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RESUMEN

Inhibir la adhesion y proliferacién de bacterias patdgenas es un desafio
constante, debido a la formacién de biofilms resistentes a agentes bacterianos existentes.
Asi, las peliculas de multicapas de polielectrolitos son una plataforma para la obtencién
de materiales antimicrobianos. En este trabajo se propone disefiar peliculas delgadas
nanoestructuradas de multicapas de polielectrolitos con el fin de obtener un
recubrimiento antibacieriano de superficies s6lidas.

Se sintetizaron las sales monosddicas de copolimero de poli(dminoazicar
maleato-alt-estireno) (P-aminoazicar), los aminoaziicares: 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-
isopropilideno-a-D-xilofuranosa  (Xil-f-(Iso)OH),  3-Amino-3-desoxi-1,2:5,6-di-O-
isopropillideno-a-D-anﬁlranosa (Alo-f-(Iso)s), 6-Amino-6-desoxi-1,2:3,4-di-O- -
isopropilideno-o-D-galactopiranosa (Gal-p-(Iso)), 6-Amino-6-desoxi-1,2-
isopropilideno—a-D-glucofuranosa (Glu-f-Iso(OH),), de diferentes pesos moleculares
promedio viscosimétrico (6,2x10%gmol™ y 3,2x10%gmol™). Los copolimeros modificados
fueron nombrados como P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso); y P-Giu-f-
Iso(OH),. Se cuaternizé poli(4-vinilpiridina) con bromuro de etilo y pentilo (P4VPy-C,
y P4VPy-Cs, respectivamente). Se realizé la caracterizacion molecular de los sistemas
obtenidos utilizando FT-IR, NMR-'H y NMR-"C.

Posteriormente, se construyeron multicapas con P-Xil-f~(Iso)OH, P-Alo-f-

(Iso),, P-Gal-p-(Iso); y P-Glu-f-Iso(OH); de ambos pesos moleculares, y P4VPy-Cs y
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P4VPy-C;, a pH 4 y concentracién de sal de 0,1M de NaCl, mediante el método LBL
hasta alcanzar un nimero de doce capas.

La construcciéon de multicapas se monitoreé mediante elipsometria y
espectrofotometria UV-visible. Tanto el espesor como la absorbancia aumentaron a
medida que aumentaba el ntiimero de capas, encontrdndose una influencia del peso
molecular del copolimero P-aminoazicar y del largo de la cadena alquilica de P4VPy en
ambos valores. Ademads, existe una influencia del tipo de sustituyente en la cadena
lateral del copolimero P-aminoaziicar, ya que las multicapas construidas con el
polielectrolito copolimero P-Glu-f-Iso(OH); presentaron mayores valores de espesor y
absorbancia.

Las multicapas exhibieron un balance hidrofilico/hidrofébico con valores de
angulo de contactc que varian entre 36°t2 y 71°t1. La multicapa con menor
humectabilidad es la formada por los polielectrolitos P3-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-Cy v la.
multicapa con mayor humectabilidad es la formada por Pg-Alo-f~(Is0)2/P4VPy-C,. Por
ofro lado, la multicapa que posee una superficie quimicamente mas heterogénea es la
formada por los polielectrolitos Pgy-Gal-p-(Is0),/P4VPy-Cs, mientras que la multicapa
que posee una superficie quimicamente méds homogénea es la formada por los
polielectrolitos Pgy-Xil-f~(Iso)OH/P4VPy-C,.

En tanto, las multicapas presentaron valores bajos de energia superficial con
una mayor contribucién de la parte dispersiva. La multicapa con mayor energia
superficial es la formada por Pez-Alo-f-(Is0),/P4VPy-C,, mientras que las multicapas

con menor energia superficial son las formadas por Pg-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C, v P3;-
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Gal-p-(Is0),/P4VPy-C,. Existe una influencia del largo de la cadena alquilica de P4VPy
y del peso molecular del polielectrolito aniénico.

En la superficie de las multicapas se observa la presencia de ambos
polielectrolitos y una morfologia mas bien homogénea. Existen agregados en las
multicapas formadas por P-Xil-f-(Isoc)OH y P-Glu-f-Iso(OH), a ambos pesos
moleculares. La topografia de las multicapas es rugosa, con valores mayores de RMS
para las multicapas formadas por P-Glu-f-Iso(OH),, a ambos valores de M,, con P4VPy-
C,, mientras que las superficies con menor RMS son las formadas por P-Alo-f-(Iso), y
P-Gal-p-(Iso) con P4VPy-Cs. Existe una influencia del My en la topografia de las
multicapas.

Las multicapas que presentan menor porcentaje de bacterias Pseudomona
aeruginosa resistentes son las formadas por P-Xil-f~(Iso)OH y P-Glu-f-Iso(OH), con
P4VPy-C; y P4VPy-Cs y las multicapas gue presentan menor porcentaje de bacterias
Salmonella Typhimurium resistentes son las formadas por P,-Gal-p-(Is0),/P4VPy-C; ¥
en menor medida Ps;-Alo-f~(Is0),/P4VPy-C;. Asi, se podria concluir que hay una
influencia en la resistencia bacteriana del tipo de sustituyente de la cadena lateral. Por
otro lado, no se observa una relacién entre propiedades fisico-quimicas de la superficie
como el espesor, rugosidad, humectabilidad, angulo de histéresis y energia superficial de

la multicapa y el porcentaje de bacterias resistentes.
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ABSTRACT
Inhibit the adhesion and proliferation of pathogenic bacteria is a constant
challenge, due to the formation of biofilms resistant bacterial agents existing. Thus,
multilayer films of polyelectrolytes are a platform for obtaining antimicrobial materials.
This work proposes to design nanostructured thin films polyelectrolyte multilayers in
order to obtain an antibacterial coating solid surfaces
It was synthesized mono sodium salts of poly(aminosugar maleate-alt-styrene)
(P-aminosugar), aminosugars: 5-Amino-5-deoxy-1,2-O-isopropylidene-ot-D-
xylofuranose (Xyl-f-(Jso)OH), 3-Amino-3-deoxy-1,2:5,6-di-O-isopropylidene-o-D-
allofuranose (Allo-f-(Iso)y), 6-Amino-6-deoxy-1,2:3,4-di-O-isopropylidene-D-
galactopyranose (Gal-p-(Iso),), 6-Amino-6-deoxy-1,2-isopropylidene-o-D-
glucofuranose (Glu-f-Iso(OH),); of different molecular weight viscosity average
(6,2x10*gmol™ and Mv=3,2x104gmol'l). The modified polymers were named as P-Xyl-
f~(Is0)OH, P-Allo-f-(Is0);, P-Gal-p-(Iso); and P-Glu-f-Iso(OH), Poly(4-vinylpyridine)
was quaternized with ethyl and pentyl bromide (QPVP-C; and QPVP -Cs, respectively).
The molecular characterization of the systems obtained was performed using FT-IR, 'H-
NMR and PC-NMR.
Subsequently, multilayers were constructed with P-Xyl-f-(Iso)OH, P-Allo-f-

(Iso);, P-Gal-p-(Iso); and P-Glu-f-Iso(OH),, both average molecular weights, and

QPVP-C; and QPVP-Cs, at pIl 4 and salt concentration of 0.1M of NaCl ,by “Layer by




Layer” method, up to a number of twelve layers.

The process of multilayer building was monitored by ellipsometry and UV-
visible spectroscopy. The amount adsorbed as the absorbance increased with increasing
the number of layers having an influence of the molecular weight of the copolymer
P(MA-alt-St) and of the number of carbons of alky! chain of QPVP. Furthermore, there
is an influence of the type of substituent in the side chain of the copolymer P(MA-alt-St)
because multilayers constructed with the polyelectrolyte copolymer P-Glu-f-Iso(OH),
presented higher values of adsorbed amount and absorbance,

The multilayers presented a hydrophilic/hydrophobic balance with contact
angle values varying between 36° and 71°. The multilayer with lower wettability is
formed by the polyelectrolytes P3,-Xyl-f-(Iso)OH/QPVP-C,, whereas that the multilayer
with higher wettability is formed by the polyelectrolytes P-Allo-f-(Is0)/QPVP-C,.
Furthermore, the multilayer with a more chemically heterogeneous surface is formed by
the polyelectrolyte P-Allo-f-(Iso),/QPVP-C, and the multilayer with a more chemically
homogeneous surface is formed by the polyelectrolytes P-Xyl-f-(Iso)OH/QPVP-C,,

Multilayers showed generally low surface energy values, there being a greater
contribution of the dispersive part. The multilayer with higher surface energy is
composed of the polyelectrolyte copolymer Pgz-Allo-f-(Is0)»/QPVP-C, and multilayer
with lower surface energy is formed by the polyelectrolyte copolymer P-Glu-f-
Iso(OH),/QPVP-C;. There is an influence of the long of alkyl chain of QPVP and very
insignificant influence of the molecular weight of the anionic polyelectrolyte,

The muitilayers present a hybrid surface with the presence of both
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polyelectrolytes on the surface and a rather homogenous morphology with presence of
aggregates in the surface of multilayers formed by polyelectrolyte copolymers P-Xyl-{-
(Iso)OH and P-Glu-f-Iso(OH),. The topography of the multilayers is generally rough,
with higher values of RMS for the multilayer formed by the polyelectrolyte copolymer
P-Glu-f-Iso(OH);, at both values of My, with QPVP-C; and the surfaces with lower
RMS are formed by polyelectrolytes P-Allo-f-(Iso); and P-Gal-p-(Iso); with QPVP-Cs.
There is very small significant influence on the topography of Mv.

The multilayers that exhibiting smaller percentage of resistant bacteria
Pseudomona aeruginosa are those formed by the polyelectrolytes P-Xyl-f-(Iso)OH and
P-Glu-f-Iso{OH), with QPVP-C; and QPVP-Cs and multilayers that exhibiting lower
percentage of resistant bacteria Salmonella Typhimurium are formed by Psp-Gal-p-
(Is0)2/QPVP-C; a lesser extent Py-Allo-f~(Is0),/QPVP-C,. Thus, it could be concluded
that there is an influence on the type of substituent of side chain of the copolymer
P(MA-alt-St) in bacterial resistance. Furthermore, a relationship between physical-
chemical properties of the surface like the amount adsorbed, roughness, wettability, the

hysteresis angle and surface energy of the surface of the multilayers and the percentage

of resistant bacteria is not observed.
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LISTA DE ABREVIACIONES

AFM: Microscopia de fuerza atomica.

APS: (3- Aminopropil)trimetoxisilano.

FT-IR: Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier.
LB: Medio de cultivo luria bertani.

LBL: “Layer by Layer™.

M,: Peso molecular viscosimétrico.

NMR-C: Resonancia magnética nuclear de carbono trece.
NMR-'H: Resonancia magnética nuclear de protones.
P(AM-alt-E) o P: Poli(anhidrido maleico-alt-estireno).
P4VPy: Poli(4-vinilpirina).

P4VPy-C;: Bromuro de Poli(4-N-etil-vinilpiridina).
P4VPy-Cs: Bromuro de Poli(4-N-pentil-vinilpiridina).

P4VPy-C,: Poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada,

P-Alo-f-(Iso);: Sal monosddica de copolimero de poli(3-Amino-3-deoxy-1,2:5,6-di-O-

isopropilideno-a-D-alofuranosa maleato-alt-estireno).

P-Gal-p-(Iso);: Sal monosddica de copolimero de poli(6-Amino-6-desoxi-1,2:3,4-di-O-

isopropilideno-a-D-galactopiranosa maleato-alt-estireno).

P-Glu-f-Iso(OH);: Sal monosddica de copolimero de poli(6-Amino-6-desoxi-1,2-

isopropilideno—a-D-glucofuranosa maleato-alt-estireno).



P-Xil-f-(Iso)OH: Sal monosédica de copolimero de poli(5-Amino-5-desoxi-1,2-0O-
isopropilideno-a-D-xilofuranosa maleato -alt-estireno).

SiW: Silicon Wafers.
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1.1 Introduccion.

En muchos casos las propiedades superficiales nativas de un material resultan
inapropiadas para una aplicacion dada. Asi, en vez de disefiar un material nuevo con la
composicién interna y propiedades adecuadas, resulta mucho mas simple modificar la
superficie de uno ya existente, lo que se puede lograr a través de la construccién de
multicapas de polielectrolitos.

La construccién de multicapas de polimeros, particularmente polielectrolitos,
ha adquirido gran interés en la Gltima década. Esto es debido a que controlando: la
naturaleza de los polielectrolitos utilizados en la construccion de las multicapas, el
numero y tipo de capas, la concentracién de sal adicionada y la concentracién de
polielectrolifo en disolucion, asi como también la capa que queda expuesta a la
superficie, se pueden obtener multicapas con diferente composicién, conformacion y
estructura, lo que permite obtener peliculas poliméricas nanoestructuradas con distintas
propiedades.

El entendimiento de estas propiedades mediante la caracterizacién y modelado
tedrico de las multicapas, lleva al disefio racional de peliculas nanoestructuradas para el
recubrimiento de superficies con aplicaciones concretas, como peliculas con actividad
antibacteriana.

La adhesién y la proliferacion de bacterias patégenas en superficies abiodticas
plantean desafios relacionados con la salud humana. Estos desafios incluyen la posterior

formacion de biopeliculas resistentes a los antibidticos, tanto en la asistencia sanitaria
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como en las aplicaciones industriales. Aunque el disefio de materiales antibacterianos es
un esfuerzo de muchos afios, los estudios de las propiedades de la superficie que afectan
la adhesién de bacterias, el primer paso critico en la formacion de biopeliculas, atin no
han podido establecer como éstas afectan la capacidad antibacteriana.

Asi, el desarrollo de esta tesis permitira contribuir a la obtencién de nuevas
peliculas nanoestructuradas de multicapas de polielectrolitos con el propdsito de obtener

un recubrimiento antibacteriano de superficies solidas.

1.1.1 Aspectos generales.

1.1.1.1 Polielectrolitos.

Existe un tipo de polimero que posee en su cadena principal y/o lateral grupos
ionizables en solucién, este tipo de polimero se denomina polielectrolito.'* Los
polielectrolitos son polimeros muy atractivos e interesantes, debido a la versatilidad v
niimero de grupos funcionales que poseen, ademas de la posibilidad de controlar la
disp;)nibilidad de carga del polimero. Asi, han sido y estan actualmente siendo utilizados
en un sin nimero de aplicaciones, por ejemplo, en purificaciéon de aguas, como
detergentes, entre otros. 58 De acuerdo a la carga del polielectrolito, estos pueden ser
clasificados como: i) polianiones, estos poseen en su estructura grupos ionizables de
carga negativa, ii) policationes, estos poseen en su estructura grupos ionizables de carga

positiva y iii) polianfolitos, los que poseen grupos ionizables con carga positiva y carga
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negativa dentro de la misma cadena polimérica (Figura 1).

: Polianitn
il ‘ Poli(estireno sulfonnto)
P

L {2} d Policatién:

Polifcloruro de alildimetil mmanio)

/’ —~—1 Potianfolito:

Poli(dinlilam ma-co-agido maléico)

Figura 1: Ejemplos de tipos de polielectrolitos.

El comportamiento de los polielectrolitos en disolucion es distinto al de una
molécula pequefia y estd determinado por la naturaleza de la carga, el grado de
disociacion, la "localizacion" de los grupos cargados, la densidad de carga del
polielectrolito y el contraion de la disolucién, que corresponden a iones pequefios con
carga opuesta a la del polielectrolito. Estos pardmetros se ven directamente afectados por
el peso molecular del polielectrolito, el pH, la fuerza ionica o concentracion de sal
adicionada en la disolucion y la naturaleza quimica del grupo lateral presente en la
estructura del polielectrolito.”"" A la vez, estos factores determinan la conformacién que
el polielectrolito adoptara en disolucién. Asi, si se produce un aumento de sal adicionada
en la solucion de polielectrolito, este puede adoptar una conformacién de un ovillo
compacto desde una conformacion de ovillo extendido (baja concentracion de sal), como
se muestra en la Figura 2.

En algunos casos se ha encontrado que estos polielectrolitos pueden sufrir
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transiciones conformacionales inducidas por cambios en el pH de la disolucion. Un
ejemplo de esto es el poli(dcido metacrilico) (PMAA), el que en disolucion acuosa y a
bajos valores de pH, adopta una conformacién de ovillo compacto, debido a las
interacciones hidrofébicas entre los grupos metilos presentes en su estructura. Sin
embargo, cuando el pH de la disolucién aumenta, las cadenas poliméricas adoptan una
conformacién mas extendida debido a la repulsion electrostitica de los grupos ionizables

12
presentes en su estructura.

Figuara 2: Cambio de la conformacion de un polielectrolito en disolucion por efecto de

la sal adicionada.

Petri y col. estudiaron mediante elipsometria el efecto del pH de la disolucién de
polielectrolito en el comportamiento de adsorcion de carboximetil celulosa (CMC) sobre una
superficie solida con grupos amino. Obtuvieron como resultado que a distinto pH de Ia
disolucién de polielectrolito, la mayor cantidad adsorbida de CMC es a pH 3, a pH 5 la
adsorcién de CMC es desfavorable y a pH 7 no ocurre adsorcion.”

El comportamiento de estos sistemas en una disolucién, determinara el tipo de

interaccién que prevalecerd entre el polielectrolito con ofras moléculas y/o
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macromoleculas, asi como también el proceso de adsorcién que tendrd sobre una

superficie solida.

1.1.1.2 Adsorci6n de polielectrolitos en superficies sélidas.

Fl primer recubrimiento monomolecular fue realizado por el cientifico Irvin
Langmuir, quien transfiere una capa monomolecular de aceite a un sustrato s6lido.™
Desde entonces, obtener materiales nanoestructurados mediante la modificacién de una
superficie sélida es de gran interés, siendo un campo de investigacion tanto en ciencia
bésica como aplicada.'®

Utilizando un sustrato adecuado, se puede obtener la formacion instantanea de
peliculas sobre el sustrato, es decir un aufo-ensamble. En el caso de los polielectrolitos,
al sumergir un sustrato cargado en una disolucién de polielectrolito de carga opuesta, se
favorecen fuerzas de atraccidn del tipo electrostiticas que producen que las cadenas de
polielectrolito ocupen los sitios de interaccién disponibles, formando una pelicula de
polielectrolitos nanoestructurada.'®

En las dltimas décadas, las investigaciones se han basado en el estudio de
peliculas nanoestructuradas de polielectrolitos creadas por interacciones que no sean del
tipo electrostdticas, tales como puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y
fuerzas de Van der Waals.!™® Este tipo de pelfculas pueden ser obtenidas utilizando

altas concentraciones de contraiones en disolucién, los que apantallan los grupos
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ionizables del polielectrolito, disminuyendo la carga de este. Este tipo de interacciones
polielectrolito-sustrato pueden ser descritas mediante la teoria de DLVO.'**

La teoria Derjaguin — Landau y Verwey — Overbeek (DLVO), si bien esta
descrita para coloides estableciendo cuantitativamente la barrera energética entre las
fuerzas de atraccion, que producen la coagulacion entre coloides, y las fuerzas de
repulsion, que producen la estabilizacion de las particulas coloidales, se extiende a la
adsorcion de polielectrolitos en superficie. Este tipo de polimeros poseen propiedades
similares a las particulas coloidales, con la diferencia que se dispersan espontaneamente
y son termodindmicamente estables.

Cuando una superficie cargada se sumerge en una disolucion de electrolitos, se
forma una doble capa difusa de contraiones, como se muestra en la Figura 3, en la que el
espesor esta definido por la longitud de Debye (A).*' Lo mismo ocurre con una
disolucion de polielectrolitos. Cuando las fuerzas de atraccion de Van der Waals se

consideran en combinacion con las fuerzas de repulsion electrostaticas, la interaccion es

descrita por el modelo DLVO como se muestra en la Figura 4.

» Supe ficie «
o
2 o
. B -
o ® o s
R @:Aniones
o tCationes
A o N & Moléculas
» O > @ de agua
o =1
> I
-
Dabie capa dif

Figura 3: Doble capa difusa.”’
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Figura 4: Teoria de DLVO: interacciones que gobiernan el proceso de adsorcion en una

.21
superficie.

Se ha descrito la modificacion de superficies con polielectrolitos, especialmente
quitosano, poli(lisina) y poli(etilenglicol), modificados con moléculas bioldgicas. Se ha
reportado la obtencion de peliculas de quitosano, polielectrolito cationico, modificado
con moléculas de arginina, encontrandose que la pelicula tiene actividad antibacteriana
contra las bacterias Gram negativas Escherichia coli y Pseudomona fluorescens,
capacidad que depende del grado de modificacion del polication con las moléculas de
arginina.”

La modificacion de superficies mediante la formacion de peliculas de
polielectrolitos modificados con moléculas de interés biolégico como aminoacidos,
péptidos y carbohidratos es de gran interés, ya que el grado de funcionalizacion de estas

macromoléculas deriva en una mayor posibilidad de modular las propiedades de la

superficie pudiendo adoptar "estrategias" de disefio, controlando la funcionalidad de la
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superficie, orientacion molecular, densidad de carga, carga de la superficie, topografia,
entre otras propiedades.”>” Esta capacidad hace que estos sistemas poliméricos
adsorbidos sobre una superficie sélida puedan promover, controlar o inhibir la adhesién
de bacterias, en particular superficies soélidas modificadas con multicapas de
polielect.'rolitos.24

Los polielectrolitos modificados con moléculas de interés bioldgico son una
plataforma relevante de utilizar en la construccion de peliculas delgadas sobre una
superficie s6lida. Su modificacién, ademas de aumentar la biocompatibilidad y
biodegradacion de una superficie sélida, permite su interaccién con ofros
polielectrolitos en superficie, permitiendo la obtencién de peliculas delgadas que

combinen las ventajas de ambos polielectrolitos.

1.1.2 Poli(anhidrido maléico-alt-estireno).

Polielectrolitos aniénicos derivados de copolimeros conteniendo como unidad
monomérica anhidrido maléico han sido utilizados ampliamente en diversas
investigaciones: en el drea clinica como droga polimérica al ser conjugado con el

25.26 y se ha reportado en literatura su uso como un fuerte

polipéptido neocarzinostatina;
inhibidor de la movilidad espermatozoide, lo que se atribuye a la presencia de grupos
carboxilicos los que inducen un pH bajo en el ambiente que es responsable de la muerte

de los espermatozoides.?’
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Debido a la reactividad del anillo de anhidrido maléico, este puede ser
conjugado con distintos tipos de monémeros obteniendo una gran variedad de
copolimeros. A la vez, su estructura permite la modificacion de los copolimeros con
distintos tipos de moléculas, entre ellas, moléculas bioactivas como moléculas
biologicas, mejorando su eficacia y estabilidad fisico-quimica. Esto conlleva a que el
uso de este tipo de copolimeros permita realizar una variacion gradual de las
caracteristicas fisico-quimicas de la superficie junto con la inclusion de las funciones

biomoleculares especificas de moléculas biologicas.

Figura 5: Poli(anhidrido maléico -alt-estireno).

Una modificacion de interés es la del copolimero de poli(anhidrido maléico-alt-
estireno) (Figura 5) con moléculas con actividad bioldgica como aminoacidos y
carbohidratos, también llamados aztcares. En literatura existen algunos reportes sobre la
investigacion de polielectrolitos basados en carbohidratos®® y escasa informacion sobre
polielectrolitos anionicos, particularmente de copolimeros de poli(anhidrido maléico-alt-

estireno), conteniendo en su cadena lateral carbohidratos.
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Los carbohidratos son moléculas interesantes debido a la gran cantidad de
grupos funcionales en su estructura, lo que permite modificarlos tanto en disponibilidad
como en el tipo de grupo funcional segiin se necesite. Asi, A. J. Varma y col. publicaron
un resumen sobre la modificacion de polianfolitos con carbohidratos. También,
recientemente Singh y Varma, emplearon quimica "click" para introducir bajos niveles
de moléculas de carbohidratos en un copolimero estireno-butadieno-estireno,
demostrando que la modificacion es beneficiosa para la biodegradacién de estos
polimeros.”® Varma también utiliz6 una serie de moléculas de carbohidratos tales como
glucosa, sacarosa y lactosa para modificar anhidrido maléico copolimerizado con
poliestireno para producir polimeros biodegradables.”® Recientemente Varma y col.,
realizaron la sintesis regio-especifica y caracterizacién de derivados de éster de glucosa
con poli(anhidrido maleico-co-estireno), corroborando la modificacién del copolimero y
formacion del enlace ester mediante FT-IR.%!

En la actualidad, los trabajos reportados acerca de este tipo de sistemas
poliméricos modificados con amino-aziicares con aplicaciones en materiales
antibacterianos son escasos. Por ejemplo, se ha reportado el uso de poli(anhidrido
maléico-alt-estireno) modificado con moléculas de manosa y glucosa, como
microbiocida actuando como inhibidor de la infeccién VIH-1 y mostrando bajos niveles
de toxicidad celular.*? También, Cloete y col. modificaron poli(anhidrido maleico-alt-
estireno) con grupos amino para incorporarlo a lafex sintéticos, demostrando que las
peliculas de latex modificado inhiben de forma significativa el crecimiento de bacterias

y ademas, el sistema posee propiedades antifingicas.*
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Asi, utilizar este tipo de polielectrolitos derivados del copolimero
poli(anhidrido maléico-alt-estireno) modificado con amino-azicares podria contribuir a
la obtencién de peliculas antibacterianas, considerando que las unidades de anhidrido
maléico son altamente reactivas a compuestos con grupos amino, formando enlaces
amido mediante adicién nucleofilica. Este enlace es lo suficientemente estable para
obtener sistemas macromoléculares para ser utilizados en el disefio de alguna aplicacion.
Ademas el uso de amino-aziicares permite la modificacién de propiedades fisico-
quimicas del polimero como el balance hidrofilico/hidrofébico y la capacidad de formar
interacciones con otras moléculas, mediante la proteccion total o parcial de los grupos
hidroxilos del anille del aziicar.

En basc a lo anterior, en esta tesis se propone la obtencion de peliculas
nanoestructuradas de derivados de copolimeros de poli(anhidrido maléico-ali-estireno)
modificado con amino-azicares (Figura 6) y poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada
con bromuro de pentilo y etilo, con un potencial propiedad antibacteriana.

La poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada posee un grupo amonio, el que al
interactuar con un sustrato terminado en grupos hidroxilos producird fuertes
interacciones, generando una primera capa de cadenas de P4VPy-C, fuertemente unidas
al sustrato siendo mas resistentes a la agregacién o cambios conformacionales al
momento de la adsorcién en la superficie; y por otro lado, los polielecirolitos
copolimeros de poli(anhidrido maléico-alt-estireno) modificados con amino-azicares,
ademds de aumentar el grado de biocompatibilidad y biodegradacién, podrian permitir

obtener superficies que promuevan la capacidad antibacteriana de la pelicula de
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multicapas debido a la naturaleza del sustituyente de la cadena lateral (aminoaziicares).
Ademas, se espera que la utilizacién de estos dos polielectrolitos favorezca que factores

como: el espesor de la multicapa, su humectabilidad, morfologia, topografia y energia

superficial, contribuyan en la obtencion de peliculas antibacterianas.
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Figura 6: Polielectrolitos: A) P-Xil--(Iso)OH, B) P-Alo-f~(Iso),, C) P-Gal-p-(Iso); y D)

P-Glu-f-Iso(OH),.
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1.1.2.1 Construccién de multicapas.

Uno de los métodos mas versdtiles para la construccion de peliculas
nanoestructuradas, es la construccion de multicapas de polielectrolitos. Este método
consiste en la adsorcion de polielectrolitos sobre una capa de polielectrolito
anteriormente adsorbida, sobre un sustrato solido.

Decher y col. fueron piomeros en desarrollar la construcciéon de multicapas
utilizando polielectrolitos sintéticos formando multicapas de polielectroliios mediante
interacciones electrostaticas. Esta técnica fue denominada "capa por capa (Layer by
layer, LBL)" y consiste en s‘umergir un sustrato sélido cargado en una disolucion con

\ carga opuesta a la del sustrato para adsorber la primera capa y luego, se sumerge el
sustrato recubierto para depositar la segunda capa. ** Este proceso se repite el nimero
de veces que sea necesaria para crear €l niimero de capas y espesor deseado. Esta técnica
es simple, no requiere métodos sofisticados ni una estequiometria exacta ni tampoco
reacciones quimicas complicadas para depositar capas sucesivas.

Como se ha descrito, la pelicula polimérica formada por multicapas, depende de
la naturaleza y carga de la superficie, densidad de carga del polielectrolito, peso
molecular del polielectrolito, concentracion del polielectrolito en disolucién,
concentraciéon de sal del polielectrolito en disolucion, asi como también de las
interacciones enire las cadenas de policlectrolitos y entre la superficie y el
polielectrolito.’”* Amim y col. estudiaron multicapas construidas con los

polielectrolitos de poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada con bromuro de etilo y
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pentilo y carboximetilcelulosa, demostrando que la naturaleza del sustrato (hidréfilo o
hidréfobo) desempeifia un papel decisivo en la adsorcion de la primera capa, que a su vez
afecta a la estructura y funcionalidad de la multicapa resultante.*

Conocer caracteristicas de las multicapas como el espesor y/o cantidad
adsorbida, morfologia y topografia de la superficie, humectabilidad, histéresis de la
superficie y energia superficial es de gran importancia para poder comprender la
influencia que tienen estas propiedades en el comportamiento de las peliculas de
multicapas frente a distintas moléculas y microorganismos. El estudio de estas
propiedades se lleva a cabo mediante la caracterizacion de multicapas de polielectrolitos
utilizando técnicas de difraccion de rayos X, andlisis UV, microbalanza de cristal de
cuarzo, elipsometria, microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia
electronica de transmisién (TEM) y microscopia de fuerza atomica (AFM) .

Actualmente, la construccion de multicapas mediante esta técnica no se limita
solamente al uso de materiales conteniendo grupos cargados como polielectrolitos,
donde la interaccién predominante es de tipo electrostatica, sino que también ha sido
posible la construccidn de multicapas basadas en otro tipo de interacciones no
electrostaticas, tales como, Van der Waals, catién-m, enlaces de hidrogeno, etc. 46
Como consecuencia, e el proceso de construceion de multicapas se puedan observar
dos regimenes de adsorcidn: un crecimiento regular y/iu otro de crecimiento
exponencial. El tipo de régimen de crecimiento en la construccién de multicapas
puede ser estudiado determinando el espesor de la multicapa mediante elipsometria o

microbalanza de cuarzo.*’
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En un régimen de crecimiento regular, son responsables principalmente
interacciones del tipo electrostaticas entre el policlectrolito en disolucion y el
polielectrolito ya adsorbido sobre el sustrato, donde cada adsorcién del polielectrolito
produce una sobrecompensacién de carga que es pre-requisito para que se produzca la
adsorcion de la siguiente capa de polielectrolito de carga opuesta.® Uno de los
sistemas de multicapas de polielectrolitos més representativos de un régimen de
crecimiento lineal, es el formado por los polielectrolitos
poli(estirenosulfonato)/poli(alilamina hidroclorada), **-**

Por otro lado, en un régimen de crecimiento exponencial se origina la difusion
de las cadenas de policlectrolito ya adsorbidas hacia la disolucién y de la disolusion
hacia la superficie, predominando interacciones del tipo no electrostéticas, tales como
Van der Waals, cation-m, enlaces de hidrégeno, etc. Los primeros sistemas de
multicapas en los que se observd este régimen de crecimiento estin formados por
poli(lisina)/poli(alginato) y poli(lisina)/ poli(4cido hialurénico). *>

La construccion de multicapas se puede llevar a cabo sobre diversos sustratos,
por lo que la construccién de este tipo de peliculas de polielectrolitos mediante el
método capa por capa ha dado como resultado la producciéon de miltiples materiales
siendo el 2001 reportada la primera multicapa depositada en una droga real, ibuprofeno.

Desde entonces, esta técnica ha sido exitosamente utilizada en muchas
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aplicaciones y en disefios de materiales funcionales tales como: sensores, °' membranas

58,59 61,62

con permeabilidad selectiva, capas conductoras®® y peliculas electrocrémicas,

siendo también actualmente utilizadas para la modificacién de diferentes fibras y
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membranas.®%

La construccién de multicapas es una herramienta 0til y versatil, pues permite
utilizar diferentes materiales de tal forma de obtener superficies que mezclen las
ventajas de diferentes materiales. Asi, recientemente se han construidos multicapas de
poli(alilamina hidroclorada) y poli(acril &cido) con nanoparticulas de plata sobre
membranas de polisulfonato. Los resultados obtenidos demostraron que tanto las
multicapas como las nanoparticulas tienen accién antibacteriana, lo que permitié
disminuir la concentracién de nanoparticulas de plata utilizada en relacién a otros
estudios con resultados similares. Lo que, considerando el problema de acumulacién y
toxicidad que tienen las nanoparticulas, es una gran ventaja.**

Se han construido multicapas con actividad biocida formadas por poli(L-lisina)
y carboximetilpululano, en el que se injerté el péptido antibacteriano gramicidina A%
Multicapas de poli(hexametilen hidrocloruro de guanidina) con poli(vinil alcohol)
parcialmente acetilado sobre superficies de fibra rayén, exhibieron una mayor actividad
antimicrobiana que la superficie sin modificar.® Elsabee y col. construyeron multicapas
de quitosano/pectina con propiedades antibacterianas y antifiingicas, demostrando que
este tipo de peliculas pueden ser utilizadas como material para empaquetamiento de
alimentos.” M. Cécius y C. Jérdme utilizaron de multicapas de polielectrolitos poli(4-
estiren sulfonato) de sodio/poli¢hidrocloruro de alilamina) y quitosano para proporcionar
actividad antimicrobiana a superficies metélicas.®®

Debido a la capacidad que tienen microorganismos como las bacterias de de

mutar generando resistencia a agentes bacterianos ya existentes, es cada vez més urgente
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la necesidad de crear nuevas peliculas con propiedades antibacterianas para evitar que
este tipo de microorganismos contaminen. Asf, la construccion de multicapas con
polielectrolitos puede ser utilizada para conferir a superficies o materiales ya existentes

propiedades antibacterianas.

1.1.2.2 Resistencia bacteriana: Pseudomonas aeruginosa y Salmonella

Thyphimurium.

Las bacterias Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y Salmonella
Thyphimurium (S. Typhimurium), son bacterias flageladas con forma de bastoncillo,
clasificadas como bacterias Gram negativas, y son dos importantes par4sitos promotores
de enfermedades en el ser humano. Por un lado, la bacteria P. aeruginosa es una de las
principales bacterias que se encuentra en el ambiente asociada a un alto porcentaje de
infecciones hospitalarias, siendo responsable de elevados indices de mortalidad y por
otro lado, la bacteria S. Typhimurium es una de las causas mds frecuentes y serias de
enfermedades producidas por ingesta de alimentos. Las bacterias Gram negativas,
poseen doble membrana celular: una externa y una citoplasmatica, entre las que se
localiza una pared de peptoglicano (Figura 7). La membrana externa es una bicapa
lipidica formada por proteinas, en especial porinas que permiten el paso de ciertas

sustancias, y lipopolisacaridos.
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Figura 7: Doble membrana celular de bacterias Gram negativas.

Estas especies se caracterizan por su capacidad de adaptarse al entorno,
adquiriendo diferentes mecanismos de resistencia, volviéndose resistentes a multiples
agentes antimicrobianos, como por ejemplo, los antibioticos.” Estos mecanismos de
resistencia incluyen: i) bombas de eflujo en la membrana de la bacteria que expulsan a
los agentes antimicrobianos, ii) cambios en la permeabilidad de la célula bacteriana, lo
que restringe el acceso de los antibioticos a los sitios blanco, iii) modificaciones en el
sitio blanco de accion del agente antimicrobiano y iv) inactivacion o destruccién de
agentes antimicrobianos mediante mecanismos tales como la secrecion de enzimas
especificas que van dirigidas a antibiéticos.”"”

Por un lado, la especie Pseudomona aeruginosa presenta resistencia a
antibi6ticos como piperacilina, ceftazidima, imipenem y gentamicina® y posee un gran
numero de factores de virulencia los que permiten producir la infeccién del huespedero,
los que incluyen: flagelos, pili, produccién de alginato, fenotipos mucosidos,

lipopolisacaridos, sistemas de secrecion de proteinas tipo III (mecanismo en el que la

bacteria inyecta una serie de diferentes proteinas a la célula hospedera), secrecion de
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proteasas, factores oxidativos y toxinas.”

La bacteria P. aeruginosa (Figura 8A) puede ser tratada con antibioticos
compuestos de Aminoglucésidos (amino-azicares unidos por enlaces glucosidicos a un
alcohol ciclico hexagonal con grupos amino) combinados con B-lactamicos, siendo uno
de los mas resistentes la Trobamicina, donde la efectividad de este antibidtico se debe a
la mutacién por impermeabilidad o bombas de eflujo.”” También con el antibitico
Colistina, el que estd compuesto de dos polipéptidos, aunque recientemente ha sido
descrito un tipo raro de resistencia a este antibidtico para este tipo de bacteria.”®
Ademas puede ser tratada con cefalosporina, aunque para ambos existen algunos

mecanismos de resistencia.®’

Figura 8: Ilustracion médica de: A) Pseudomonas Aeruginosa y B) Salmonella

Typhimurium. (Center for disease control and prevention).

Por otro lado, para la bacteria S. Typhimurium (Figura 8B), la mayoria de los
antibioticos utilizados derivan de productos naturales o son resultado de derivados semi-

sintéticos.”””” Entre ellos destacan derivados de fluoroquinolonas como ciprofloxacina,
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ceftriaxona o cefotaxima, sin embargo, su eficacia se ve disminuida por la presencia de
bacterias Salmonella resistentes. %° Esta bacteria, también es resistente a la tetraciclina y
cloranfenicol a fravés de mecanismos de bombas de eflujo y secrecion de enzimas que
inactivan al antibitico.’ Ademds, esta bacteria posee resistencia a los aminoglucésidos
y B-lactdmicos.®

Debido a la facultad de estas bacterias de tornarse cada vez mas resistentes a
agentes antibacterianos ya existentes, como los antibidticos, la obtencién de nuevas
peliculas poliméricas antibacterianas, particularmente peliculas de multicapas de
polielectrolitos, puede contribuir a disminuir la contaminacion bacteriana de superficies
por medio de recubrimientos que provoquen resistencia a la colonizacién, evitando la
formacion de biopeliculas como método preventivo. Recientemente J. Jang y
colaboradores analizaron la capacidad antibacteriana de peliculas poliméricas
nanoestructuradas adsorbidas sobre una superficie sélida, compardndolas con
antibidticos tradicionales, concluyendo que los polimeros mostraron mayor inhibicién
del crecimiento bacteriano.®® La ventaja de este tipo de peliculas de multicapas de
polielectrolitos recae en que permiten utilizar multiples mecanismos antibacterianos,
donde ademas de provocar la muerte de la bacteria al estar en contacto con la pelicula,
pueden provocar la exclusion de la bacteria de la superficie evitando la formacién de

biopeliculas bacterianas.
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1.1.2.3 Mecanismos de accion antibacteriana.

Las peliculas de multicapas con capacidad antibacteriana se basan
principalmente en los siguientes mecanismos de accion: i) muerte de la bacteria por
contacto con la superficie de la multicapa y/o ii) exclusion de la bacteria impidiendo que
se acerque al sustrato, y por lo tanto, generar colonias bacterianas o biopeliculas (Figura

).

A) -

Figura 9: Mecanismo de accion antibacteriana. A) Muerte de la bacteria por contacto y

B) Exclusion de la bacteria de la superficie.

El mecanismo de muerte por contacto, se basa en la adhesion de la bacteria a la
superficie, donde la muerte de la bacteria es inducida quimicamente ya sea por
antibidticos, péptidos o alguna molécula o grupo funcional especifico para una
determinada especie bacteriana. Estos compuestos penetran la célula bacteriana o
inducen un intercambio iénico que quebranta la integridad de la membrana produciendo
la lisis celular.’” Entre los compuestos utilizados para crear peliculas antibacterianas que

actuan utilizando este mecanismo destacan las sales cuaternarias de amonio,* polimeros
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de guanidina,® quitosano® y derivados de anillos piridinicos N-alquil cuaternizados.®’”

La exclusion de bacterias de la superficie se logra mediante la creacién de
superficies que provoquen exclusion de bacterias debido a: i) efecto estérico, ii) efecto
electrostatico, iii) efecto por una baja energia superficial %

No existe una “gran variedad” de polimeros y/o polielectrolitos utilizados en el
desarrollo y obtencion de peliculas antibacterianas, como tampoco una gran variedad de
estudios que se focalicen en la obtencién de peliculas que prevengan la adhesion
bacteriana. Uno de los sistemas poliméricos mds utilizados en la creacién de superficies
que prevengan la adhesion de bacterias son los derivados de PEG u oligoetilenglicol.
Esto se debe a que confieren a la superficie repulsién por impedimento estérico,
producto de la flexibilidad que presentan estos sistemas poliméricos, lo que puede
obstaculizar el acercamiento de las bacterias hacia la superficie.®® Park y col. utilizaron
poliuretano modificado con PEG conteniendo grupos hidroxilos, amino y sulfonato
como grupos terminales para estudiar la adhesiéon bacteriana, obteniendo como
resultado que en general, PEG de mayor peso molecular exhiben una mayor resistencia a
la adhesion bacteriana y que las superficies con grupos sulfonato terminales fueron las
més efectivas en la reduccién de la adhesién bacteriana.”® Por otro lado, Norde y col.
estudiaron la influencia del largo de la cadena de cepillos de PEG y el peso molecular de
estos en la resistencia a la adhesion bacteriana y a diferentes hongos, concluyendo que
mientras mayor sea el peso molecular y més largos los "cepillos" de PEG, la superficie
es mas resistente a la adhesién.’® Boulmedais y col. investigaron la influencia del

nimero de multicapas en la resistencia a la adhesion bacteriana de Escherichia coli de
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una pelicula formada por bicapas de polielectrolitos de poli{L-lisina)/poli(L-dcido
glutamico), con poli(etilenglicol) injertado en la poli(L-lisina), concluyendo que la
adhesion de esta bacteria se reduce en un 72% en peliculas terminadas en una bicapa y
en un 92% en peliculas terminadas en tres bicapas en comparacién al sustrato desnudo.”!

Las multicapas de polielectrolito pueden presentar diferentes propiedades
fisico-quimicas, como: humectabilidad, energia superficial, espesor de la cantidad
adsorbida de polielectrolito, rugosidad, entre otros. Estas propiedades, puede incidir de
forma independiente o en conjunto, en el tipo de mecanismo antimicrobiano que posee

la pelicula de multicapas.

1.1.2.4 Factores que influyen en la capacidad antibacteriana de las

peliculas de multicapas.

Los mecanismos de accion antibacteriana se ven influenciados por distintos
pardmetros fisico-quimicos como: efecto estérico, humectabilidad, topografia de la
superficie, carga de la superficie y energia superficial. Estos parémetros pueden
aumentar o disminuir la capacidad antibacteriana de una pelicula de multicapas.

Se han propuesto materiales con propiedades antibacterianas mediante la
modificacién de superficies con peliculas de multicapas construidas con polfmeros
cepillo o polimeros que posean en su cadena lateral grupos voluminosos evitando el

contacto de la bacteria con la superficie debido a un efecto estérico (Figura 10).
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Recientemente se estudié el uso de polietilenglicol (PEG) como recubrimiento para
superficies de tomate, donde el polimero forma una capa de cadenas de polimeros
creando una barrera estérica que disuade el contacto cercano entre las bacterias y la
superficie, suprimiendo la adhesion de estas.”

En tanto, existen algunos estudios que sefialan que mientras mayor sea la
humectabilidad de la pelicula de multicapas, mayor sera la hidratacion de la superficie,
creando una capa de moléculas de agua bloqueando el acceso de la bacteria a la
superficie (Figura 11). Este tipo de peliculas se puede lograr utilizando polielectrolitos
como el poli(etilenglicol) o poli(éxido de etileno).”® Por otro lado, en algunos estudios se
ha descrito que mientras menor sea la humectabilidad, es decir, mas hidrofobico sea el

sustrato, menor sera la adhesién bacteriana. **

I ; o
h‘!’I!\i

‘-"

Figura 10: Capacidad antibacteriana debido a un efecto estérico generado por el

polimero depositado en la superficie.
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Figura 11: Capacidad antibacteriana debido a la humectabilidad de la pelicula de

multicapas.

Otros estudios han encontrado una influencia de la rugosidad de la superficie en
la capacidad antibacteriana, sin embargo no se puede identificar una rugosidad umbral
por debajo de la que disminuya la adherencia de bacterias.”> Sin embargo, se espera que
mientras mas rugosa sea la pelicula de multicapas, menor es la posibilidad de la bacteria
de acercarse a sitios especificos de la superficie y formar interacciones lo que, por tanto,

disminuye la adhesion de bacterias (Figura 12).

Figura 12: Capacidad antibacteriana debido a la rugosidad de la superficie de la

multicapa.
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El tipo de carga de la superficie es un factor que puede influir en la obtencion
de peliculas antibacterianas, ya que si esta posee igual carga que la pared o0 membrana
externa de la bacteria se produce la exclusion de la bacteria por un efecto de repulsion
electrostatica (Figura 13). En el caso de las bacterias Gram positivas y Gram negativas la
pared o membrana externa posee carga negativa, en las primeras debido a los acidos

teitoicos y en las ultimas, debido a los lipopolisacaridos.

Figura 13: Capacidad antibacteriana debido a la carga de la superficie de la pelicula de

multicapas.

Superficies con baja energia superficial tienen menor capacidad de generar
interacciones y por lo tanto menor capacidad de provocar adhesion de bacterias,
disminuyendo la formacion de biopeliculas (Figura 14). Harnett y col. estudiaron la
influencia de la energia superficial en la adhesion celular en variados biomateriales,
concluyendo que la adhesion aumenta cuando se incrementan los valores de la energia
superﬁcial.96 Estos resultados podrian ser extendidos a microorganismos como las
bacterias, donde superficies con una menor energia superficial disminuiran la adhesion
de bacterias a una superficie solida.
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Figura 14: Capacidad antibacteriana debido a la energia superficial exhibida por la

superficie.

Sin embargo, a pesar de los multiples estudios realizados, la influencia de
factores como rugosidad, carga de la superficie, grado de humectabilidad, entre otros,
en la adhesion antibacteriana de estas peliculas aun no esta claro.’” Por lo que estudiar la
influencia de estas propiedades fisico-quimicas de materiales poliméricos en la
capacidad antibacteriana en orden de prevenir la formacion de biopeliculas es de gran
importancia.

De acuerdo a lo descrito anteriormente, esta tesis propone responder a la

siguiente hipotesis:

1.2 HIPOTESIS.

La capacidad antibacteriana de multicapas nanoestructuradas de derivados del
copolimero poli(anhidrido maléico-alt-estireno) conteniendo aminoazticares y poli(4-

vinilpiridina) N-alquil cuaternizada con bromuro de etilo y pentilo sobre una superficie
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solida, estard determinada por la naturaleza del sustituyente de la cadena lateral del

copolimero, permitiendo aumentar la capacidad antibacteriana de la superficie.

1.3 OBJETIVOS.

1.3.1 Objetivo general.

Construir multicapas nanoestructuradas de polielectrolitos derivados de
poli(anhidrido maléico-alt-estireno) conteniendo aminoazicares y poli(4-vinilpiridina)

N-alquil cuaternizadas con bromuro de etilo y pentilo con capacidad antibacteriana.

1.3.2 Objetivos especificos.

1. Modificar el copolimero poli(anhidrido maléico-alt-estireno), P(AM-alt-E), de
diferentes pesos moleculares, con los aminoazicares: 5-amino-5-desoxi-1,2-0-
isopropilideno-o.-D-xilofuranosa, 3-amino-3-desoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-
o-D-glucofuranosa, 6-amino-6-desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranosa y 6-amino-6-desoxi-1,2-isopropilideno—~o~D-glucofuranosa.

2. Modificar poli(4-vinilpiridina) de peso molecular de 60.000 g/mol, con bromuros

de alquilo con diferente grado de hidrofobicidad (polielectrolitos catiénicos,

PAVPy-C, y PAVPy-Cs).
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1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Reactivos.

Todos los reactivos utilizados en la sintesis del copolimero P(AM-ali-E) (Tabla

1), en la sintesis de aminoazticares (Tabla 2), en la modificacién del copolimero P(AM-

alt-E) con aminoaziicares (Tabla 3), neutralizacion del copolimero P-gminoazicar

(Tabla 4) para la obtencion|del polielectrolito aniénico y cuaternizacién de P4VPy

(Tabla 5); como también en la modificacion del sustrato ufilizado en las isotermas de

adsorcion y construccién de multicapas (Tabla 6 y Tabla 7) y caracterizacién superficial

de las multicapas (Tabla 8), son los siguientes:

Tabla 1: Reactivos utilizados para la sintesis del copolimero P(AM-alt-E).

Reactivo Abreviacion MF:';:: :ll:r Pl[’l;: ;.a Marea

o, a-Azobisisobutironitrilo AIBN CeHoN, - Merck
Metanol MeOH CH,O 99,80 Merck
Anhidrido Maléico AM C:HyO3 99,00 Merck
Benceno - CeHg - Merck

Estireno E CsH,; - Merck




Tabla 2: Reactivos utilizados para la sintesis de aminoaziicares.

. . ey Formula Pureza
Reactivo Abreviaciéon Molecular [%] Marca
1,2 -O-Isopropilideno-o-D- .
- CgH]ﬁOﬁ 98,00 Aldrich
glucofuranosa
1,2:3,4-Di-O-isopropilideno- .
- C12H2006 97,00 Aldrich
o-D-galactopiranosa
1,2:5,6-Di-O-isopropilideno-
- Cqu()Oﬁ 98,00 Aldrich
o-D-glucofuranosa
1,2-O-Isopropilideno-a-D- .
- C8H1405 99,00 Aldrich
xilofuranosa
Acetona - C:H;0O 99,90 Aldrich
Acido acético AcOH C,H;0, 99,70 Aldrich
Anhidrido acético Ac,O C4H04 98,00 Aldrich
Anhidrido
Ti0 CoFs8,05 99,00 Aldrich
trifluorometansuifonico
Azida de sodio - NaN; 99.50 Aldrich
Borohidruro de sodio - NaBH, 99,00 Aldrich
Cloruro de p-toluensulfonilo TsCl C7HzS0,Cl 99.00 Aldrich
Diclorometano - CH,Cl, 99,80 Aldrich
Dimetilformamida DMF C:IHNO 99,80 Aldrich
Dimetilsulfoxido DMSO CgH Ny 99,90 Merck
Etanoato de etilo EtOAc C4HzO, - Merck
Etanol EtOH C,H;0 99,80 Aldrich
Eter de petrdleo - - 95,00 Aldrich
Eter etilico - C4Hy0 99,00 Aldrich
Etilendiamina - CoHgN, 99,50 Aldrich
Hidrégeno - H, 99,99 Aldrich
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Metanol
Niquel Raney
Paladio en carbono 10%
Piridina
Sulfato de dimetilo
Sulfato de magnesio
Sulfato de sodio
Tetrahidrofurano
Tolueno

Trifenilfosfina

MeOH
Ni/H,
Pd/C

MeZSO

THF

PPh,

CH,O

Pd
CsHsN
C,HgO4S
MgSO,
Na;SCy
C4HgO
CsHsCH3
CigHsP

99,00

99,80
95,80
99,50

99,00
99,90
99,80
98,50

Aldrich
Merck
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
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Tabla 3: Reactivos utilizados para la modificacién del copolimero P(AM-alt-E)

con aminoaziicares.
Reactivo Abreviacion l\ig;:: :ll:r P'[l;: ]za Marca
3-Amino-3-desoxi-1,2:5,6-di-
O-isopropilideno-o-D- Alo-f(Is0); CgH3sNO;4 - *
alofuranosa
5-Amino-5-desoxi-1,2-0-
isopropilideno-o.-D- Xil-f-(Iso)OH C12HyNOs - *
xilofuranosa
6-Amino-6-desoxi-1,2:3,4-di-
O-isopripilideno-o-D- Gal-p-(Iso), CoH5NO;4 - *
galactopiranosa
6-Amino-6-desoxi-1,2~
: isopropilideno-a-D- Glu-f-Iso(OH), C12HxNOs - ®
glucofuranosa
Dimetilsulféxido DMSO CgHNy 99,90 Merck
Poli(anhidrido maleico-alt-
estireno) P(AM-alt-E),P C12H100s - *
Trietilamina TEA N(CH:CHs); - Merck

*Sintetizados en esta tesis.

Tabla 4: Reactivos utilizados en la neutralizacién del copolimero P-aminoaziicar.

Reactivo Abreviacion ;3;.:: :ll:r P;;: ]za Marca

Bicarbonato de sodio - NaHCO;, - Merck
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Tabla 5: Reactivos utilizados en la cuaternizacion de poli(4-vinilpiridina).

Reactivo Abreviacion 1;3;:: :ll:r P‘[l(;: Iz 2 Marca
Bromuro de etilo - C,H;Br 99,00 Aldrich
Bromuro de pentilo - CsH;;;Br 99,00 Aldrich
Cloroformo - CHCl; 99,00-99,40 Merck
Poli(4-vinilpiridina) P4VPy C;H;N - Aldrich

Tabla 6: Reactivos utilizados en el lavado oxidativo del sustrato utilizado para las

isotermas de adsorcién y construccién de multicapas.

Férmula Pureza

Reactivo Abreviacion Molecular (%] Marca
Hidréxido de amonio
- NH,0H - Merck
(25%)
Perdxido de hidrogeno
- H;0, - Merck
(30%)

Tabla 7: Reactivos utilizados en la modificacion hidrofilica del sustrato utilizado

(SiW) en las isotermas de adsorcidn.

Formula Pureza
Reacti Abreviacio Ma
eactivo reviacion Molecular %] rea

(3- Aminopropil)tri_
o APS CsH7NO;Si 97,00 Aldrich
metoxisilano
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Tabla 8: Reactivos utilizados en la determinacién de la energia superficial.
{

Fo

Solventes Abreviacién Ormula Pureza Marca
molecular [“]

Diyodometano - CHyl, - Merck

1.4.2 Materiales.

Se detallardn a continuacién los materiales utilizados en: i) sintesis del
copolimero P(AM-alt-E), ii) sintesis de aminoazicares, iii) modificacién de los
copolimeros P(AM-alt-E) con aminoaziicares, iv) neutralizacidén de los copolimeros de
P-aminoaziicar y iv) cuaternizacion de P4VPy.

También se especifican los materiales utilizados en: i) modificacion del sustrato
utilizado en las isotermas de adsorcion, ii) construccidon de multicapas, iii)

caracterizacion superficial de las multicapas y iv) estudios de capacidad antibacteriana.

-Balones de 3 bocas.

-Refrigerante liso.

-Bafio de silicona.

-Mangueras y coplas para flujo de nitrégeno.
-Termoémetro (-20 — 150°C).

-Pipetas Pasteur.

-Vasos de precipitado.
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-Probetas.

-Papel para pesar 3x3 pulgadas.

-Espatula.

-Viscosimetro capilar de dilucion del tipo Ubbelohde.
-Soporte universal, nueces y pinzas.

~Silicon Wafers (Si/SiOz) ([100], p-dopado R = 0.01  cm).
-Placas de Cuarzo.

-Pinzas.

-Placas de 48 pocillos.

-Jeringas de 10 pL.

-Propipetas

-Cepas Bacterianas: Psudomonas aeruginosa wild-type PAOI y Salmonella enterica
serovar Typhimurium /4028s.

-Medios de Cultivo (LB y Agar Top LB).

1.4.3 Equipos.

A continuacién se detallan (Tabla 9) los equipos utilizados en la sintesis y
caracterizacién molecular de: i) copolimero P(AM-alt-E) o P, ii) aminoaziicares, iii)
modificacién del copolimero P(AM-alt-E) con aminoazicares, iv) neutralizacion del

copolimero modificado P-aminoaziicar y iv) cuaternizacion de PAVPy.

69




También se detallan los equipos utilizados en: i) modificacion del sustrato

utilizado en las isotermas de adsorcién y construccidon de multicapas, ii) caracterizacioén

superficial de las multicapas y iv) estudios de capacidad antibacteriana.

Tabla 9: Equipos utilizados en el desarrollo experimental de esta tesis.

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica Schimadzu AUX220
Agitador magnético Nuova SP18420-26
Estufa de secado Shel Lab 1410-2E
Rotavapor Buchi R-220-EX
Liofilizador ilShin TFD-5503
Centrifuga - ECO-2645
Infrarrojo Bruker Tensor 27
NMR-'H Bruker ACP-200 y AVANCE-400
NMR-"C Bruker ACP-200 y AVANCE-400
Espectrometro de masas Bruker MICROTOFQ II
Elipsémetro Guaertner L11685300 STOKES
UV-Visible Shimadzu Uv-160
Equipo pa;aorj;czizangulo de Autoconstruido -
Microscopio de fuerza atomica Ntegra NT-MDT
Cabina de bioseguridad Thermo scientific 1386
Incubador VelpR Scientific FOC 225E
Lupa de fluorescencia Olympus MVX10
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1.4.4 Sintesis.

1.4.4.1 Sintesis del copolimero base, P(AM-alt-E).

La sintesis del copolimero P(AM-alt-E) se realizd mezclando cantidades
equimolares de los monomeros de anhidrido maléico y estireno a 60°C, con a, -
azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador en benceno anhidro como disolvente
(Figura 15). Se obtuvo copolimeros de peso molecular viscosimétrico de 3,2x104g1“n01'l

y 6,2x10%*gmol ™.

— CH
HC=CH HG==CH AIBN ‘{\CH_CH/ Z\CH’]/

60°C 1
AN * ST
" Mo O Celfeun 0/\o/k° ©
Poli(anhidrido maléico-att-estireno)
Figura 15: Reaccion de copolimerizacién P(AM-ait-E).
El peso molecular del copolimeroc P(AM-alt-E) se determindé mediante

viscosimetria. Utilizando el valor obtenido para viscosidad intrinseca en la ecuacién de

Mark-Houwink-Sakurada (1) se puede obtener el peso molecular viscosimétrico:”’

M]=5,07x107° - MO ¢}




R

Donde,
[n]:Viscosidad intrinseca {dL/g).

M,: Peso molecular viscosiméirico,

El valor de la viscosidad intrinseca se puede obtener realizando un grafico
simultaneo de las ecuaciones de Huggins (2) y Kraemer (3) (Figura 16) y extrapolando
ambas rectas a dilucién infinita, donde el intercepto de ambas rectas corresponde al

valor de la viscosidad intrinseca.

Ecuacién de Huggins:

s/ =[] + Kyfnl2c @)

Ecuacion de Kraemer;

(anr)/ ¢ = [n] — Kxm)?c 3

Donde,

Tep: Viscosidad especifica.

1Ny Viscosidad relativa.

c¢: Concentracién de la solucién polimérica diluida.

Ky y Ky: Constantes de proporcionalidad (se obtienen de las pendientes de los graficos

de ngp / € Y Nrer / € versus la concentracion, respectivamente).
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Figura 16: Grafico de Huggins y Kraemer para la determinacidn de la viscosidad infrinseca

del P(AM-ait-E).

1.4.4.2 Sintesis de aminoazicares.

Los aminoaziicares propuestos en estas tesis, fueron sintetizados a partir de sus
respectivos hidroxil-derivados (Figura 17): 1,2-di-O-isopropileno-o-D-xilofuranosa
(Figura 17A), 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-o-D-glucofuranosa (Figura 17B), 1,2:3,4-di-
O-isopropilideno-a-D-galactopiranosa  (Figura 17C), 1,2-O-isopropilideno-a-D-

glucofuranosa (Figura 17D).
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Figura 17: Materiales iniciales para la sintesis de los aminoazicares.

La sintesis de aminoazicares se llevd a cabo siguiendo ires pasos, como se¢
muestra en la Figura 18. En un primer paso, el grupo hidroxilo del azicar inicial es
transformado en un grupo saliente, como tosilato (TsO-) o triflato (TfO-). En un segundo
paso, estos azicares fueron transformados en azo- derivados mediante una reaccién Sy2
donde se produce el desplazamiento del grupo saliente con azida de sodio.

Después de esto, se hizo reaccionar los azo-derivados con trifenilfosfina o

Pd/C/H, para obtener mediante hidrogenacion los aminoazficares.

My

e e

R,=TsorTf

it

R = Aziicar parcial o total protegido
NE,

O]

Figura 18: Procedimiento general de sintesis. 1) tosilacion, o triflicacion, de los azticares

protegidos; ii) azidacion; iii) aminacion de los azicares protegidos.
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1.4.4.2.1 Sintesis de 5-amino-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-c-p-

xilofuranosa.

A continuacidn se presenta el esquema de sintesis (Figura 19), los detalles de
reaccion (Tabla 10) y el procedimiento experimental de sintesis para el aminoaziicar 5-

amino-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa,

Ho"ﬁ,%’ i TSOIXD*”’ it NS/\SE""’

%, Q Y Q % Q

HO "0)< HO go)< HO *’0)<
1 2 / 3

HoN

. .

Eed
HO o)<

Figura 19: Esquema de sinfesis de 5-amino-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-o-D-

\5
W

xilofuranosa.
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Tabla 10: Reaccion de sintesis de 5-amine-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-

xilofuranosa.
N°® Reaccion*  Paso Condiciones M'a?a Masa Rendimiento
Imicial Final ‘
1.1 i TsCl, Py, 0°C,18h 1,50g 2,44¢g 90%**
NaN3;, DMF,
ii 24¢g 0,72¢g 4Kk *
5h, 90°C,
11 i TsCl, Py, 0°C, 18h 4,0g 7.85¢ 9495 *
) ii NaN3, DMF, 5h, 90°C, 7.8¢g 3,72g 76%***
12 iii PPh3;, THE/H,0(4:1),1rt,3h 04¢g 0,33g 94%
] iii  PPhy,THF/H,O (4:1)rt,3h  4,0g  1,52g 43%

* Numero de veces realizada Ia reaccion.
**Rendimiento producto crudo.
***Rendimiento calculado considerando como masa inicial el producto crudo.

1,2-Isopropiledeno-5-0O-tosil-a-D-xilofuranosa (2). Se afiadi6 cloruro de p-
foluensulfonilo (2,2 g, 11,5 mmol) a una solucién de 1,2-di-O-isopropilideno-c-D-
xilofuranosa (1) (1,5 g, 7,88 mmol) en piridina (35 mL) a 0°C. La mezcla estuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante toda la noche. La solucién resultante fue
lavada con éter etilico y filtrada. Se removié el solvente bajo presion de vacio, luego se
afiadi6 agua para coagular la reaccion, el solvente fue removido bajo presién de vacio y
co-evaporado dos veces con tolueno. Se disolvié el residuo en CH,Cl, y el solvente fue
evaporado a presién reducida para obtener 1,2-isopropiledeno-5-O-tosil-o-D-

xilofuranosa (2,44 g, 90%) como un jarabe blanco.
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5-Azido-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa (3). Se afiadié azida de sodio
(0,923 g, 14,2 mmol) a una solucioén de 5-O-tosil-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa
(2) (2,44 g, 7,10 mmol) en DMF (20 mL) y la mezcla se agit6 a 90°C durante dos horas.
El solvente fue removido utilizando vacio, el residuo disuelto en tolueno y lavado dos
veces con agua. La fase orgéanica fue concentrada a presion reducida y el producto crudo
purificado mediante columna cromatrogrifica (acetona-éter de petrdleo, 2:8) para
obtener 5-azido-5-deoxi-1,2-O-isopropilidena-o-D-xilofuranosa (0,72 g, 48%) como un

jarabe amarillo.

S-Amino-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa (4). Se hizo reaccionar el
derivado azido (3) con ftrifenilfosfina (1:1,1 equivalentes) en una mezcla de
THF/H;0(4:1) durante una hora a femperatura ambiente. El solvente fue evaporado
utilizando vacf'o y el residuo se disolvié en agua, luego fue lavado dos veces con éter
etilico. Finalmente, la fase acuosa fue secada a presién reducida para obtener el
aminoazicar 5-Amino-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa con un aspecto

viscoso café.
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1.4.4.2.2Sintesis de 3-amino-3-deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-

alofuranosa.

Para la sintesis de este azificar se utilizé anhidrido trifluorometanosulfénico en
vez de tosil clorato debido a que el primero es mejor grupo saliente que el grupo tosilato.
Se obtuvo un alto rendimiento de azfcar triflato. La azidacién fue exitosa, pero se
produce una competencia entre la reaccién de adicion nucleofilica Sy2 y la reaccién de
eliminacion E2. Como resultado, se obtuvo casi la misma proporcién de ambos
productos. Ademads, la reaccién Sy2 involucra un cambio de configuracién en el dtomo
de carbono en el que se producen las reacciones. Esta es la razdn por la que se obtuvo
una configuracion alo- y no una configuracion gluco- en la azicar final.

A continuacion se presenta el esquema de sintesis (Figura 20), los detalles de
reaccion (Tabla 11) y el procedimiento experimental de sintesis para el derivado de

aminoazicar 3-amino-3-deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-alofuranosa.

0 0
00 i
3?\53% — [ =% L%
HO %b)r o < % )r
6 7

§
N‘“%E)

O © 0
3'1'
Figura 20: Esquema de sintesis de 3-amino-3-deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-ct-D-

alofuranosa.
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Tabla 11: Reaccién de sintesis de 3-amino-3-deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilidenc-o.-

D-alofuranosa.

. . Masa Masa L.
N° Reaccion®* Paso Condiciones . . Rendimiento
Imnicial Final

i THO,CHxChL, Py,40°C, 1,5h  2,60g 4,30g 100%**

2.1 ii NaN3, DMF, 24h, 40°C 430g 1,025  33%***
iii Pd/C, Ha, EtOH, rt, 2h 0,6g 0,55 100%**
i TRO,CH,CL, Py, 40°C, 1,5h  5,lg - -
2.2 i NaNj3, DMF, 24h, 40°C - 0,66g -
iii Pd/C, H,, EtOH, t, 3h 0,66g  0,5g 83%

*Numero de veces realizada la reaccién,
**Rendimiento producto crudo.
***Rendimiento calculado considerando como masa inicial el producto crudo.

1,2:5,6-Di-O-isopropiledeno-3-O-trifluorometanosulfonil-a-D-glucofuranosa (6). Se
enfrié a -10°C un balén con piridina (2,5 mL, 31,9 mmol) y 80 ml. de cloruro de
metileno, al que se afiadié gota a gota anhidrido triflico (5 g, 17,72 mmol) disuelto en
40mL de cloruro de metileno. Una vez completada la adicién, la mezcla se dejé en
agitaciéon durante diez minutos. Se disolvid la azicar (5) (2,55 g, 9,6 mmol) en 40mL de
cloruro de metileno y se afiadié gota a gota al baldn, dejando la mezcla en agitacion
durante 1,5 horas. A la mezcla de reaccidén se adicioné agua-hielo, las fases fueron
separadas y la fase acuosa se extrajo con dos porciones de cloruro de metileno. Los

extractos fueron secados utilizando sulfate de sodio y el solvente fue removido

utilizando vacio.




3-Azide-3-deoxi-1,2;5,6-di-O-isopropilideno-a-D-alofuranosa (7). A una solucién del
carbohidrato triflucrosulfonil (5) (1 equivalente), previamente descrito, en DMF
anhidrida (2 ml.) se afiadié lentamente azida de sodio (2 equivalentes). Se detuvo la
reaccion luego de 24 horas de agitacion a 50°C y se afiadié agua. Se extrajo la mezcla
resultante con éter de petréleo dos veces, se secd con MgSO, anhidro y se evaporo. Se
purificé utilizando una columna cromatogréfica (éter de petroleo-éter etilico, 7:3) para

aislar el producto deseado del producto obtenido por la reaccion de eliminacién.

3-Amino-3-deoxi-1,2;5,6-di-O-isopropilideno-a-D-alofuranosa (8). Se disolvio el
derivado azida (7) (285 mg, 1 mmol, 1 equivalente) en etanol absoluto (2 mL), bajo
atmosfera de nitrogeno. Se afiadio paladio/carbono activado 10% a la reaccion y se
hidrogend a 1 atm. Luego de estar en agitacion durante varias horas a temperatura
ambiente, la obtencién del producto se monitored utilizando cromatografia en capa fina
y una vez terminada la reaccion, la mezcla fue filtrada usando un colchén de Celita. Se
removid el solvente utilizando vacio para obtener el aminoaziicar 3-Amino-3-deoxi-

1,2;5,6-di-O-isopropilideno-u-D-alofuranosa (8).
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1.4.4.2.3Sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-

galactopiranosa.

A continuacion se presenta el esquema de sintesis (Figura 21), los detalles de
reaccion (Tabla 12) y el procedimiento experimental de sintesis del aminoazicar 6-

amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-c-D-galactopiranosa.

!l,O
12

Figura 21: Esquema de sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-

galactopiranosa.
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Tabla 12: Reaccion de sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-

D-galactopiranosa.

N° Reaccion* Paso Condiciones M.afa I\f{asa Rendimiento
Inicial Final
i TsCl, Py, 0°C.,4h 5,00g 7,32¢g 02%%*
3 i NaN3, DMSO, 2h, 160°C 7,32g 44g 88%p***
iii PPhs, THF/H,0 (4:1), 1t, 3h 0,4g 0,27g 74%
ili PPhs, THF/H,0 (4:1), 1t, 3h 1,5g 1,30¢g 95%

*Numero de veces realizada Ia reaccion.
**Rendimiento producto crudo.
***Rendimiento calculado considerando como masa inicial el producto crudo.

1,2:3,4-Di-isopropilideno-6-0-tosilato-a-D-galactopiranosa (10). A una solucién de
1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranosa (9) (5,0 g, 1,92 mmol) en piridina, se
afiadié cloruro de p-toluensulfonilo (5,5 g, 2,88 mmol), dejando la mezcla toda la noche
bajo agitacién a una temperatura entre 0-5°C. El solvente fue removido bajo presion de
vacio y el residuo viscoso fue lavado con agua y filtrado. El residuo sélido obtenido {ue
disuelto en éter y concentrado, Iuego fue lavado con una mezcla agua-etanol y
concentrado nuevamente para obtener 1,2:3,4-di-isopropilideno-6-O-tosilato-o-D-

galactopiranosa (7,32 g, 92%) como un liquido viscoso amarillo.

6-Azido-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranosa (11). A una

solucién de 1,2:3,4-di-isopropilideno-6-O-tosilato-a-D-galactopiranosa (10) en Me,SO
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(20mL) se afiadi6é azida de sodio (5,74 g, 88,0 mmol). La mezcla estuvo en agitacion
durante dos horas a 160°C, luego fue enfriada a temperatura ambiente, se afiadié agua-
hielo y se extrajo con EtOAc. La fase orgdnica fue secada (MgSO; anhidrido) y
concentrada. El producto fue purificado por cromatografia en columna (éter etilico) y
concentrada obteniendo 6-azido-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-

galactopiranosa (4,4 g, 88%) como un liquido viscoso café.

6-Amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranosa (12). Se hizo
reaccionar 6-Azido-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranosa (11) con
trifenilfosfina (1:1,1 equivalentes) en una mezcla de THF/H,0(4:1) durante una hora a
temperatura ambiente. El solvente fue evaporado a presién reducida, el residuo fue
disuelto en agua y lavado dos veces utilizando éter etilico. La fase acuosa fue secada
utilizando vacio para obtener como producto el derivado de aminoaziicar 6-Amino-6-

deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a~D-galactopiranosa como un jarabe café.

1.4.4.2.4 Sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2-0O-isopropilideno-a-D-

glucofuranosa.

A continuacion se presenta el esquema de sintesis (Figura 22), los detalles de

reaccion (Tabla 13) y el procedimiento experimental de sintesis para el aminoaziicar 6-

amino-6-deoxi-1,2-0-isopropilideno-a-D-glucofuranosa.
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Figura22: Esquema de sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2-0-isopropilideno-o-D-

glucofuranosa.

Tabla 13: Reaccion de sintesis de 6-amino-6-deoxi-1,2-0O-isopropilideno-o-D-

glucofuranosa.
N° Reaccion* Paso Condiciones M,af‘a NI.asa Rendimiento
Imicial Final
a1 i TsCl, Py, 12h, -15°C 3,00g  5,00g OR0p**
) ii NaN3, DMF, 40°C,15h 5,00g 295g 90%p***
i TsCl, Py, 12h, -15°C, 6,00g  9,60g 9894%*
ii NaNN3;, DMF, 40°C,15h 9,60g 6,32 9%k **
4.2 iii  PPhs;, THF/H0 (4:1), 1t, 3h 0,4g 0,34g 95%
PPh;, THF/H,0 (4:1), rt, 3h 1,5¢g 1,14¢ 85%

iii

** Niimero de veces realizada la reaccién.
**Rendimiento producto crudo.

***Rendimiento calculado considerando como masa inicial el producto crudo.
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1,2-O-Isopropilideno-6-0-p-toluensulfonil-a-D-glucofuranosa (14). Se enfrié una
solucion de 1,2-O-isopropilideno-o-D-glucofuranosa (13) (3,0 g, 13,6 mmol) en piridina
anhidrida (25 mL) a -14°C. Se afiadié una solucién de cloruro de p-toluensulfonilo
(2,86g, 15,0mmol), en piridina anhidrida (10 mL), y la mezcla se dejé a -14°C durante
doce horas. El solvente fue evaporado y el residuo disuelto en diclorometano, lavado con
HCI (0,5M) y saturado con bicarbonato de sodio, secado, filtrado. Se evaporé el solvente
para obtener 1,2-O-isopropilideno-6-O-p-toluensulfonil-a-D-glucofuranosa (5,0g, 98%)

como un jarabe amarillo.

6-Azido-6-deoxi-l, 2-0O-isopropilidenc-a-D-glucofuranosa (15). Se afiadié azida de
sodio (2,6 g, 40 mmol) a una solucién de 1,2-0O-isopropilideno-6-0-p-toluensulfonil-c.-
D-glucofuranosa (12) (5,0 g, 13,4 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidrida (50 mL) y
se dejd en agitacion a 40°C durante 15 horas. Se removié el solvente y el residuo fue
disuelto en diclorometano, lavado con agua, se agreg6 MgSQ, anhidro, se secé, filird y
concentro obteniendo un aceite viscoso. Se purifico mediante cromatografia utilizando
una columna flash (éter-éter de peiréleo, 9:1) para obtener como producto 6-Azido-6-

deoxi-l, 2-O-isopropilideno-a-D-glucofuranosa (2,95 g, 90%) como un sélido blanco.

6-Amino-6-deoxi-l, 2-O-isopropilideno-a-D-glucofuranosa (16). Se hizo reaccionar el
derivado azida (15) con trifenilfosfina (1:1 equivalentes) en una mezcla de THF/H,0
(4:1) durante toda la noche a temperatura ambiente. Se evaporé el solvente, el residuo

fue disuelto en agua y lavado dos veces con éter etilico. La fase acuosa fue secada con
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vacio para obtener el derivado de aminoazicar 6-Amino-6-deoxi-1, 2-O-isopropilideno-

o~-D-glucofuranosa (16) como un jarabe café.

1.4.5 Modificacion del copolimero P(AM-alt-E) con aminoaziicares.

La modificacién del copolimero P(AM-alt-E) con los aminoaziicares
propuestos se llevé a cabo en dimetilsulféxido anhidrido como disolvente a 60°C y
trietilamina como catalizador (Figura 23), obteniendo los copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH,

P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso),; y P-Glu-f-Iso(OH); (Figura 6).
o OH

TEA

CHae + \l/
CH—-CH CH DMS0,,, CH CH
+ NH,-| azicar —_—
)N @ R e T e 1®
o )\

o] NH

Figura 23: Reaccion de copolimero P(AM-alt-E) con aminoaziicares.
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1.4.5.1 Obtencion del polielectrolito anionico copolimero P-

aminoazucar.

Los copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso);, P-Gal-p-(Iso), y P-Glu-f-
Iso(OH), fueron neutralizados utilizando bicarbonato de sodio en relacién
estequiométrica 1:1, ultrafilirados y liofilizados de tal forma de obtener los
polielectrolitos aniénicos copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso), y

P-Glu-f-Iso(OH);.

1.4.6 Cuaternizacion de P4VPy.

La cuaternizacién de la poli(4-vinilpiridina) (P.M=6,0x10*gmol™) se llevé a

cabo utilizando bromuro de etilo y pentilo, en cloroformo anhidro como disolvente a

60°C (Figura 24).
CH, CH,

/{/ \GH/} ’{' \CH/]'

N, BrCH)CH;  CHClyy n

Q iyt e Q

\N \N\ r
{CHz)n

HaC

n=1y4

Figura 24: Reaccion cuaternizacion poli(4-vinilpiridina) con bromuro de etilo y pentilo,
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1.4.7 Caracterizacion Molecular.

La caracterizacion molecular de los distintos sistemas obtenidos se realizo
mediante espectroscopia infrarrojo con Transformada de Furrier (FT-IR) y resonancia

magnética nuclear (Hy “0C).

Caracterizaciéon por FT-IR: Las muestras fueron preparadas a partir de una mezcla de

20mg de polimero y 100mg de KBr. Los espectros se realizaron a temperatura ambiente.

Caracterizacion por NMR-‘Hy NMR-3C (400MHz): Las muestras fueron preparadas
mezclando 80 mg de polimero en 500uL de DMSO-Ds. Los espectros se realizaron a

temperatura ambiente.

1.4.8 Determinaciéon de las condiciones experimentales para la

construccion de multicapas.

Previo al proceso de construccién de multicapas, fue necesario determinar las
condiciones experimentales de trabajo como la concentracion de sal adicionada o fuerza

i6nica, la concentracién y el pH de la solucién de polielectrolito anidnico.
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1.4.8.1 pH.

Para determinar el pH de la solucién de polielectrolito aniénico con el que se
construyeron las multicapas, se estudié la solubilidad de los polielectrolitos variando el
pH de la solucién en un intervalo de pH 2 a pH 7 mediante la adicién de éacido
clorhidrico e hidréxido de sodio. Una vez obtenido el pH en el que se construirdn las
multicapas se analizé si se produce la desproteccion del anillo del azficar del
policlectrolito P-aminoaziicar mediante NMR-'H y NMR-C. El espectro se realizé
luego de solubilizar el polielectrolito P-aminoaziicar tres dias en una disolucién a pH 4 a
diferentes fuerzas idnicas (0,1M y 0,00IM de NaCl), la que posteriormente fue

ultrafiltrada y liofilizada.

1.4.8.2 Concentracion de sal adicionada o fuerza i6nica y concentracion

de la disolucion de polielectrolito.

Se realizaron isotermas de adsorcién de todos los polielectrolitos P-Xil-f-
(Iso0)OH, P-Alo-f-(Iso);, P-Gal-p-(Iso); y P-Glu-f-Iso{OH);. Para determinar la
concentracién de la solucién de los poliectrolitos aniénicos a utilizar en el proceso de
construccion de multicapas, se utilizaron concentraciones de polielectrolito en un rango
de 0,05g/L a 1 g/L, a pH 4. Por otro lado, para determinar la fuerza iénica a utilizar, la

concentracion de sal adicionada fue de 0,1M y 0,001M de NaCl
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1.4.9 Preparacion del sustrato.

La construccion de las multicapas se realizo utilizando como sustrato SiW vy
cuarzo, los que previamente fueron sometidos a un lavado oxidativo (H,O, NH4OH y
H,0,, 5:1:1). Para realizar las isotermas de adsorcion, el sustrato de SiW fue
posteriormente modificado con APS (Figura 25), para obtener una superficie cargada

positivamente. La cantidad adsorbida fue determinada luego de tres horas de adsorcion.

Figura 25: Modificacion hidrofilica del sustrato de SiW con APS.

1.4.10 Construccion de multicapas.

Para la construccion de las multicapas se utiliz6 como sustrato silicon wafers y
placas de cuarzo de 1x1cm, los que previamente fueron sometidos a un lavado oxidativo
(H,0, NH40OH y H,0, 5:1:1). El sustrato se sumergi6 durante treinta minutos y de forma

alternada, primero en la solucién del polielectrolito cationico P4VPy N-alquil
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cuaternizada y luego, en la solucion del polielectrolito aniénico P-amino aziicares, hasta
alcanzar un numero de 12 capas (Figura 26). Ambas soluciones a pH 4 y con una

concentracion de NaCl de 0,1M.

Y
Si/sio,
Polielectrolito catiénico Polielectreolito anidnico Polielectrolito catidnico
P4VPy- Cn P(AM-alt-E) -azucar P4VPy- Cn
(n=2-5) (n=2-5)

Figura 26: Proceso de construccion de multicapas mediante la deposicion alternada de

polielectrolitos.

1.4.11 Caracterizacion de la superficie de las multicapas.

1.4.11.1 Determinacion de cantidad adsorbida y espesor de las

multicapas.

La determinacion de la cantidad adsorbida y espesor de la multicapa fue llevada

a cabo en un elipsometro (Ratzeburg, Germany) DRE-EL02 vertical controlado
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computacionalmente. El dngulo de incidencia (®) se fijé en 70° y la longitud de onda del

laser en 632,8 nm. Las medidas fueron hechas a 23°C+1°C. El valor de la cantidad

adsorbida (I} se obtiene por medio de la ecuacién 4: **1%

tyoril ; —Tg)
r=-—2% ;p /0; - = dpoliCpoli 4
nl/ Qe

Donde:
dpoti: Espesor de las capas adsorbidas de los polielectrolitos determinada por elipsometria.

#peri: Indice de refraccion del polielectrolito.
ng: Indice de refraccion del solvente.

dofd.: 0,16 ml/ga23£2°C.

1.4.11.2 Determinacion de la absorbancia.

Las mediciones de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro UV-

visible UV-160, observando la absorbancia obtenida en una banda de 258 nm de longitud

de onda.

1.4.11.3 Determinacion de la morfologia y topografia (RMS) de la

multicapa.

Las imagenes de la topografia y morfologfa de las multicapas fueron obtenidas
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en un microscopio de fuerza atémica multimode, Nanoscope IIla en el modo de contacto

intermitente ("Tapping") a temperatura ambiente.

1.4.11.4 Determinacion de la humectabilidad.

La humectabilidad de las multicapas fue determinada mediante mediciones de
dngulo de contacto de avance (6,). La determinacion del 4ngulo de contacto se levo a
cabo utilizando el método de la gota estitica, depositando 8 pL de agua sobre la
superficie de las peliculas de multicapas obtenidas, donde el 4ngulo de contacto
corresponde a la tangente que se forma entre la superficie del liquido al hacer contacto
con el solido (Figura 27).

Este angulo depende de la competencia de las fuerzas de cohesion de las
moléculas del liquido y las fuerzas de adhesion entre el liquido y el sélido, cuando las
fuerzas de adhesion entre el sdlido y el liquido son mayores que las fuerzas cohesivas
del liquido, el 4ngulo de contacto es inferior a 90°, teniendo como resultado que el
liquido moja la superficie, es decir, la superficie es humectable. Por tanto, cuando las
fuerzas de adhesion entre el s6lido y el liquido son menores que las fuerzas cohesivas
del liquido, el dngulo de contacto es mayor a 90°, el liquido no moja la superficie, es

decir, la superficie no es humectable.
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YLV

\o.

Ysv B R : =

Donde: YLv: Energia interfacial liquido-vapor (aire).
Ysv: Energia interfacial sélido-vapor (aire).

YsL: Energfa interfacial solido-liquido.

Figura 27: Determinacion del angulo de contacto.

Ademas, mediante el angulo de retroceso (6g), el que se obtiene extrayendo 4
uL de los 8 pL depositados previamente se puede conocer el angulo histéresis de la
superficie (fy). es decir, la heterogeneidad quimica de la superficie, mediante la
ecuacion (5):

Oy =04 — Op (5)

1.4.11.5 Determinacion de energia superficial.

Ysv = ¥sL + Yy cos6 (6)

A la vez, existen variadas teorias que permiten relacionar las energias
interfaciales con la energia libre superficial. Una de las mas utilizadas es la del método

geométrico, esta teoria asume que las energias interfaciales estan determinadas solo por
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contribuciones polares (%) y dispersivas (yF). Estos componentes pueden ser
determinados por medio del 4ngulo de contacto de los liquidos, uno polar y otro apolar,

y utilizando la ecuacién (6), de tal forma que:

yv(1+ cos8) = [(st : Yz',iv)u 2+ (s 'va)ll 2] (7

En este caso se escogio utilizar diyodometano y agua, un liguido apolar y otro
polar, respectivamente, donde los parametros de tension superficial para Ja ecuacion (7)

de los solventes utilizados son:

Tabla 14: Pardmetros de tensién superficial para los liquidos utilizados.

d P
YLV Yoiv Yy
Solvent
olvente (mI/md) (mJ/m?) (mJ/m?)
Agua 72,8 21,8 51,0
Diyodometano 50,8 50,8 0,0

Dado que la tensién superficial es proporcional a la energia intermolecular, la
energia superficial (y) de un material puede ser considerada como la suma de sus
componentes dispersivos ('yd) y polares (yF), lo que permite obtener la energfa superficial
total mediante la ecuacién (8):

= @ 3 P

95




1.4.12 Estudios de capacidad antibacteriana.

Para determinar la capacidad antibacteriana de las multicapas construidas, se
realizaron ensayos microbiologicos. Para esto se inocularon las distintas cepas de
Pseudomonas aeroginosa PAOI y Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028s.
En el caso de Salmonella fue transformada con el plasmido pDiGC que codifica para la
proteina fluorescente GFP de forma constitutiva para poder visualizarla en microscopia
de fluorescencia. Las especies se incubaron a 37°C, a 180 rpm, por dieciocho horas

(cultivo de noche), para posteriormente realizar diluciones para su uso en el protocolo.

M Sustrato modificado r 3

con multicapas 7L de suspencién 1mL agar LBA TOP
ﬂ bacteriana
uv = secado e

ﬂ Secado, incubacion

Figura 28: Procedimiento experimental para la determinacion de la capacidad

antibacteriana de las multicapas.

Previo a la incubacion con bacterias, los sustratos modificados con las distintas

multicapas fueron situados en placas de 48 pocillos y esterilizados con luz UV por 10
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minutos. Luego, se deposité 7pL de cada suspensién bacteriana 1/50(0,1 DO) sobre las
distintas multicapas a evaluar y se secaron en condiciones de esterilidad en una campana
de bioseguridad. Una vez seca la suspensién bacteriana, se vertié un 1mL de agar LBA
top (LB+Ampicilina, 7,5g de agar por litro de medio LB, Ampicilina 50 pg/ml) sobre el
sustrato modificado. Las placas fueron incubadas a 37°C, en posicion invertida por 18
horas (Figura 28). Todos los ensayos fueron realizados al menos en triplicado.

Para evaluar la capacidad antibacteriana de las multicapas se regisir6 el
crecimiento bacteriano mediante una lupa tanto en modo de contraste de fase
(Pseudomonas) como en modo de fluorescencia verde (Salmonelia).

El porciento de sobrevida de las bacterias en las diferentes multicapas se
determiné mediante la relacion de las bacterias presentes en el sustrato control (sin
modificar) con relacién al sustrato modificado con las multicapas. Para esto se utilizé el
programa Image]J. Este programa permite la cuantificacion automética de particulas o
colonias bacterianas presentes en una imagen. Para una mejor cuantificacion se modifico
tanto el umbral (treshold) como el tamafio de los pixeles (size) segin el tamafio de las
bacterias analizadas. Se promedi6 el ntimero de colonias de tres determinaciones y se
realizo un andlisis estadistico Anova (test Bonferroni) mediante GraphPad (Prism 6.0)

para determinar la significancia estadistica de los resultados.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

1

1.5.1 Caracterizacion molecular del copolimero P(AM-alt-E),

aminoaziicares y copolimero P-aminoaziicar.

La caracterizacién molecular del copolimero P(AM-alt-E) y del polielectrolito
copolimero P-aminoaziicar fue realizada utilizando de forma complementaria
Espectroscopia infrarrojo (FT-IR), Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protones (NMR-'H) y Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono trece
(NMR-C).

La caracterizacién molecular de los aminoazicares se llevd a cabo mediante

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones (NMR-'H).

1.5.1.1 Espectroscopia infrarrojo, FT-IR,

La Figura 29 muestra el espectro de FT-IR del copolimero P(AM-alt-E). Se
observan bandas en 1778 cm™ y 1854 cm™! correspondientes a ambos grupos carbonilo
presentes en ¢l anhidrido maléico. Se observan bandas en 1494 cm™ y 1451 cm™
correspondientes al anillo aromatico de estireno.

En el espectro infrarrojo del copolimero P-Xil-f-(Iso)OH (Figura 30), se
observa una banda ancha en 3428 cm™ correspondiente al grupo -NH de la amida, la que
puede estar acoplada con la banda correspondiente al grupo carbonilo del 4cido

carboxilo. En 1700 cm™ se observa la banda caracteristica del grupo carbonilo (-C=0)

99




de la amida y en 1680 em” una banda correspondiente al grupo carbonilo del grupo
4cido resultante de la apertura del anillo de anhidrido maléico. Las bandas descritas

anteriormente fueron observadas en todos los espectros FT-IR de los copolimeros P-

aminoazucar.

=
2 ~
g /c=o
3 1854 ot

\c=0

~

1778 et
1494-1451 em?

T T T T T ¥ T T T T T T v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 560
crn-'

Figura 29: Espectro FT-IR del copolimero P(AM-alt-E).
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Figura 30: Espectro FT-IR del copolimero P-Xil-f~(Iso)OH.
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1.5.1.2 Espectroscopia de resonmancia magnética nuclear de protones,

NMR-H'.

En el espectro NMR-H' del copolimero P(AM-alt-E) (Figura 31), se observan
bandas entre 3 ppm y 4 ppm correspondientes a los protones de los grupos -CH de la
cadena principal. En 7 ppm y 8 ppm se observan las bandas correspondientes a los

protones presentes en el anillo aromatico de estireno.

44 35 3.0 25 20 15 1.6 0.5

45
& {ppm)
Figura 31: Espectro NMR-'H del copolimeroP(AM-alt-E).

En la Figura 32 se observa el espectro NMR-'H del aminoaziicar 6-amino-6-
deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranosa. Se observa una banda en 1,33
ppm correspondiente a los seis hidrégenos pertenecientes a los dos grupos -CHj
protectores (-OAc); las bandas existentes en 1,44 ppm y 1,53 ppm representan cada una
tres hidrogenos correspondientes a los grupos -CHj de otro grupo protector; la banda en

1,76 ppm corresponde a los dos hidrégenos del grupo amino -NHp; las bandas en 2,81
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ppm y 2,93 ppm representan cada una a un hidrégeno perteneciente al grupo -CH; unido
al -NH,; finalmente, las sefiales en 3,68 ppm; 4,20 ppm; 4,26 ppm; 4,57 ppm y 5,55 ppm

corresponden cada una a un hidrogeno del anillo de galactopiranosa.

—ci
1,44 ppm —CHy
B 133 ppmn
S 4
N\
_/cH —>CH 426 ppm -;cu 1 53?;::1:: =
535 ppmt 4,57 ppm a20ppm M e H 281 e
ﬂ ﬂ / 368 ppm ﬂ H 2,93 ppm "
— 2
j 1,76 ppm \
M M l_M-_ﬁ\ 1 ol 9, L .
T T T T T ¥ T ¥ T T T H T T T T T T v T T T A ] T ¥ T

% T 1 — T T — 1 T T T
0 58 56 54 5@ 50 4B 46 44 42 40 38 3.65 ( 3.4} 32 30 28 216 24 22 20 118 16 14 12 10
pRm;

Figura 32: Espectro NMR-'H  6-amino-6-deoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidenc-a-D-

galactopiranosa.

En la Figura 33 se observa el espectro NMR-'H del amino-aziicar S-amino-5-
deoxi-1,2-di-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa, donde en 1,31 ppm y 1,47 ppm se
observa una banda correspondiente a los seis hidrégenos de los grupos -CHj3 del grupo
protector, en 3,13 ppm se observa la banda correspondiente a uno de los hidrégenos del
grupo -CH,, en 3,49-3,55 ppm se observa una banda correspondiente a los dos
hidrdégenos del grupo amino, un hidrégeno perteneciente al grupo -CH; y el hidrégeno
del grupo hidroxilo. Finalmente, las bandas en 4,12 ppm; 4,31 ppm; 4,48 ppm y 5,96

ppm corresponden a los cuatro hidrégenos del anillo del azicar.
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Figura33: Espectro NMR-'H  5-amino-5-deoxi-1,2-di-O-isopropilideno-u-D-

xilofuranosa.
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Figura 34: Espectro NMR-'H 3-amino-3-deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-o-D-
alofuranosa.

En la Figura 34 se observa el espectro NMR-'H del amino-aziicar 3-amino-3-
deoxi-1,2:5,6-di-O-isopropilideno-o-D-alofuranosa, en el que en 1,53 ppm; 1,43 ppm;
1,35 ppm y 1,32 ppm se observan las bandas correspondientes a los hidrégenos de los

grupo -CHj de los grupos protectores; en 3,14 ppm, 3,60 ppim, 4,56 ppm y 5,76 ppm se

103




T el

observan las bandas correspondientes a los hidrogenos del anillo del azicar; en 1,78
ppm se observan los dos hidrégenos del grupo amino y en 4,02-4,13 ppm los tres

hidrégenos correspondientes a los grupos -CH y ~CH; del grupo protector.
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Figura 35: Espectro NMR-'H 6-amino-6-desoxi-1,2-isopropilideno~o-D-glucofuranosa.

En la Figura 35 sc observa el espectro NMR-'H del aminoazicar 6-amino-6-
desoxi-1,2-isopropilideno-o.-D-glucofuranosa, en el que las bandas en 1,46 ppm y 1,29
ppm corresponden a los hidrégenos de los grupos -CHj del grupo protector, las bandas
en 2,79 ppm y 3,00 ppm corresponden a los dos hidrégenos del grupo -CH; enlazado al
grupo amino, en 3,87 ppm y 3,93 ppm se observa un acoplamiento de bandas de los
protones correspondientes a los grupos hidroxilos, amino y un hidrégeno perteneciente
al anillo del aztcar, y en 4,27 ppm, 4,49 ppm y 5,91 ppm se observan las bandas
correspondiente a los tres hidrogenos restantes del anillo del aziicar.

Respecto a los espectros NRM-'H de los copolimeros P-aminoazifcar, se
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observan bandas pertenecientes a hidrégenos del copolimero P(AM-alt-E) y a
hidrégenos de los aminoaziicares, sin embargo existe un acoplamiento y corrimiento de
bandas. Por lo que a pesar de registrar espectros NMR-H con cinco dias de acumulacion
para todos los polielectrolitos copolimero de P-aminoazicar, la identificacién de bandas
caracteristicas no es completamente concluyente. Esto se podria deber a que en este tipo
de sistemas, hay un gran namero de grupos funcionales que pueden formar interacciones
intra- e intermoleculares. Por esta razon, se utilizoé de forma complementaria resonancia

magnética nuclear de NMR-"C.

1.5.1.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono

trece (NMR-"C).

En la Figura 36, correspondiente al espectro NMR-"C del copolimero P(AM-
alt-E), se observan las bandas caracteristicas del 4tomo de carbono correspondiente al
grupo carbonilo del anhidrido maléico en 167,13 ppm y 167,76 ppm; y entre 130 ppm y

140 ppm las bandas correspondientes al anillo aromatico de estireno.
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Figura 36: Espectro NMR-"*C del copolimero P(AM-alt-E).

En los espectros NMR-'3C del copolimero de P-aminoaziicar (Figura 37), se
observan bandas desde 40 ppm a 120 ppm aproximadamente correspondientes a los
dtomos de carbono del aminoazicar y una banda en 168 ppm, la que puede ser asignada
al 4&tomo de carbono del carbonilo del grupo amida o al atomo de carbono de los grupos
carbonilos del anillo de anhidrido maléico sin modificar. Es complejo determinar a qué
grupo funcional corresponde por la cercania de estas bandas. Por otro lado, a pesar de
que debiese aparecer una banda en 180 ppm, caracteristica del dtomo de carbono de los
grupos carbonilos de 4cidos carboxilicos provenientes de la apertura del amillo de

anhidrido maléico, la presencia de este grupo se pudo observar a través de FT-IR.
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Figura 37: Espectro NMR-"C del copolimero P-Xil-f-(Iso)OH.

1.5.2 Caracterizacion molecular  poli(4-vinilpiridina)  N-alquil

cuaternizada con bromuro de etilo y pentilo.

La caracterizacion molecular de poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada con
bromuro de etilo y pentilo fue realizada por Espectroscopia infrarrojo (Figura 38). Se
observa la desaparicién de la banda caracteristica del anillo piridinico en 1600 cm™ y la
aparicién de una banda en 1640 cm™ correspondiente a la banda del anillo piridinico
monosustituido. El grado de cuaternizacién fue obtenido a partir de la relacion entre

bandas del anillo piridinico y el anillo piridinico monosustituido, siendo un 98%.
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Figura 38: Espectro FT-IR poli(4-vinilpiridina) N-alquil cuaternizada.

1.5.3 Determinacion de condiciones experimentales de frabajo para la

construccion de multicapas.
Para la construccion de las peliculas de multicapas fue necesario establecer las

condiciones experimentales de trabajo, como pH, concentracién de sal utilizada o fuerza

idnica y concentracién de la solucion de polielectrolito.
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1.5.3.1 pH.

En relacion al pH, todos los polielectrolitos derivados del copolimero P-
aminoaziicar son solubles en un intervalo pequefio de pH. A pH < 3,5y pH > 4,5
(Figura 39), la solucién de polielectrolito es opalescente, lo que indicaria que el

polielectrolito es insoluble en ese pH.

En consecuencia, el estudio y la construccion de las multicapas seran realizados

a pH 4, pH en el que todos los sistemas de polielectrolitos P-aminoaziicar sintetizados

son solubles.

P-Xil-f-(Iso)OH P-Gal-p-(Iso);

Figura 39: Efecto del pH. Disoluciones de copolimeros P-aminoazicar.

En los espectros de NMR-'H y NMR-"C de los polielectrolitos P-aminoaziicar
realizados después de 72 horas a una disolucién a pH 4 y con distinta fuerza idnica, se
observan las bandas caracteristica de los grupos isopropilidenos. Esto indicaria que los

polielectrolitos adsorbidos en la superficie contienen en su cadena lateral anillos de

azucares protegidos.
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1.5.3.2 Concentracion de sal adicionada y concentracion de

polielectrolito P-aminoazucar.

Para obtener la concentracion de sal adicionada y concentracion de los
copolimeros P-aminoaziicar que se utilizardn en la construccién de multicapas, se
realizaron isotermas de adsorcion a distinta concentracion de sal adicionada, 0,1IM y
0,001M de NaCl, variando la concentracién de las disoluciones de polielectrolito
copolimero P-aminoaziicar en un intervalo de 0,01g/L a 1,0g/L. En la Figura 40 se
observan la gréficas dec la cantidad adsorbida (I') versus la concentracién de la
disolucién de dos polielectrolitos P-aminoaziicar, de alto y bajo peso molecular, a pH 4.
Previo a la adsorcién de los copolimeros, el sustrato SiW fue modificado
hidrofilicamente con grupos amino para igualar la naturaleza quimica del polielectrolito

catidnico sobre el que es adsorbido el copolimero P-aminoazicar.
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Figura 40: Cantidad adsorbida de polielectrolito P-aminoaziicar en funcién de la
concentracién de la solucidn, a diferente concentracion de sal adicionada: 0,1M (m) y
0,001M (o) de NaCl. A) Pe;-Gal-p-(Is0)z ¥ B) P3x-Alo-f~(Iso)s.
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Se observa que a medida que aumenta la concentracién de polilelecirolitos
copolimeros P-Gal-p-(Iso); y P-Alo-f-(Jso);, aumenta la cantidad adsorbida de
polielectrolito hasta alcanzar un plafeaun, en un intervalo de concentracion entre los
0,05gmol™” y O,Igmol’l. En general, el proceso de adsorcién de todos los polielectrolitos
estudiados sobre una superficie sélida, puede ser descrito en tres etapas: la primera de
ellas corresponde a la difusién de las cadenas de polielectrolito desde el seno de la
disolucion hacia la superficie, la segunda etapa corresponde a la adhesidén de las cadenas
a la superficie y finalmente la tercera etapa corresponde al reordenamiento de las
cadenas poliméricas sobre la superﬁcie.101

Para todos los polielectrolitos estudiados, la cantidad adsorbida aumenta a alta
concentracion de sal adicionada. Esto indica que estos polielectrolitos siguen un régimen
de adsorcién aumentado por apantallamiento, como ha sido descrito en la literatura, 1
Las fuerzas predominantes de atraccion entre el polielectrolito y la superficie son del
tipo no electrostaticas, es decir, a una alta concentracién de sal los contraiones
apantallan las cargas presentes en el polielectrolito minimizando Ila repulsion
electrostitica entre segmentos de la cadena polimérica. Esto conduce a que el
polielectrolito adopte conformacion de espiral favoreciendo la formacién de
interacciones inter- e intra- moleculares, lo que deriva en la formacién de agregados en
solucién. Estos agregados se encuentran en equilibrio con las cadenas libres de
polielectrolitos que, debido al apantallamiento de sus cargas por la gran concentracion
de contraiones de la sal, se comportan como polimeros no cargados adoptando

conformaciones de "loop y fails” incrementando la cantidad adsorbida en la superficie,
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como se observa en la representacion esquematica de la Figura 41.

Un comportamiento similar de adsorcion fue observado en los polielectrolitos
copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH y P-Glu-f-Iso(OH), a ambos pesos moleculares, como
también en los polielectrolitos Psy-Alo-f-(Iso) y P3-Gal-p-(Iso)s.

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de las isotermas de adsorcion para
cada polielectrolito, la concentracion de los polielectrolitos copolimero P-aminoaziicar a
utilizar en la construcciéon de las multicapas es de 1g/L, a una concentracion de sal
adicionada de 0,1 M de NaCl. La concentracion del polielectrolito se obtuvo del plateau
de la isoterma de adsorcion y concentracion de sal adicionada seleccionada, permitira

obtener una mayor cantidad adsorbida de polielectrolito sobre la superficie solida.

@

Figura 41: Representacion esquemdtica del comportamiento de adsorcion del

polielectrolito copolimero P-aminoazicar.
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1.5.4 Construccion de multicapas.

1.5.4.1 Determinacion del espesor de la cantidad adsorbida en el

proceso de construccion de multicapas.

En la Figura 42 y Figura 43 se observa el espesor (I'), en nanémetros, de la capa
de polielectrolitos en funcién del nimero de capas depositadas sobre el sustrato de SiO,,
donde la primera capa adsorbida corresponde a los polielectrolitos P4VPy-C, seguida de
los copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso), y P-Glu-f-Iso(OH), de

ambos pesos moleculares.
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En la Figura 42 y en la Figura 43, se observa que las multicapas construidas con
los polielectrolitos copolimeros P-Alo-f-(Iso);, P-Gal-p-(Iso); y P-Glu-f-Iso(OH),
experimentan un régimen regular de crecimiento, es decir, el espesor aumenta
regularmente al aumentar el nimero de capas. En este tipo de comportamiento, el
polielectrolito en disolucién se acopla solamente al otro polielectrolito que ya estd
adsorbido sobre el sustrato. Por otro Jado, en las multicapas formadas por el
polielectrolito copolimero P-Xil-f-(Iso)OH se observa que el espesor aumenta con el
nimero de capas hasta alcanzar un plateau. Este comportamiento es probablemente
consecuencia de un proceso de difusiéon de cadenas de polielectrolito presentes en la
disolucion hacia la capa de polielectrolito ya adsorbido y viceversa (Figura 44). Este
proceso se debe a que las interacciones electrostaticas entre los polielectrolitos de carga
opuesta no son las tnicas responsables del crecimiento regular de las multicapas.
También son importantes interacciones de van der Waals, interacciones hidrofébicas y
catién-n. La presencia de estas interacciones resulta ventajosa porque contribuye a la
obtencion de superficies heterogéneas con presencia de regiones que contienen ambos
tipos de polielectrolitos. Asi, la obtencion de multicapas podria ser independiente del
intervalo de pH de trabajo. Un comportamiento similar se ha observado en la
construccion de multicapas formadas por poli(lisina)/poli(alginato de sodio), poli(acido
hialur6nico)/poli(L-dcido  glutdmico),  quitosano/dcido  hialurénico,  poli(acido

hialurénico)/ poli(L-acido glutimico). 1%
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Figura 44: Representacion del proceso de difusion de cadenas cortas de polielectrolito

desde la capa ya adsorbida hacia la disolucion y viceversa.

A ambos pesos moleculares del copolimero P-aminoaziicar, se observa que las
multicapas formadas por el polielectrolito copolimero P-Glu-f-Iso(OH), con P4VPy-C,
y P4VPy-Cs poseen mayor espesor y las multicapas con menor espesor se obtienen
utilizando el polielectrolito copolimero P-Gal-p-(Iso), con P4VPy-C, y P4VPy-Cs. Esto
se podria explicar en términos de la conformacion que estos polielectrolitos pueden
adoptar en disolucién, comportamiento influenciado por el sustituyente de la cadena
lateral del copolimero P-aminoaziicar.

En el caso del polielectrolito copolimero P-Glu-f-Iso(OH),, es posible una
mayor formacion de interacciones intra- e intermoleculares en comparacion a los demas
aminoazucares, debido a que los grupos funcionales del anillo de glucofuranosa
parcialmente protegido de la cadena lateral pueden interactuar con los grupos de la

cadena principal del copolimero P-aminoaziicar.
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La formacion de este tipo de interacciones favorece una conformacion ovillada
del polielectrolito que podria mantenerse en el estado adsorbido. Esta conformacion
podria verse favorecida por el apantallamiento de cargas del polielectrolito por los
contraiones sodio en disolucion. Como consecuencia de esto, aumenta el espesor.

Por otro lado, el polielectrolito copolimero P-Gal-p-(Iso),, posee en su cadena
lateral un derivado de galactopiranosa con grupos hidroxilos protegidos, por lo que la
posibilidad de formar interacciones intramoleculares disminuird la formacién de

agregados poliméricos (Figura 45).

Figura 45: Grupos funcionales para formar interacciones intra- e inter- moleculares en
polielectrolitos anionicos. A)P-Glu-f-Iso(OH),, en su cadena lateral posee un anillo de
glucofuranosa parcialmente protegido con dos grupos hidroxilos y B)P-Gal-p-(Iso),, en

su cadena lateral posee un anillo de galactopiranosa completamente protegido.

Se observa una influencia del largo de la cadena alquilica de la P4VPy-C,. Existe

un mayor espesor cuando la P4VPy-C, posee cadena etilica en comparacién a las
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multicapas formadas por P4VPy-Cs, a excepcion de las multicapas construidas con los
polielectrolitos copolimeros P-Glu-f-Iso(OH),, a ambos pesos moleculares.

Este comportamiento puede explicarse en relacion a la orientacion que adoptan
las cadenas laterales del polielectrolifo P4VPy-C, adsorbido sobre el sustrato como
también sobre las capas de polimeros ya adsorbidas. Si el sistema polimérico durante el
proceso de adsorcién orienta su cadena principal hacia el aire y el anillo piridinico, junto
con la cadena lateral, hacia el sustrato, deberia producirse un aumento del 4rea ocupada

por este sistema y, por lo tanto, un mayor espesor (Figura 46).

Figura 46: Orientacién de cadenas alquilicas de P4VPy-C, al adsorberse sobre el

sustrato (SiW).

Se observa un efecto del peso molecular en el espesor, ya que en general los
polielectrolitos de menor peso molecular generan multicapas con mayor espesor,
situacion que es més evidente en las multicapas formadas por el polielectrolito Ps,-Alo-

f-(1s0),.
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Similar comportamiento fue enconfrado en polielectrolitos de alto peso
molecular. Esto puede estar determinado por la polidispersidad del polilelectrolito a
mayor peso molecular, produciéndose un crecimiento no regular de las multicapas
debido a un proceso alternado de adsorcion y desorcién donde las cadenas de menor
peso molecular son reemplazadas progresivamente por las de mayor peso molecular,

disminuyendo el espesor de Ja multicapa.!*

1.5.4.2 Determinacion de la absorbancia en el proceso de construccion

de multicapas

El proceso de conmstruccion de las multicapas para los polielectrolitos
copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso), y P-Glu-f-Iso(OH), con
P4VPy-Cs y P4VPy-C; también fue monitoreado por espectrofotometria UV-Visible,
este estudio es complementario a los estudios realizados por elipsometria. La Figura 47
y Figura 48 muesiran los grificos de absorbancia en funcién del niimero de capas

adsorbidas.
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Se observa que al aumentar el ntimero de capas la absorbancia aumenta
proporcionalmente tanto a un alto como bajo peso molecular del polielectrolito
copolimero P-aminoazicar (Figura 47 y Figura 48), a una longitud de onda fija de 258
nm, longitud de onda a la que absorbe el grupo carbonilo resultante de la apertura del
anillo de anhidrido maléico en el polielectrolito copolimero P(AM-alt-E) modificado.

Este resultado concuerda con lo esperado, ya que al aumentar la cantidad
adsorbida la absorbancia es acumulativa, comprobando que las capas de polielectrolito
estan siendo adsorbidas en el sustrato y sobre el polielectrolito ya adsorbido.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con el comportamiento observado
por métodos de determinacién Spticos (elipsométricos), observandose un efecto del
largo de la cadena alquilica de la PAVPy-C, y un efecto del peso molecular de los
copolimero P-aminoazicar en los valores de absorbancia obtenidos.

Se observa un efecto de la naturaleza de la cadena lateral, ya que las multicapas
formadas por el polielectrolito copolimero P-Xil-f-(Iso)OH, que posee en st cadena
lateral un derivado de xilofuranosa parcialmente protegido, presentan mayores valores
de absorbancia y las multicapas formadas por el polielectrolito copolimero P-Gal-p-
(Is0)2, que posee en su cadena lateral un derivado de galactopiranosa completamente
protegido, presentan menores valores de absorbancia.

También, se encontré una influencia del largo de la cadena alquilica del
polielectrolito PAVPy-C,. Las multicapas formadas por los polielectrolitos copolimeros
Per-aminoaziicar con P4VPy-Cs poseen mayores valores de adsorbancia. Respecto a los

sistemas formados por los derivados del copolimero Pss-aminoaziicar y P4VPy-C,, se
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y observa una mayor absorbancia cuando la multicapa es formada utilizando P4VPy-C,
RN con cadena etilica, a excepcion de aquellas multicapas formadas por el sistema
polimérico P-Glu-f-Iso(OH),, sin embargo la diferencia entre valores es minima.

. Si se comparan los valores obtenidos para todos las multicapas de diferente
\
5

"\peso molecular del polielectrolito copolimero P-aminoaziicar, se observa que mientras
N Y,
"= ' menor es el peso molecular de este, mayores son los valores de absorbancia obtenidos.
11.2‘!
Wi

\~Estos resultados son similares a los obtenidos mediante elipsometria, donde mientras

menor es ¢l peso molecular del copolimero P-aminoaziicar, mayor es el espesor,

1.5.4.3 Determinacion de la humectabilidad.

La humectabilidad las diferentes multicapas obtenidas fue determinada a través

del éngulo de contacto de avance (84), ya que el angulo de contacto indica cuan filicas o

fébicas son las{moléculas de la superficie de la multicapa al solvente que se estd
utilizando. Esto & su vez, permitié determinar el grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad
de las multicapas. También se determiné el 4ngulo de retroceso (8g), y mediante la
expresion de la ecuacion (5) se obtuvo el dngulo de histéresis (8y) para cada multicapa,

lo que permite conocer cuan homogénea o heterogénea es la superficie quimicamente.
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Tabla 15: Angulo de contacto de avance (84), retroceso (8,) e histéresis (6y) de

las multicapas formadas por los sistemas Pg-aminoaziicar con P4VPy-Cs y

P4VPy-C,.

Aniéni(:)heleamhtos(?atiénico 04l’] Orl’) Oul’]
Pg,-Xil-f-(Iso)OH ;jzg:g; igig ﬁ:ﬁ jig
Pz-Alo-f-(Iso); gﬁggg gzz ;?z ?:122
Por-Galep-(Iso) A 6723 21 3204
Per-Glu-f-Iso(OH), ggg:gz Z;ﬁ jgig ;giz

*Sustrato sin modificar 8 4~10°

En la Oy Ose observa que el dngulo de contacto de las multicapas construidas
incrementa en comparacion al del sustrato desnudo (10°). Las multicapas construidas
poseen mas bien un balance hidrofilico/hidrofébico, donde el dngulo de contacto va‘ria
entre 36° y 71°. Esto sugiere que la superficie de la capa que queda en contacto con el
aire est4 formada por grupos funcionales hidrofébicos e hidrofilicos, lo que estd de
acuerdo con los altos valores de dngulo de histéresis.

La multicapa que presenta un mayor caricter hidrofilico es la formada por los
polielectrolitos Pex-Alo-f-(Is0)2/P4VPy-C; con un 4ngulo de contacto de 36° y la
multicapa con un mayor caricter hidrofébico es la construida con los policlectrolitos
P3p-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-C; con un dngulo de contacto de 71° (Figura 49). Estos
resultados muestran que mientras menor sea el tamafio del grupo de la cadena lateral del

polielectrolito las interacciones intramoleculares seran favorecidas, disminuyendo la
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humectabilidad de la multicapa por menor disponibilidad en la superficie de grupos

funcionales,

=~
\ﬁ !Br
\
CHa
/
CHj
PaAVPy-C,
0, G
nH =%

CH,

)2

P3»-Xil-f-(Iso)OH PAVPy-C,

Figura 49: Imagenes obtenidas en el proceso de medicién del d4ngulo de contacto: A)

Multicapa Pg-Alo-f-(Is0),/P4VPy-C, y B) Multicapa P3;-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-C,.

En la Tabla 15 y Tabla 16 se observa una influencia del largo de la cadena
alquilica del polielectrolito P4VPy-C; en el grado de humectabilidad de las multicapas,
teniendo mayor humectabilidad las multicapas formadas por P4VPy-C,, a excepcion de
las multicapas formadas por los copolimeros P3a-Alo-f~(Is0);, Per-Alo-f-(Is0), y Per-Xil-

f-(Iso)OH. Este comportamiento podria ser explicado en términos de la conformacion

que el polielectrolito P4VPy-C; adopta en la superficie, exponiendo sus cargas positivas

hacia el aire. Ademads, se observa que hay una variacion en la humectabilidad de las
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multicapas formadas por el polilectrolito P4VPy-Cs al variar el peso molecular del
copolimero P-aminoaziicar, a excepcion de las multicapas formas por el copolimero P-
Alo-f-(Iso)s.

Por otro lado, la multicapa que presenta mayor histéresis es la formada por los
polielectrolitos Pgz-Gal-p-(Is0),/P4VPy-C;, a ambos pesos moleculares, lo que se
traduce en una multicapa con una superficie con mayor heterogeneidad quimica en
comparacion a las demds. Las multicapas con menor histéresis son aquellas formadas
por el polielectrolito copolimero Pg-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-C,, a ambos pesos
moleculares, esto se traduce en una multicapa con una superficie menos heterogénea
quimicamente. Esto se puede explicar a razén de la distribucién de los grupos laterales

en la cadena principal del polielectrolito dada por la modificacién del copolimero

Tabla 16: Angulo de contacto de avance (6,), retroceso (&) ¢ histéresis (8) de

las multicapas formadas por los sistemas Pi-aminoaziicar con P4VPy-Cs y

P4VPy-C,.

Aniéi::;elwtmhto:latiénico Oal’) Oal’] Ol
Py,-Xil-f-(Es0)OH ij:gyygj 3(5 Z;i; ;ig
T T B
P3;-Gal-p-(Iso); gzgyy:gz igi(l) i?i i E;i?
PeciutioOm, ARG s i

*Sustrato sin modificar 8,=10°.
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Enla Tabla 15 y Tabla 16 se observa una variacién entre 5° a 10° en los valores
de histéresis obtenidos al variar el peso molecular del polielectrolito copolimero P-
aminoaziicar. Esta variacién no es significativa a excepcion de las multicapas formadas
por P-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C,, esto se podria deber a que a mayor peso molecular
mayor es la agregacién del polielectrolito copolimero P-Glu-f-Iso(OH),, lo que estaria
directamente relacionado con las interacciones intra- e intermoleculares del copolimero.

Al variar el largo de la cadena alquilica del polielectrolito P4VPy-C, entre etil y
pentil los valores de histéresis varian entre 4° y 12°. Esto podria ser explicado en
términos de la orientacion espacial que la cadena lateral de P4VPy-C, adopte en la

interface,

1.5.4.4 Determinacion de la energia superficial.

En la Tabla 17 y Tabla 18, se presentan los valores obtenidos en la medicién de
angulo de contacto de dos solventes sobre las multicapas construidas con los
polielectrolitos P4VPy-Cs y P4VPy-C, y con los polielectrolitos copolimero P-Xil-f-
(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso);, P-Gal-p-(Iso), y P-Glu-f-Iso(OH),, de peso molecular de
My=6,2x10* gmol” y 3,2x10* gmol™. A partir de estos valores y utilizando Ias
ecuaciones (6) y (7), se obtuvo la energia superficial correspondiente a cada multicapa.
En literatura, se ha relacionado propiedades de adhesion y proliferacion celular con la
energia superficial, donde algunos estudios demostraron que superficies con valores

altos de energia superficial, promovian una mayor cantidad de células adheridas, lo que
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p; . e o3 105-10
se puede extender a la adhesi6n de bacterias sobre una superficie sélida.''"7

total)

Tabla 17: Angulo de contacto (8) y energia superficial (y de las multicapas

construidas con los polielectrolitos Pgy-aminoaziicar con P4VPy-Cs y P4VPy-C.

Polielectrolito Bmo  Ocw,, 7. ¥ et
Aniénico Catidnico [°] il [mJm?  [mJm?] [mJIm?]
P4AVPy-Cs  59&3 4641 14+2 3740 512
Pﬁz“Xil-f-(ISD)OH
P4VPy-C; 5048  46%0 2045 370 5745
P4VPy-Cs  65+2  37+8 10::1 414 51+3
Pa—AlO-f-(ISU)z VPY 5
P4VPy-C, 3842 29+ 2345 45x1 68+6
P4VPy-Cs 4943  28+] 17+1 450 62+1
Pg-Gal-p-(Iso),
P4VPy-C, 70+3  33x4 72 432 500
PAVPYy-Cs 5342 443 17+1 38+1 5542
sz-Glll-f-ISO(OH)z
P4VPy-C, 68+3 4643 1042 36+1 4643

En la Tabla 17, se observa que los valores de energia superficial obtenidos para
las multicapas formadas por el copolimero Pey-aminoaziicar con PAVPy-C, y P4VPy-Cs
se encuentran en un intervalo de 46 mJm™y 68 mIJm™ Lo mismo se observa en las
multicapas formadas por el copolimero Py-aminoaziicar, donde los valores de energfa
superficial varfan entre los 46 mim? y los 63 mIm™ (Tabla 18). Por lo tanto, las
multicapas muestran un general bajos valores de energia superficial, es decir, poca

capacidad de interactnar con otras moléculas.
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1.5.4.5 Morfologia y topografia de las multicapas.

En la Figura 50, Figura 51, Figura 52 y Figura 53, se observan las imégenes
obtenidas mediante microscopia de fuerza atémica de la superficie de las multicapas
construidas utilizando P4VPy-C, con bromuro de etilo y pentilo y el copolimero P-
aminoaziicar (My= 6,2x10* gmol™ y 3,2x10* gmol™).

En Ila Figura 50 y Figura 51, se observa que las multicapas construidas con los
polielectrolitos copolimeros Pex-aminoazicar y PAVPy-Cs y P4VPy-C,, poseen en la
superficie una mezcla de ambos polielectrolitos, con una morfologia homogénea con
algunos agregados esféricos, los que se observan en mayor cantidad en las multicapas
formadas por el polielectrolito copolimero Pg-Glu-f-Iso(OH);, que posee en su cadena
lateral un derivado glucofuranosa parcialmente protegido (Figura 50G y Figura 50H)
formando interacciones intra- e inter moleculares en disolucién adsorbiéndose como

agregados.
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200.0 nm

Ps2-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-Cs

8.0 nm

Pg2-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs Pg2-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs

Figura 50: Imagenes de altura obtenidas mediante Microscopia de Fuerza Atoémica de

las multicapas formadas por Pg,-Xil-f-(Is0)OH y Pg>-Alo-f-(Iso); con P4VPy-C,,.
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Psz-Glll-f-IS{)(OH)z[P 4VPy-C5 Pu—Glll—f-ISO(OH)z/P 4VPy-C2

Figura 51: Iméagenes de altura obtenidas mediante Microscopia de Fuerza Atomica de

las multicapas formadas por Pg;-Gal-p-(Is0); y Ps2-Glu-f-Iso(OH); con P4VPy-C,,.
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Tabla 19: Valores de RMS obtenidos para las multicapas Pe;-Xil-f~(Iso)OH, Pg2-

Alo-f-(Is0)z, Pe-Gal-p-(Iso); y Ps2-Glu-f-Iso(OH), con P4VPy-C,.

Polielectrolito RMS
Aniénico Catiénico [nm]
P4VPy-C 114
Ps2-Xil-f-(Tso)OH v ;-
P4VPy-C, 11,51
P4VPy-Cs 0,55
Pg>-Alo-f-(Iso); P4VPy-C, 0,72
b Gal P4VPy-Cs 0,35
62-Gal-p-(Iso): P4VPy-C, 10,21
P4VPy-Cs 6,91

~Glu-f-I
Pez-Glu-f-Iso(OH); P4VPy-C, 13,10

Los valores de RMS (Tabla 19) muestran una gran diferencia en la rugosidad de
las multicapas formadas por los polielectrolitos copolimeros Pg-Xil-f-(Is0)OH, Pe-Gal-
p-(Iso)y ¥ Pe-Glu-f-Iso(OH),, con P4VPy-C;, cuyos valores de RMS son 11,51 nm,
10,21 nm y 13,10 nm, respectivamente, en relacion a las multicapas formadas con el
polielectrolito copolimero Pgz-Alo-f-(Iso); con P4VPy-C,, cuyo valor corresponde 0,72
nm. En el caso de las multicapas formadas con P4VPy-Cs, los valores de RMS muestran
mayor diferencia de rugosidad entre las multicapas formadas por Pe-Xil-f-(Iso)OH y
Pgx-Glu-f-Iso(OH),, cuyos valores son 11,40 nm y 6,91 nm, respectivamente; en
comparacién con los polielectrolitos copolimero Pgy-Alo-f-(Iso); y Pex-Gal-p-(Iso)z,
cuyos valores de rugosidad son 0,55 nm y 0,35 nm, respectivamente. Por otro lado, las
multicapas formadas por P4VPy-C; poseen una rugosidad mayor comparada con las

multicapas formadas por el polielectrolito PAVPy-Cs.
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Se observo igual tendencia en las multicapas formadas por el polielectrolito
copolimero Ps-aminoaziicar (Figura 52 y Figura 53), donde se distinguen ambos
polielectrolitos en la superficie de la multicapa, siendo esta homogénea en su
morfologia. Se acentia la formacion de agregados esféricos, los que estan nuevamente
en mayor cantidad en las multicapas formada por el polielectrolito copolimero P3,-Glu-f-

Iso(OH),.

50.0 nm

25.0 nm

0.0 nm

P3;-Alo-f-(I50)y/P4VPy-Cs P3r-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs

Figura 52: Imagenes de altura obtenidas mediante Microscopia de Fuerza Atomica de

P3,-Xil-f~(Iso)OH y P3;-Alo-f-(Is0), con P4VPy-C,,.
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0.0 nm

50.0 nm

0.0 nm

P32—Glu-f-lso( 0H)z/P4VPy-C5

B.0 nm

4.0 nm

0.0 nm

50.0 nm

25.0 nm

0.0 nm

P32-Gl“-f—lSO(OH)2/P 4VPy-C2

Figura 53: Imégenes obtenidas de altura mediante Microscopia de Fuerza Atémica de

las multicapas formadas por P3»-Gal-p-(Iso): y P3:-Glu-f-Iso(OH), con P4VPy-C,.
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7
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&

Psz-Ga]-p-ISOZJ Psz-Gal-p-lSDJ
PAVPY-C, PAVPy.Cs

P3.-Gal-p-Isoyl P3;-Gal-p-lsoyl
P4VPy-C, P4VPY-C5

Figura 58: Imigenes obtenidas mediante Lupa de P. aeruginosa sobre multicapas de P-
Gal-p-(Iso); y P-Glu-f-Iso(OH), (M,=6,2x10*gmol’ y My=3,2x10%*gmol ™) con P4VPy-

Cy y PAVPy-Cs,
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De las imégenes obtenidas mediante Iupa, se puede concluir que las multicapas
mds efectivas, es decir, que presentan menos desarrollo de colonias bacterianas en
comparacién al control, son aquellas formadas por los polielecirolitos copolimeros P-
Xil-f-(Iso)OH y P-Glu-f-Iso(OH),, de M,=6,2x10*gmol”? y My=3,2x10*gmol", con
PAVPy-Cy y PAVPyY-Cs

Las colonias remanentes observadas fueron cuantificadas estableciendo
porcentajes de bacterias capaces de desarrollarse en cada multicapa en comparacion al
sustrato sin modificar.

Como se observa en la Figura 59, las multicapas con mayor capacidad
antibacteriana respecto a P. aeruginosa son aquellas formadas por los polielectrolitos
Per-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-Cs con un 6,3% y Pg-Glu-f-Iso(OH)»/P4VPy-Cs con un 8%,
seguidas por las multicapas formadas por los polielectrolitos Pg;-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-
C2 ¥y Pe-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-C; con un 19,6% y 25,3% respectivamente. Las
multicapas formadas por los sistemas Pe-Alo-f-(Iso); y Per-Gal-p-(Iso), poseen un
efecto muy inferior en la sobrevida de las bacterias en relacion a los polielectrolitos Pez-
Xil-f-(Iso)OH y Pg;-Glu-f-Iso(OH),. También se observa que las multicapas formadas
por P4VPy-Cs poseen un menor niimero de bacterias remanentes en comparacién a las

multicapas formadas por P4VPy-Cs, al contrario a lo reportado en la literatura, 1%
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Figura 59: Porcentaje de P. aeruginosa sobre las multicapas formadas por el copolimero
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Asi, se podria concluir que a alto peso molecular del copolimero P-
aminoazucar, hay una influencia del tipo de sustituyente de la cadena lateral en la
resistencia bacteriana, pues los dos polielectrolitos copolimeros que presentaron menor
porcentaje de bacterias resistentes poseen derivados de xilofuranosa y glucofuranosa

parcialmente protegidos en su cadena lateral (Figura 60).

A) lo) O_ Na+ B) (0] O Na

P-Xil-f-(Iso)OH e
o P-Glu-f-Iso(OH);,

RAAY. ¢ S

Figura 60: Estructuras de polielectrolitos aniénicos. A)P-Xil-f-(Iso)OH, en su cadena
lateral posee un anillo de xilofuranosa parcialmente protegido con un grupo hidroxilo
disponible y B)P-Glu-f-Iso(OH);, en su cadena lateral posee un anillo de glucofuranosa

parcialmente protegido con dos grupos hidroxilos disponibles.

Se ha reportado la influencia de propiedades fisico-quimicas de la superficie de
las multicapas como el espesor (I'), rugosidad (RMS), humectabilidad (64),
heterogeneidad quimica de la superficies (6) y energia superficial (y) en la capacidad

antibacteriana.”*'*!'" Como se observa en la Tabla 21, a M\,=6,2;~<104gm01'l del
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copolimero P-aminoazicar, se obtienen porcentajes de sobrevida muy diferentes para
multicapas con el mismo espesor, lo mismo sucede con la rugosidad, la humectabilidad,
el dngulo de histéresis y la energia superficial, por lo que en las multicapas estudiadas no
existe una relacion entre el espesor (I'), rugosidad (RMS), humectabilidad (8,), dngulo
de histéresis (6y) ni energia superficial (y) respecto a la resistencia observada de las

bacterias de P. aeruginosa.

Tabla 21: Porcentaje de P. aeruginosa y propiedades fisico-quimicas de las

multicapas formadas por Pg-aminoaziicar y P4VPy-Cs.

Resistencia I' RMS 6, Oy Y

Multicapa %] [oml e ] MM
Ps>-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C5 6,30 42,41 11,40 56+3 80 512
Ps2-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C, 25,30 35,55 11,51 42£8 444 5742
Pg2-Alo-f-(Is0)2/P4VPy-Cs 115,00 562 0,55 63+2 25+2 5143
Ps2-Alo-f-(Is0),/P4VPy-C; 102,00 11,88 0,72 36+2 152 6246
Pg2-Gal-p-(Is0),/P4VPy-Cs 108,30 4,40 0,35 4643 18k5 62+
Pg:-Gal-p-(150)2/P4VPy-C, 100,60 42,60 10,21 67+3 3244 5040

Pg2-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs 8,00 72,46 691 51£2 10+3 5522
Pez-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C; 19,60 42,94 13,10 68+3 22+6 46+0
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En la Figura 61 se observa que la multicapa que afecta mayormente la
resistencia bacteriana es Ps-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C, con un 8% de bacterias
resistentes en comparacién al control, seguida por la multicapa Ps-Xil-fo
(Iso0)OH/P4VPy-C; con un 12%, luego P3,-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs con un 39,6% de
bacterias resistentes, P3-Xil-f-(Iso))OH/P4VPy-Cs con un 44% y finalmente P3,-Gal-p-
(Is0)2/P4VPy-C; con un 49% de resistencia bacteriana en comparacién al sustrato
desnudo. Las multicapas construidas con los polielectrolitos Pi-Alo-f-(Iso); con
P4VPy-C, y P4VPy-Cs, y P3-Gal-p-(Is0),/P4VPy-Cs presentan resistencia bacteriana
similar a las del control. Como se observa, las multicapas formadas por P4VPy-C; con
cadena etilica son las que afectan mayormente la resistencia sobre la superficie de la
multicapa en comparaci6n a aquellas formadas con cadena pentilica. Esto se puede deber
que el sistema P4VPy-C; posee una mayor disponibilidad del grupo catiénico hacia el
aire /debido a un menor largo de cadena alquilica. Un comportamiento similar fue
observado en multicapas formadas con P4VPy-C, y carboximetilcelulosa contra la
bacteria Micrococcus luteus, 108 donde el efecto en la actividad biocida varia con largo de

la cadena alguilica de la P4VPy-C,.
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o
O
+o =

5
Y-

o

oNa
P32—Xil-f—(ISO)OH %

sz-Gal-p-(Iso)z o

P3-aminoaziicar y P4VPy-C,,.

148



En la Tabla 22 se puede observar que a M,=3,2x10%gmol? tampoco existe
relacion entre las propiedades fisico-quimicas de la superficie de las multicapas respecto
a la resistencia de P. geruginosa. Por lo que no existe una influencia directa en la
capacidad antibacteriana de las multicapas construidas de una de las propiedades de la
superficie como la rugosidad, humectabilidad, homogeneidad quimica de la superficie o

energia superficie sino mads bien, de la combinacion de estos factores.

Tabla 22: Porcentaje de P. aeruginosa y propiedades fisico-quimicas de las

multicapas formadas por Pxyy-aminoaziicar y PAVPy-C,,.

Resistencia r RMS 8, Oy L4

Multicapa % ) fwl ]
P3;-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C; 44.00 40,32 4,55 60+2 743 5140
P3,-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C; 1200 2927 7,82 71l 9:2 484l
P32-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs 11500 77,08 620 50+5 27+4 58+
P3;-Alo-f-(Is0),/P4VPy-C; 107,60 81,74 11,41 4042 13+0 631
P3;-Gal-p-(Is0)2/P4VPy-Cs 101,60 11,95 0,57 44+1 21+2 5940
P3-Gal-p-(Is0),/P4VPy-C; 49,00 38,57 0,81 700 29+1 46+x1
P3;-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs 39,60 67,85 0,92 48+4 15+3 5943
P3:-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C, 8,00 89,73 13,36 501 12+4 5610

Se observa que, a M,,=6,2x104gmol'1 y Mv=3,2x104gmol'l, Ia capacidad
antibacteriana de las multicapas depende del tipo de derivado de aminoaziicar con el que

es modificado el copolimero P(AM-alt-E). Como se observa en la Tabla 21 y Tabla 22,
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en presencia de P4VPy-C, o P4VPy-Cs en las multicapas, en general la cantidad de
bacterias resistentes varia considerablemente. Esto se podria deber a que los sistemas
poliméricos adquieren distinta conformacién en disolucién, lo que deriva en una distinta
disponibilidad de grupos funcionales hacia el aire al ser adsorbidos en un sustrato.

En la Figura 62 se observa la influencia del peso molecular en la capacidad
antibacteriana de las multicapas con menor porceniaje de P. aeruginosa resistentes. En
el caso de las multicapas formadas por el polielectrolito P4VPy-Cs, se observa que a
menor peso molecular del copolimero P-aminoaziicar mayor es el porcentaje de
bacterias resistentes. Similar comportamiento fue observado en polimeros de
poli(etilenimina) alquilada covalentemente unidos a diferentes textiles, ya que cadenas
con mayor peso molecular poseen mayor grado de actividad antibacteriana y fungicida

"' En el caso de las multicapas

comparadas con sistemas de menor peso molecular.
formadas por el polielectrolito P4VPy-Cy, a menor peso molecular menor es el
porcentaje de bacterias resistentes.

Con el propésito de discernir si la capacidad antibacteriana de las peliculas de
multicapas se debe a la presencia de multiples capas de los copolimeros de P-
aminoaziicares 'y P4AVPy-C, o se debe a propiedades antibacterianas de los
polielectrolitos por separado, se realizaron estudios de la capacidad antibacteriana de

capas individuales de P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-p-(Iso),, P-Gal-p-(Iso),, P-Glu-f-Iso(OH)s,

P4VPy-C, y PAVPy-Cs.
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Figura 62: Porcentaje de P. aeruginosa sobre las multicapas de P-Glu-f-Iso(OH); de

diferente peso molecular con P4VPy-C, y P4VPy-Cs.

En todas las peliculas se obtuvo resultados similares al sustrato desmudo
(control). Al disminuir el niimero de capas de la multicapa a seis y cuatro, y con capas
individuales del copolimero P(AM-alt-E), M,=6,2x10"gmol™ y My=3,2x10%gmol ™, no se
observa un efecto antibacteriano indicando que la capacidad antibacteriana de la pelicula
de multicapas conira P. aeruginosa, se debe a la presencia de mtltiples capas y a la
presencia de ambos polielectrolitos en la superficie.

Por otro lado, estos resultados fueron complementados con estudios realizados

en disolucion del polielectrolito con mejor resultado en los ensayos anteriores de
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capacidad antibacteriana: P-Glu-f-Iso(OH);. Los de ensayos de concentracidon minima
inhibitoria mostraron que este polielectrolito no presenta actividad antibidtica en
disolucion contra la bacteria P. aeruginosa.

Para estudiar més en detalle la interaccion in vivo entre la bacteria patogena y la
pelicula de multicapas, se realizaron estudios mediante microscopia de fuerza atémica
(AFM). La ventaja de esta técnica es que la muestra no necesita ser modificada para ser
observada, es decir, las muestras bacterianas se observan in vivo en la superficie de Ia
multicapa. Ademds, estos estudios fueron realizados con el objetivo de observar si
existen cambios morfol6gicos superficiales en la poblacién bacteriana al depositarse
sobre las diferentes multicapas en relacion a la superficie control (sin polimero).

Las imagenes de AFM, tanfo de amplitud como altura, de P. aeruginosa sobre
el sustrato desnudo utilizado como control y sobre las multicapas P-Glu-f-
Iso(OH)/P4VPy-C;, y P-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs corroboraron la capacidad
antibacteriana de estas multicapas.

En la Figura 63A, se observan las imagenes de AFM de bacterias vivas
depositadas sobre el sustrato desnudo. Se observa una distribucion homogénea de 2.
aeruginosa sobre gran parte de la superficie del sustrato. Con mayor resolucion (Figura
63B) se observan bacterias con flagelos y forma definida, ademas de Ia formacidn de
colonias a lo largo de todo el sustrato. Inclusive, se pueden observar fragmentos de
exopolimeros bacterianos que utilizan para comenzar la colonizacién de la superficie

mediante la formacién de una biopelicula tipo colonia (Figura 63B).
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Figura 63: Imagenes de AFM de amplitud (derecha) y altura (izq.) de P. aeruginosa

sobre el sustrato desnudo (control): A) 100pum y B) 12pum.

En el caso de la multicapa Pgr-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C», cuyo porcentaje de
bacterias resistentes es de 19,6%, se observan pocas bacterias formando colonias, pero
sin flagelos ni forma definida (Figura 64B). Ademas, la superficie de la bacteria es més
corrugada en comparacion a la superficie de las bacterias depositadas sobre el sustrato

control (Figura 63B). En la imagen de AFM de mayor scan (100um) se puede apreciar
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una disminucion de bacterias sobre la multicapa (Figura 64A) en comparacion al

sustrato control (Figura 63A).

Figura 64: Imagenes de AFM de amplitud (derecha) y altura (izq.) de P. aeruginosa

sobre multicapa Pg-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C5: A)100um y B)12pum.

En las iméagenes de AFM obtenidas para la multicapa formada por P3,-Glu-f-
Iso(OH)»/P4VPy-C,, se observa una menor cantidad de bacterias presentes y en una
distribucion mucho menos homogénea (Figura 65A) en comparacién al sustrato control

(Figura 63A). Inclusive, hay zonas de la multicapa donde no se observa la presencia de
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bacterias y en otras dreas la presencia de lo que podrian ser fragmentos bacterianos

(Figura 65B). Ademds, se observan algunas células aisladas y sin flagelos (Figura 65C).

Figura 65: Imagenes de AFM de amplitud (abajo) y altura (arriba) de P. aeruginosa

sobre multicapa P3;-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs. A) 100um, B) 12um y C) 12pum.

Las imagenes de AFM de la multicapa Pg,-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs (Figura
66A), son consistentes con el porcentaje de bacterias remanentes (8%) que se mostrd
anteriormente. En las imagenes de AFM se observan muy pocas bacterias sobre la
multicapa en comparacion al sustrato control (Figura 63A). Ademas se observan algunos

fragmentos de bacterias y no se observan flagelos ni la formacién de colonias (Figura

66B).
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Figura 66: Imagenes de AFM de amplitud (derecha) y altura (izq.) de P. aeruginosa

sobre multicapa Pg>-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs: A)100pm y B)12um.

Las Figura 67 y Figura 68 muestran las imagenes de AFM de bacterias
depositadas sobre multicapas de P3,-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs. Consistente con los
analisis de capacidad antimicrobiana (38%), en esta multicapa se observa una mayor
cantidad de bacterias formando colonias en comparacion a las tres multicapas anteriores
(Figura 67). Sin embargo, no se observan flagelos. Por otro lado, como se observa en la

Figura 68, las bacterias también presentan una morfologia diferente a la observada en las
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bacterias depositadas sobre el sustrato control, cambiando desde una superficie
bacteriana mas bien lisa a una mucho mas corrugada, lo que se podria sugerir un dafio
estructural en las bacterias. Se ha reportado que este tipo de cambios estructurales en la
pared de las bacterias podria indicar la muerte de la bacteria. Esto fue observado en
estudios realizados en Escherichia coli, donde los cambios de una pared lisa (bacteria
viva) a una corrugada (bacteria muerta) al someter a las bacterias a un péptido

antimicrobiano, fueron corroborados por AFM. !!2

Figura 67: Imagen de AFM de amplitud de P. aeruginosa sobre la multicapa P3»-Glu-f-

ISO(OH)z/P4VPy-C5.
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Figura 68: Imdgenes de AFM de amplitud (derecha) y altura (izq.) de células de P.

aeruginosa sobre multicapa P3,-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs.
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Para determinar si la capacidad antimicrobiana de las multicapas es exclusiva
contra la bacteria P. aeruginosa, se llevaron a cabo estudios similares con la bacteria
Salmonella entérica serovar Typhimurium 14028s. Una bacteria que, si bien no tiene los
niveles de resistencia a antibidticos que muestra P. aeruginosa, es un patégeno
importante en la contaminacion de los alimentos. En este caso, debido a que las bacterias
expresan constitutivamente la proteina fluorescente verde (GFP), las imagenes fueron
obtenidas con el filtro verde de la lupa fluorescente y el niimero de UFC estimado segin

las bacterias vivas (Figura 69 y Figura 70).
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P4VPy-C, - P4VPy-Cyl, 4

P,z-AIo-p-(lsolzl P3;-Alo-p-{iso),/
P4VPy-C; . P4VPy-Cs

Figura 69: Imagenes obtenidas mediante Lupa de S. Typhimurium sobre multicapas de
P-Xil-f-(Is0)OH y P-Alo-f-(Is0); (My=6,2x10"gmol" y 3,2x10%gmol™) con P4VPy-C, y

P4VPy-Cs.
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Control

Psz-GaI-p-Isdz'l : Psz-Gal-p-'SOQI
P4VPy-C, P4VPy-C;

P1;-Gal-p-Iso,f P;-Gal-p-lsoy/--
P4VPy-C,. P4VPy-Cs f 4

Pe2-Glu-f-Iso{OH}y/ Ps2-Glu-f-Iso{OH),/
P4VPy-C, " P4VPy-Cg ~-. . .

P3>-Glu-f-Iso{OH),/ P32-Glu-f-Iso{OH),/
P4VPy-C, P4VPy-Cs. i

Figura 70: Iméagenes obtenidas por Lupa de S. Typhimurium sobre multicapas de P-Gal-
p-(Iso); y P-Glu-f-Iso(OH), (M‘-=6.2x104gmol'I y 3,2x104gm01") con P4VPy-C, y
P4VPy-C5,
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La Figura 69 y Figura 70 muesiran que la capacidad antibacteriana de las
multicapas respecto a esta bacteria es mucho menor en comparacién a P. aeruginosa. La
multicapa que presenta mejor actividad antimicrobiana en comparacién al sustrato
utilizado como control es P3;-Gal-p-(Iso),/P4VPy-C; v en menor medida Ps-Alo-f-
(Is0)2/P4VPy-C,. La cuantificacion del porcentaje de bacterias resistentes en relacién al

control se encuentra en las Figura 71 y Figura 72.
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Figura 71: Porcentaje de S. Typhimurium sobre las multicapas formadas por el
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En la Figura 71 se observa que la multicapa que presenta una mejor capacidad
antibacteriana contra la bacteria S. Typhimurium es la multicapa formada por los
polielectrolitos Pgy-Gal-p-(Iso),/P4VPy-C; con un 12% de bacterias resistentes, seguida
por la multicapa formada por Pg-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs con un 16% de bacterias
resistentes y luego la pelicula de multicapa formada por Pg-Alo-f~(Is0),/P4VPy-C5 con
un 74%. La multicapa formada por los polielectrolitos Pg,-Gal-p-(Is0)2/P4VPy-C, v las
multicapas formadas por el polielectrolito copolimero Pg-Glu-f-Iso(OH); con P4VPy-Cs
y P4VPy-C, presentan un porcentaje de baclerias resistentes similar al control.

En el caso de las multicapas formada por los polielectrolitos Pg-Alo-f-
(Is0),/PV4Py-C, y Pg-Gal-p-(Is0),/P4VPy-C,, se observa una marcada influencia del
largo de la cadena alquilica del polielectrolito P4VPy-C,. En el caso de las multicapas
formadas por el polielectrolito Pg-Alo-f-(Iso) con P4VPy-Cs la capacidad
antibacteriana es muy superior en comparacion a aquellas formadas con P4VPy-C, y en
el caso de las multicapas formadas por el polielectrolito Pgy-Gal-p-(Iso),, presentaron
mayor capacidad antibacteriana las multicapas formadas con P4VPy-C,, comparadas
con el sistema de multicapas Pe-Gal-p-(Is0)2/P4VPy-Cs, Estos resultados dejan en
evidencia que la capacidad antibacteriana de las multicapas depende de la naturaleza
quimica, volumen y del grado de proteccion de los aminoaziicares de la cadena lateral de
los polilelectrolitos, pues en este caso la presencia del policlectrolito copolimero Pe,-
Alo-f-(Is0); es mds efectiva con P4VPy-Cs y en el caso del polielectrolito copolimero

Pg2~Gal-p-(Iso); es mds efectiva con P4VPy-C,.
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En la Tabla 23 se observa el porcentaje de bacterias resistentes y propiedades
fisico-quimicas de la superficie de la multicapa como el espesor, la humectabilidad, la
heterogeneidad quimica y la energia superficial de la pelicula de multicapas. A alto peso
molecular, no se observa la influencia especifica de uno de estos factores, pues
multicapas con similar espesor, humectabilidad, heterogeneidad quimica y energia

superficial poseen un porcentaje de bacterias remanentes muy diferentes.

Tabla 23: Porcentaje de S. Typhimurium y propiedades fisico-quimicas de las

multicapas formadas por el copolimero Pe-aminoaziicar y PAVPy-C,,.

Resistencia r RMS @8, Oy

Multieapa (%] [m] [om]  [°] ] mim?
Ps:-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-Cs 99,00 4241 11,40 56+£3 8+0 512
Psz-Xil-f-(Iso)OH/P4VPy-C; 105,00 35,55 11,51 4248 444 572
Psz-Alo-f-(Iso)zlP4VPy-C5 16,00 56,20 0,55 63%2 25+2 5143
Pez-Alo-f-(Is0),/P4VPy-C; 7400 11,88 0,72 3642 1542  62+6
Psz2-Gal-p-(Is0)/P4VPy-Cs 102,00 44,00 0,35 463 18+5 6241
Pe-Gal-p-(Is0)/P4VPy-C, 12,00 42,60 1021 6743 3244 500

Pe2-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-Cs 98,00 7246 6,91 51+2 10+£3 552
Pgx-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C, 108,00 4294 13,10 68+3 2246 460

En la Figura 72 se observa el porcentaje de bacterias resistentes de S,
Typhimurium en las multicapas formadas por el polielectrolitc copolimero Pi.

aminoazucar con PAVPy-C; y P4VPy-Cs.
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La multicapa que presenta mayor capacidad antibacteriana, es decir, menor
porcentaje de bacterias resistentes estd formada por los polielectrolitos P3-Glu-f-
Iso(OH)./P4VPy-Cs, con un 14,6%, seguida de la pelicula de multicapas formadas por
los polielectrolitos P3y-Alo-f-(Is0),/P4VPy-Cs con un 25% de bacterias resistentes y
finalmente la pelicula de multicapas formadas por los polielectrolitos P3y-Alo-f-
(150)2/P4VPy-C; con un 32% de bacterias resistentes. Las multicapas formadas por Ps,-
Xil-f~(Iso)OH/P4VPy-Cs, P3,-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C;, P3,-Gal-p-(Iso),/P4VPy-Cs, Ps,-
Gal-p-(Is0),/P4VPy-C;, presentan un porcentaje de bacterias remanentes similar al
sustrato sin modificar utilizado como control.

Se observa una clara influencia del largo de la cadena alquilica del
polielectrolito P4VPy-C,, en las multicapas formadas por Psz-Alo-f-(Is0),, P32-Gal-p-
(Iso); y Ps-Glu-f-Iso(OH),, donde las multicapas presentaron mayor capacidad
antibacteriana con P4VPy-C, con cadena pentilica, con excepcién de la multicapa
formada por P3;-Gal-p-(Iso), que muestra mayor capacidad antibacteriana con P4VPy-
Cs.

Al igual que a alto peso molecular, en la Tabla 24 se observa que el porcentaje
de bacterias resistentes no es influenciado por una de propiedades fisico-quimicas de la
superficie de la multicapa como el espesor, la humectabilidad, Ia heterogeneidad
quimica y la energia superficial de la pelicula de multicapas, sino mas bien por la
combinacién de ellas, ya que multicapas con similar espesor, humectabilidad,
heterogeneidad quimica y energia superficial poseen un porcentaje de bacterias

remanentes muy diferentes,
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Tabla 24: Porcentaje de S. Typhimurium y propiedades fisico-quimicas de las

multicapas formadas por Pyy-aminoaziicar y P4VPy-Cy,.

Multeapa T o Y,
P3-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C; 102,00 40,32 4,55 6012 7£3 5140
P3-Xil-f-(Is0)OH/P4VPy-C, 103,00 2927 7,82 71l 9+2 48+l
P32-Alo-f-(150)2/P4VPy-Cs 25,00 7708 6,20 50+£5 2744 58+l
P32-Alo-f-(Is0)2/P4VPy-C, 92,00 81,74 11,41 40+2 13+0 631
P3;-Gal-p-(Is0),/P4VPy-Cs 105,00 11,95 0,57 4441 2112 59+0
P3;-Gal-p-(Is0)2/P4VPy-C, 32,00 3857 081 700 2941 4641
P32-Glu-f-Iso(OH)2/P4VPy-C; 14,60 67,85 092 48+4 1543 5943
P3;-Glu-f-Iso(OH),/P4VPy-C, 112,00 89,73 13,36 50+l 12+4 5640

168




CAPITULO IV

CONCLUSIONES
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1.6 CONCLUSIONES

Las multicapas formadas por P-Xil-f-(Iso)OH, P-Alo-f-(Iso),, P-Gal-p-(Iso), y P-
Glu-f-Iso(OH); con P4VPy-C; y P4VPy-Cs presentaron un aumento del espesor
al aumentar el niimero de capas, independientemente de la naturaleza quimica de
los grupos laterales de los diferentes polielectrolitos estudiados. Se encontré un
efecto del sustituyente de la cadena lateral y del peso molecular del
polielectrolito copolimero P-aminoaziicar, asi como también una influencia del

largo de la cadena alquilica del polielectrolito PAVPy-C,,.

El proceso de construccién de multicapas de los polielectrolitos copolimeros P-
Alo-f-(Iso);, P-Gal-p-(Iso), y P-Glu-f-Iso(OH), estd gobernado por un régimen
regular de crecimiento y las multicapas formadas por el polielectrolito
copolimero P-Xil-f-(Is0)OH estid gobernado por un régimen exponencial de

crecimiento .

La superficie de las multicapas estd formada por la combinacién de ambos
polielectrolitos, presentando una morfologia homogénea, agregados globulares y
una topografia rugosa. La presencia de agregados globulares en la superficie fue
dependiente del tipo de sustituyente de la cadena lateral del copolimero P-
aminoaziicar. Las caracteristicas de la topografia y morfologia de la supetficie

son independientes del peso molecular del copolimero P-aminoaziicar.
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- La humectabilidad de las multicapas fue dependiente de la naturaleza del
polielecirolito copolimero P-aminoaziicar, mostrando valores de éngulo de

contacto entre 36° y 71°, es decir, superficies de cardcter hidrofobico/hidrofilico.

- La histéresis de las multicapas fue dependiente de la naturaleza de la cadena
lateral y del peso molecular del polielectrolito copolimero P-aminoaziicar. Las
multicapas formadas por P-Gal-p-(I50),/P4VPy-C, poseen una mayor histéresis,
es decir, una superficie quimicamente heterogénea. Las multicapas formadas por
P-Xil-f-(Iso)OH presentaron una superficie quimicamente homogénea, es decir,

una menor histéresis.

- La energia superficial de las multicapas tiene una mayor contribucién de la parte
dispersiva predominando interacciones de corto alcance. Los valores de energia

superficial variaron en un intervalo entre 46 y 63 mJm™.

- Las multicapas formadas por los polielectrolitos copolimeros P-Xil-f-(Iso)OH y
P-Glu-f-Iso(OH),, tanto con P4VPy-C; como con P4VPy-Cs poseen mayor
capacidad antibacteriana respecto a P. aeruginosa. Las bacterias resistentes

presentaron dafioc morfolégico en su estructura.
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Las peliculas de multicapas formadas por los polielectrolitos P-Gal-p-
(Is0),/P4VPy-C,, presentaron mayor capacidad antibacteriana contra S
Typhimurium. También present6 capacidad antibacteriana la multicapa formada

por P-Alo-f-(Iso),, tanto con P4VPy-C; como con P4VPy-Cs.

La capacidad antibacteriana de las multicapas resulté ser dependiente de la
naturaleza quimica del sustituyente de la cadena lateral del polielectrolito
copolimero P-aminoaziicar asi como también de la interrelacion de factores
como la humectabilidad, el espesor, la morfologia, la topografia y la energia

superficial.
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1.8 ANEXO.

RMN-'H. (CDCI3, 300 MHz)
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Compuesto 13. 5-Azido-5-deoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranosa
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185




e Reaccion 2.1

TfO

M

"
|

g EhS
= =
65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
& (ppm)

ER ERR 2eaondocamuna TRE®R
Wi - - - TE T T T T TS — e
N - et Nt ey g SE 2

e i
] Y &4 a3
- - ~No~ oG

6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0

Compuesto 14. 3-Azido-3-deoxi-1.2:5,6-di-O-isopropilideno-o-D-glucofuranosa.
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