stabilizers could
delay jons releases, such as those of Ag® and Cu” species [68).
Mo , the polymeri (such as polyglucesides) prevent the
mdwwwmmnmwm
[68,69]; simultaneously, conducting the reduction of metal ions. Hence,
using this strategy, we could avoid the delivery of bulk metal jons into

celh.lnuklimn.the,_ of the glucosydic g ,mmblﬂm
different b lecules (e.g., b fated cy-
toskeletal-based proteins), p ing the § dlhccells['?ul
Ahowedemuddmm;\wcnﬂh ‘hahhy of

cellular biocompatibility, as well as antibacterial activity (Figs. 5 and
5). On the other hand, the Ag@CuNPsRX2 model was almost 4.5-folds
less tolerated as compared to Ag@CuNPsRX1 (Fig. 6B). It is important
to highlight that the main diffe b those models were the
size, the Zeta-Potential, and the Ag shelling resulting by the absence of
the steric capper. Thus, the present results support our sbove-stated
hypuhds.u_ wenm phasize that our Ag@CuNPsRX2 re-

fnkhlhe‘ | viability at the IC., dosage. These

(Fig. 4A-E) that could also be modulated by the NPs size.
w:mmmmmmmmmtauhmm»
MIC levels to detect any al in the b fal h
bymeulahhmumu.Wewmquh-
locations at the membrane level could slowly disrupt bacterial growing
ability. ww,wmmmuww:ma
all the b rial d 10 the d (Fig. 4). Similarly,
Rnpneﬁaddﬁoweddnlhannlmnolummcm
were capable of disrupting the logarithmic phase in different species of
E. coli, S aureus, and B. subtilis [17], as observed here, In a previous
mdmuumwummtmumw

mmmﬂumwnmmdlum&mkdw
bimetallic NPs in ATP-based proteins, and drial

activity as well as the g nabllltyol‘ cells.

5. Conclusion

We hnwumwxﬂmd
Ag@CuNPs against a wide b | pathogens as-
muwdwmmm wgdevzlopdlnnnlceo-
friendly and fast chemical h, taking ady of the
mwmmaammu /Ag and Cu?* /Cu to carry

duction of the oxygen sp (ROS): *OH and O;" free radi
which resulted, in the absence of a logarithmic phase in E coll [59).
umnmm"mwmmwmau

ton of AgNPs and CuNPs are by p ing the
olloslhuml Furthermore, uhmmmm:-umudm
| alterations of the b g the cell-

wdlpermulzylhueolhpalhewdlnmhmm [62,63).
rmmaemh.nwmu.ommmm

out gal ! (mmywmmhm
mmammm hysicochem

Mwmld-lmmwmﬂymnﬂ
wmhwndmmnmme.mme
Ag@CuNPsRX2 d d simil | outcomes to those of
mxmmmumw)w-mmm

homogenous Ag shielding are different. Our chemical strategy brings
mmuhdhdedaﬂnmhwmwm

capability by collapsing P | and ROS P ly, the ing modul for Ag@CuNPs. However, high-
P. aeruginasa (Vig. 1A), S. enterica (Viy AELM&m(hu AD) mmmmmmwmmwwcu
apable of altering the bacterial integrity; thus quently, acterize the | ! vg and Our

ROS are
whm&hhuﬁdby&emmwm
accompanied by extensive destruction of the membrane integrity, as

¥

mmuwmm:mmmum
fulym&admwlyd&wpdmtmdﬁmaqdumh
of clinical § ly, the detri | effects g

depicted here. However, for S, aureus and E. coli, we & d disturbing
outcomes of bacterial viabllity, nonetheless, unaffected cell mor-
phology. We hypothesized that our Ag@CuNPs might be capable of
generating coordination bounds with phosphorylated enzymes and
mmwmhmy,mmm activity. Importantly,
Zhao et al. prop llular levels of ATP by anti-
wwbmukw-lnlmlllml The authors suggested that
lh-lncrmdkﬂ’hwhcouldlndwnl%dnm-dndmud
inhibition of the proteins assoclated with the ATP

bywmmwmwmuwm
Is not iled by the b ial genre (Gram-positive or negative).
According to our blochemical and cell structural shreds of evidence, we
Wwdmﬂmuﬂcmmammd“
foll lopsing P fal in P, aeruginosa, 5. en-

mﬂ&mmhlcduds.mmm

pueddmmwaumwnumuhlulhdmd
which reduced the bacterial growing

Maoreover, umvmmdynwwnldlﬂuuaulw
treatments close to sub-MIC do not disrupt the bacterial morphology
[64,65); otherwise, p the xp of ATP [66]. Con-
sidering the above Information, we proposed that our AgilCuNPs
models could alter energetic molecules assoclated with the ATP pro-
duction and consumption, due to the reduced growing behavior but
unaltered mo

Clndvnlumalll. uhndmdﬂmu.mcm

uﬂvhnﬁeuhmﬂy.mmmwwmﬂum
and homogenous silver shielding malnly | a4 B cor to
orchestrate the broad-spectrum antibacterial action, dislocating the
cellbwall architecture, and delaying the growing bacterial capablility.
The Ag@CuNPs, mainly, Ag@CuUNMRX] showed high tolesance to
HGFs, further supporting & decreased cytotoxicity for our materials.
mmmw-mmummgmmmgm
at the whole-genome level (p Ic and bolomic profiles), and

good models for studying cellular umcolqyaad bol Y

(67). Thus, it is pivotal that antibacterial i shomid Aasks
""“‘““"‘“‘mmvmnmudmmmuu.
portantly, our AgiPCuNPs showed (mp of d

the p lal clinical dicath Similarly, for lal disin-
mwam:m-«n-mumw
conductors, and pharmaceuticals,

Suppl y data to this article can be found online at hips
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