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RESUMEN

Debido al inadecuado uso de antimicrobianos, los patdgenos en general y principalmente
nosocomiales se han convertido en un reto el cual se convierte en un problema
especializado de prevencion y control de enfermedades infecciosas entre los pacientes con
lesiones graves particularmente de piel, ya que el ambiente en las unidades hospitalarias
puede contaminarse con organismos resistentes. Los productos avanzados y activos para
el cuidado de estas lesiones como los apositos antimicrobianos estan siendo ampliamente
usados después de las cirugias para prevenir infecciones (IAAS). Los biomateriales son
sustancias no farmacoldgicas adecuadas para su inclusion en sistemas que aumentan o
reemplazan la funcioén de los tejidos u o6rganos corporales. El uso de biopolimeros es
aceptado en el darea médica por sus caracteristicas de biodegradabilidad y
biocompatibilidad y pueden obtenerse de diversas fuentes naturales de origen vegetal,
animal, marino y microbiano. La diversidad botdnica de México permite buscar fuentes
de biopolimeros de origen vegetal como la Salvia hispanica L., rica en mucilago y aceites,
los cuales han demostrado propiedades biologicas en el area de alimentos y cosmética. La
creciente conciencia sobre el manejo del cuidado de heridas y el incremento de la
poblacion permite estimar que el mercado mundial de apdsitos para heridas alcance 8,46
mil millones USD para 2021. Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar
la actividad antimicrobiana de membranas elaboradas con mucilago y aceite de semilla de
Salvia hispanica L. y acetato de celulosa por electrohilado, contra Staphylococcus aureus,
Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa, para lo cual se llevo a cabo recuperacion
de mucilago de Salvia hispanica por extraccion con calor, asi mismo se determiné la CMI
del aceite de la semilla contra los microorganismos mencionados. Posteriormente, se llevo
a cabo la elaboracion de membranas por el método de electrohilado con acetato de celulosa
y el mucilago recuperado incorporando el aceite como potencial agente antimicrobiano.
Asi mismo, se determindé la actividad antimicrobiana de las membranas contra
Staphylococcus aureus, Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa. Este proyecto
permitid la obtencion de una membrana a base de materias primas de origen etnobotanico
y procesos innovadores como el electrohilado con potencial uso como aposito en el

tratamiento de lesiones graves particularmente de piel.



ABSTRACT

Due to the inappropriate use of antimicrobials, pathogens in general and mainly
nosocomial have become a challenge, which has become a specialized problem of
prevention and control of infectious diseases among patients with serious skin injuries,
since the environment in hospital units can become contaminated with resistant organisms.
Advanced and active products for the care of these injuries such as antimicrobial dressings
are being widely used after surgery to prevent infections (HCAI). Biomaterials are non-
pharmacological substances suitable for inclusion in systems that enhance or replace the
function of body tissues or organs. The use of biopolymers is accepted in the medical area
due to its biodegradability and biocompatibility characteristics and they can be obtained
from various natural sources of vegetable, animal, marine and microbial origin. The
botanical diversity of Mexico makes it possible to search for sources of biopolymers of
plant origin such as Salvia hispanica L., rich in mucilage and oils, which have
demonstrated biological properties in the food and cosmetic area. The growing awareness
in wound care management and the increase in the population allows estimating that the
global market for wound dressings will reach 8.46 billion USD by 2021. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of membranes made with
Salvia hispanica L.’s mucilage and seed oil and cellulose acetate by electrospinning
against Staphylococcus aureus, Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa, for
which recovery of Salvia hispanica’s mucilage will be carried out by heat extraction. Also,
the MIC of the seed oil against the mentioned microorganisms was determined.
Subsequently, the preparation of membranes was carried out by the electrospinning
method with cellulose acetate and the recovered mucilage incorporating the oil as a
potential antimicrobial agent. Likewise, the antimicrobial activity of the membranes
against Staphylococcus aureus, Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa was
determined. This project allowed the obtention of a membrane based on raw materials of
ethnobotanical origin and innovative processes such as electrospinning with potential use

as a dressing in the treatment of serious injuries, particularly in skin.



I. INTRODUCCION

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) son uno de los principales
retos para los hospitales modernos, pues se encuentran entre las principales causas de
defuncidn, aumento de morbilidad y discapacidad en pacientes hospitalizados. El manejo
de estas infecciones es sumamente complejo debido a que generalmente son causadas
por microorganismos altamente resistentes a los antimicrobianos. En México, segln la
OMS, se calcula que 450 mil casos de infeccion relacionada con la atencion sanitaria
causan 32 muertes por cada 100 mil habitantes por afio (Rodriguez Salgado, 2018); asi
mismo se identificd que entre los principales microorganismos aislados en 48,377
infecciones asociadas a la atencion de la salud en hospitales se encontraban
Pseudomonas aeruginosa (10.9 %), Staphylococcus aureus (9.8 %)y Candida albicans
(6.4 %) (Arias Flores et al., 2016). La prevencion y el control de enfermedades
infecciosas entre los pacientes con lesiones graves de piel representan un problema
especializado, ya que el ambiente en las unidades hospitalarias puede contaminarse con
organismos resistentes. En lesiones en piel, particularmente las ulceras, cuando estas
requieren de tratamiento hospitalario, presentan un alto potencial de complicaciones
durante el periodo agudo después de la lesion. Los productos tradicionales para el
cuidado de heridas tardan mas en curarlas y son menos efectivos en comparacion con los
productos avanzados y activos para el cuidado de estas como los apositos
antimicrobianos, que se usan ampliamente después de las cirugias para prevenir
infecciones (IAAS). Un numero creciente de cirugias y politicas reguladoras por parte
de autoridades de control de infecciones, han aumentado la demanda de este tipo de
apositos antimicrobianos. Por otro lado, un biomaterial por definicion es "una sustancia
no farmacoldgica adecuada para su inclusion en sistemas que aumentan o reemplazan la
funciéon de los tejidos u organos corporales". Los biopolimeros pueden obtenerse de
diversas fuentes naturales de origen vegetal, animal, marino y microbiano. Los
polimeros a base de polisacaridos vegetales (por ejemplo, celulosa, hemicelulosa,
lignina, almidon y pectina) son materiales prometedores para la ingenieria de tejidos y
la administracion de farmacos, ya que se ha demostrado que estos polimeros naturales
son biocompatibles (Mohammadinejad et al., 2019). La diversidad botanica de México

permite buscar fuentes de biopolimeros de origen vegetal como la Salvia hispanica, la



cual posee semillas (Chia) ricas en mucilago y aceites, los cuales han sido de interés en
la industria alimentaria principalmente. Por otro lado, la celulosa, uno de los
polisacaridos mas abundantes en la naturaleza ha sido ampliamente estudiado en su
forma natural o modificada por sus propiedades, en terapias de purificacion de la sangre,
como hemofiltracion, hemodidlisis y hemodiafiltraciéon (Peng et al, 2016). Los
dispositivos médicos y los innovadores sistemas de administracion de medicamentos
compuestos de materiales biocompatibles se utilizan para interactuar con el cuerpo
humano para evaluar, reemplazar, tratar o modificar una funcién, tejido u o6rgano
especifico. El ambiente en el 4rea de contacto dentro del organismo define las
propiedades mecanicas requeridas de un biomaterial. Se ha reportado la importancia de
las propiedades de la superficie del biomaterial, como las funciones quimicas, la
hidrofilia o la hidrofobicidad, la energia superficial, la humectabilidad, el hinchamiento,
los efectos electrostaticos, en la determinacion de la respuesta celular (Bernard et al.,
2018). El proceso de electrohilado es un fenémeno electrohidrodindmico basado en la
extrusion y estiramiento de filamentos delgados de soluciones de polimeros mediante la
aplicacion de una fuerza eléctrica, este ha sido estudiado y utilizado en la elaboracion de
membranas con diversas aplicaciones en ingenieria de tejidos y sistema de liberacion de
medicamentos, ya que durante su elaboracion se obtienen fibras de escala nano o
micrométrica que incrementa el area superficial del dispositivo permitiendo la
incorporacion de biomoléculas con diversas actividades bioldgicas como actividad
antimicrobiana. Por lo anterior, es importante contar con nuevos productos a base de
biopolimeros obtenidos de fuentes naturales como S. hispanica, para la elaboracion de
apositos avanzados con las caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad de
sus componentes y con actividad antimicrobiana para el manejo heridas en piel con alto
potencial de infeccion sobre todo asociadas a la atencion de la salud (IAAS). Por lo que
el objetivo para el presente trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana de membranas
elaboradas con mucilago y aceite de semilla de S. hispanica L. y acetato de celulosa por

electrohilado, contra S. aureus, C. albicans y P. aeruginosa.



II. ANTECEDENTES

2.1 Biopolimeros

Los biopolimeros pueden obtenerse de diversas fuentes naturales de origen
vegetal, animal, marino y microbiano. Actualmente su aplicacion se ha extendido en
aplicaciones diarias, como los plasticos de consumo masivo, sobre todo aquellos
polimeros biodegradables obtenidos de materias primas renovables (Kumar & Sinha-Ray,

2018).

Los biopolimeros han sido aprovechados para ser usados en diversas areas en
dispositivos médicos, materiales para empaques, cosméticos, aditivos alimenticios,
industria textil, quimicos para tratamiento de agua, plasticos industriales, absorbentes,
biosensores, e incluso elementos de almacenamiento de datos. Hay tres grupos principales

de biopolimeros: polisacaridos, proteinas y polinucleotidos (Rebelo et al., 2017).

2.1.1 Biopolimeros vegetales

Los polimeros a base de polisacaridos vegetales (por ejemplo, celulosa,
hemicelulosa, lignina, almidén y pectina) son materiales biocompatibles prometedores
para la ingenieria de tejidos y la administracion de farmacos. (Mohammadinejad ef al.,

2019)

2.1.2 Acetato de celulosa
La celulosa es un material natural insoluble en agua que se encuentra en la madera,
algodon y otros materiales a partir de plantas, ademas de ser producida por varios

microorganismos (Valencia Gomez et al., 2016).

El acetato de celulosa es un polimero natural modificado producido por acetilacion
de la celulosa, uno de los polimeros mas abundantes y renovables de bajo costo, el cual
es utilizado en un amplio campo de aplicaciones como textil, membranas y filtros

(Mikaeili & Gouma, 2018).

El acetato de celulosa se obtiene en un proceso de acetilacion en dos etapas por la
reaccion de celulosa con acido acético, un exceso de anhidrido acético y acido sulfurico

como el catalizador, seguido por una reaccion de hidrolisis para producir un acetato de
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celulosa con el grado de sustitucion deseable, (aproximadamente 2.45-2.5), que otorga
alta solubilidad (en varios tipos de sistemas de solventes) y buenas propiedades de fusion.
Estas propiedades facilitan el uso del acetato de celulosa en una amplia variedad de

productos de consumo (Candido et al., 2017).

El desarrollo de membranas multifuncionales de acetato de celulosa (AC) con
hemocompatibilidad mejorada y actividades antibacterianas y antioxidantes es
extremadamente importante para aplicaciones biomédicas, por lo que las membranas de
AC se han utilizado con frecuencia en terapias de purificacion de la sangre, como

hemofiltracion, hemodiélisis y hemodiafiltracion (Peng et al., 2016).

El mercado mundial de acetato de celulosa se estimé en 614.03 kilo toneladas en
2016 y llegara a 820.04 mil toneladas para 2024 (Sayyed et al., 2019); Su precio de
mercado es de aproximadamente US $ 1.00/kg (Sayyed et al., 2019).

2.2 8. hispanica

La chia (S. hispanica L.) se origind en México y Guatemala; ha sido parte de la
alimentacion humana durante unos 5500 afos. Tradicionalmente las semillas eran
utilizadas por los Aztecas y los Mayas en la preparacion de medicinas populares, alimento

y lienzos.

Por otro lado, el aceite de la chia contiene una gran cantidad de 4cidos grasos
omega-3, proteina de calidad superior, mayor cantidad de fibra dietética, vitaminas,
minerales y una amplia gama de antioxidantes polifendlicos que actuian como

antioxidantes y protegen a las semillas de la descomposicion quimica y microbiana.

La chia ofrece una gran perspectiva de futuro para los sectores de alimentos,
médicos, farmacéuticos y nutracéuticos, aunque se considera que su gran potencial

nutricional y terapéutico aun es poco conocido (Ullah et al., 2016).

2.2.1 Mucilago de S. hispanica

El mucilago de la semilla de chia es un heteropolisacérido anionico. Es una
sustancia que se hincha en contacto con el agua formando una cépsula pegajosa y
gelatinosa alrededor de la semilla y esta adherida fuertemente a ella (Valdivia-Lopez &

Tecante, 2015).



Informacion actual acerca de las propiedades funcionales del mucilago indica que
es un polimero con una alta viscosidad en agua, con accion espesante y posibles efectos

benéficos en el metabolismo (Capitani ef al., 2016).

De acuerdo a diversas teorias propuestas puede jugar un rol en el desarrollo de la
tolerancia al frio, transporte de agua, curacion de heridas, balance i6nico de células y

reserva de carbohidratos para la planta (Mujtaba et al., 2019).

2.3 Infecciones asociadas a la atencion de la salud en México

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) son uno de los
principales retos para los hospitales modernos, pues se encuentran entre las principales
causas de defuncion, aumento de morbilidad y discapacidad en pacientes hospitalizados.
Asimismo, generan un incremento en los dias de estancia, en los costos directos e
indirectos de la atencion en salud (por los dias laborales perdidos) y en la morbilidad de
los prestadores del servicio; su manejo es sumamente complejo debido a que generalmente
se trata de infecciones causadas por microorganismos altamente resistentes a los

antimicrobianos.

Debido al inadecuado uso de antimicrobianos, los patdgenos nosocomiales han
dejado de ser microorganismos facilmente tratables y son ahora altamente resistentes, lo
cual representa un problema de gran importancia para la prevencion y el control de las

infecciones nosocomiales (Rincon Ledén & Navarro Fuentes, 2016).

En México, segiin la OMS, se calcula que 450 mil casos de infeccion relacionada
con la atencion sanitaria causan 32 muertes por cada 100 mil habitantes por afio (cuyo

costo de atencion anual se aproxima a los 1,500 millones) (Rodriguez Salgado, 2018).

En México, se identificod que entre los principales microorganismos aislados en
48,377 infecciones asociadas a la atencion de la salud en hospitales del Instituto Mexicano
del Seguro Social se encontraban P. aeruginosa (10.9 %), S. aureus (9.8 %)y C. albicans

(6.4 %) (Arias Flores et al., 2016)

2.3.1 Microorganismos que afectan piel
Staphylococcus spp., son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5um de didmetro, se

agrupan en racimos, son inmoviles, anaerobios facultativos, fermentadores de glucosa,



catalasa positivo y oxidasa-negativo con contenido de G+C del 30 a 39% y se consideran
oportunistas. S. aureus es la especie mas virulenta, responsable de varias infecciones en
el humano. Se considera como bacteria que induce alteraciones en los tejidos y produce
lesiones localizadas, con supuracion y cicatrizacion. En México, la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiologica (RHOVE), notificé que la mortalidad en pacientes infectados

con S. aureus varia de 5-70% (Garcia et al., 2019)

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa formadora de
biopeliculas frecuentemente detectada en heridas de la piel, especialmente en regiones
mas profundas de los lechos de las heridas. Las heridas infectadas por este
microorganismo se caracterizan por grandes areas de lesion y un proceso de curacion
tardio. Esto, asociado con el hecho de que P. aeruginosa presenta resistencia intrinseca y
adquirida a antibidticos, hace que el manejo clinico de heridas infectadas por este

patdgeno sea un gran desafio (Ferro et al., 2019).

Pseudomonas aeruginosa posee muchos factores de virulencia como pili,
lipopolisacarido (LPS), enzimas extracelulares, exotoxinas, flagelo y cinco tipos de
sistemas de secrecion (TSSs). Esta bacteria tiene un solo flagelo polar que es crucial para

la motilidad, quimiotaxis y adhesion (Garcia et al., 2018).

Por otro lado, C. albicans es un miembro de la microbiota humana sana, que
coloniza asintomaticamente varios nichos en el cuerpo, incluidos, entre otros, el tracto
gastrointestinal (GI), el tracto reproductivo femenino, la cavidad oral y la piel. En la
mayoria de las personas con un sistema inmunitario saludable, C. albicans es un comensal
inofensivo que existe en armonia con otros miembros de la microbiota. Sin embargo, las
alteraciones de este delicado equilibrio, que resultan, por ejemplo, de variaciones en el
entorno local (cambios de pH o cambios nutricionales), el uso de antibidticos o
alteraciones en el sistema inmune (causadas por una infeccion o terapia inmunosupresora),
pueden permitir que C. albicans prolifere rapidamente y cause infecciones (Gulati &

Nobile, 2016).

2.4 Biomateriales en biomedicina
Un biomaterial por definicion es "una sustancia no farmacologica adecuada para

su inclusidn en sistemas que aumentan o reemplazan la funcion de los tejidos u 6érganos
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corporales". Estos materiales son capaces de estar en contacto con fluidos corporales y
tejidos durante periodos prolongados, mientras que provocan reacciones adversas nulas o
minimas. En este sentido, los biomateriales se clasifican como sustancias sintéticas o
naturales. El campo de los biomateriales que trabajan bajo restricciones biologicas se esta
expandiendo rapidamente y representa el 2-3% de los gastos generales de salud en los
paises desarrollados. Los biomateriales sintéticos mas comunes utilizados para implantes
son titanio, productos de plata, poliéster y porcelana. Los biomateriales naturales se
derivan de animales, microbios o plantas. Estos biomateriales son tipicamente similares a
las sustancias macromoleculares que estan sintetizadas para las rutas metabolicas. Como
resultado, disminuyen los problemas de toxicidad y de reacciones inflamatorias cronicas

provocadas por muchos polimeros sintéticos.

El proceso de cicatrizacion de heridas se divide en inflamacion, proliferacion y
remodelacion. El objetivo del tratamiento de la herida es curar la herida en el menor
tiempo posible para prevenir infecciones y minimizar el dolor, la incomodidad y las
cicatrices. El tratamiento exitoso de una herida debe asegurar que la cantidad de tejido

necrotico se reduzca y que se evite la invasion microbiana.

Los polisacaridos son biopolimeros naturales que son econdmicos y la mayoria de
ellos son facilmente degradables. Los biomateriales basados en polisacéridos utilizados
para el cuidado de heridas pueden clasificarse en varias categorias: neutros (B-glucanos,
dextranos, celulosa), acidos (4cido algico, acido hialurénico), basicos (quitina, quitosano)
o sulfatados (heparina, heparan sulfato, sulfato de condroitina, dermatéan sulfato, queratan

sulfato) (Aramwit, 2016).

Un aposito es cualquier material empleado para cubrir, proteger y curar heridas de
un tejido dafiado (Valencia Gomez ef al., 2016). Los materiales para apositos en heridas
deben actuar como barrera fisica semipermeable a la humedad y el oxigeno, protegiendo
a esta contra la presencia de microorganismos causantes de infecciones (Mogosanu &
Grumezescu, 2014). Los apositos para heridas juegan un papel importante en la gestion
de la cicatrizacion, en particular, los apdsitos elaborados con polimeros se utilizan
ampliamente para heridas exudativas; ya que, por lo general, estos apositos son

biodegradables, biocompatibles y no toxicos para la piel (Valencia Gomez et al., 2016).



Los apdsitos de celulosa modificada para heridas pueden incorporar moléculas
activas como enzimas, factores de crecimiento, agentes antimicrobianos, antioxidantes,
hormonas, vitaminas y otros agentes que pueden beneficiar en el proceso de cicatrizacion

(Aramwit, 2016).

2.4.1 Electrohilado

El proceso de electrohilado es un fendmeno electrohidrodinamico basado en la
extrusion y estiramiento de filamentos delgados de soluciones de polimeros mediante la
aplicacion de una fuerza eléctrica. Los componentes principales de un aparato de
electrohilado son un sistema de suministro, un colector y un generador de energia de alto
voltaje. El sistema de suministro es tipicamente una aguja metalica conectada a una jeringa
llena con una solucidon de polimero a base de solvente (solucion de electrohilado). En
ambos casos, cuando se aplica un voltaje en el rango de 5-60 kV entre la aguja y el
colector metéalico conectado a tierra, se generan cargas eléctricas en la superficie de la gota
de polimero al final de la aguja. La gota, en consecuencia, se deforma y adquiere una
forma de cono (conocida como cono de Taylor). Si la fuerza eléctrica supera la tension
superficial del liquido, se extruye un filamento polimérico en la punta del cono de Taylor
y se atrae hacia el colector. En esta fase, el filamento se alarga atin més y se produce la
evaporacion del disolvente, lo que da como resultado una red de fibras no tejidas en la

superficie del colector (W. Zhang et al., 2017).

La técnica de electrohilado se ha aplicado con éxito en la produccion de
membranas porosas en la ingenieria de tejidos. Las membranas y los andamios
electrohilados tienen una amplia gama de aplicaciones biomédicas, como la
administracién de medicamentos, apositos para heridas e injertos vasculares (Trinca et al.,
2017). Una de los principales retos para la cicatrizacion de heridas es la inhibicion de las
cicatrices, que es un obstidculo duradero en los estudios clinicos. Para prevenir la
formacion de cicatrices, se debe dilucidar el efecto de las nanofibras sobre los mecanismos
de senalizacion celular y las vias bioquimicas. Aun debe determinarse si las caracteristicas
de las nanofibras, como el didmetro y la alineacion de las fibras, influirian en la inhibicion

de la cicatriz (Liu et al., 2020).



2.5 Ensayos biologicos

En funcion de su comportamiento en contacto con tejidos vivos, los biomateriales
poliméricos se pueden dividir en categorias bioestables, bioadsorbibles (degradables o
reabsorbibles) y parcialmente bioadsorbibles. Aquellos biomateriales que tienen contacto
directo con tejido humano o animal, requieren de ensayos biologicos que permitan medir
la actividad bioldgica deseada en base al agente adicionado para la activacion del
dispositivo, asi como de pruebas que aseguren la biocompatibilidad del mismo (Bernard

etal., 2018).

2.5.1 Actividad antimicrobiana

Asi como la evaluacion de la actividad bioldgica en los antibidticos es esencial
para determinacion de la susceptibilidad a estos compuestos, también es necesaria para la
deteccidbn de nuevos agentes antimicrobianos. Los productos naturales, ya sean
compuestos puros o extractos estandarizados obtenidos de plantas, brindan grandes
oportunidades para aditivos novedosos y tratamientos farmacologicos adecuados debido
a su incomparable gama de diversidad quimica. Actualmente hay varios métodos
disponibles para detectar su actividad antimicrobiana y dado que no todos se basan en los
mismos principios, los resultados obtenidos estan influenciados no solo por el método
seleccionado, sino también por los microorganismos utilizados, y por el método de

extraccion o el grado de solubilidad de cada compuesto de prueba.

Los sistemas de prueba de antimicrobianos deberian ser idealmente simples, rapidos,
reproducibles, econdmicos y maximizar el rendimiento de la muestra para hacer frente a
un nimero variado de extractos y fracciones. El Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ha estandarizado el método de dilucidon de agar para la determinacion
cuantitativa de antibioticos. CLSI también recomienda métodos de dilucion de caldo para
la determinacion inhibitoria, utilizando diferentes principios para evaluar el crecimiento

microbiano o su inhibicion (Klan¢nik et al., 2010).



I1. JUSTIFICACION

En lesiones en piel, particularmente las ulceras, cuando estas requieren de
tratamiento hospitalario, presentan un potencial de complicaciones durante el periodo
agudo después de la lesion. Aproximadamente el 73% de todas las muertes puede ser
causada directa o indirectamente por procesos sépticos y se ha demostrado que ocurre
dentro de los primeros 5 dias posteriores a lesiones como quemaduras. La prevencion
y el control de enfermedades infecciosas entre los pacientes con lesiones graves de
piel representan un problema especializado, ya que el ambiente en las unidades
hospitalarias puede contaminarse con organismos resistentes. En Monterrey, N.L., el
Hospital José Eleuterio Gonzélez, report6 una tasa de infecciones asociadas al cuidado
de la salud (IAAS) del 4.66%, en el 2015, con un 67.3% de los aislamientos de

bacterias Gram negativas y 25.9% de Gram positivas.

Los productos tradicionales para el cuidado de heridas tardan mas en curarlas y
son menos efectivos en comparacion con los productos avanzados y activos para el
cuidado de estas como los apdsitos antimicrobianos, que se usan ampliamente después
de las cirugias para prevenir infecciones (IAAS). Un numero creciente de cirugias y
politicas reguladoras de por parte de autoridades de control de infecciones, han

aumentado la demanda de este tipo de apdsitos antimicrobianos.

Por lo anterior, es importante contar con nuevos productos a base de biopolimeros
obtenidos de fuentes naturales como S. hispanica, para la elaboracion de apositos
avanzados con las caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad de sus

componentes y con actividad antimicrobiana para el manejo de estas heridas.

Finalmente, la creciente conciencia sobre el manejo del cuidado de heridas, el alto
potencial de crecimiento de las economias emergentes permite estimar que el mercado
mundial de apdsitos para heridas alcance 8.46 mil millones USD para 2021, a una tasa

compuesta anual de 6.0% entre 2016 y 2021.
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IV.HIPOTESIS
Las membranas elaboradas con mucilago y aceite de semilla de S. hispanica L. y
acetato de celulosa por electrohilado tienen actividad antimicrobiana contra S. aureus,

C. albicans y P. aeruginosa.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antimicrobiana de membranas elaboradas con mucilago y aceite

de semilla de S. hispanica L. y acetato de celulosa por electrohilado, contra S. aureus,

C. albicans y P. aeruginosa.

5.2 Objetivos especificos
1. Extraer el mucilago de S. hispanica L. utilizando el método de extraccion acuosa

con calor.

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite de S. hispanica L. contra

S. aureus, C. albicans y P. aeruginosa.

3. Elaborar mediante electrohilado las membranas con acetato de celulosa, mucilago

y aceite de S. hispanica L.

4. Determinar la actividad antimicrobiana de las membranas contra S. aureus, C.

albicans y P. aeruginosa.

VIL.MATERIAL Y METODOS

6.1 Extraccion de mucilago de S. hispanica L.

Se utilizé el método de extraccion por calor (Tavares et al., 2018) para extraer el
mucilago de las semillas de S. hispanica L. (MSH), las cuales eran provenientes de
Chiapas y fueron obtenidas de un mercado local. Brevemente, muestras de 100 g de
semillas enteras se agregaron a recipientes que contengan agua destilada en relacion
semilla:agua de 1:40. La temperatura se mantuvo a 80 + 1.5 °C. Las mezclas se
agitaron magnéticamente durante 2 h. Posteriormente, para la separacion de mucilago

y determinacion de peso seco, la suspension se extendié sobre una bandeja de secado
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y se secd en un horno a 50 °C durante 48 h. El mucilago de la semilla se separd

tamizando en una malla 40 y luego se obtuvo el peso.

6.2 Determinacion de concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite de S. hispanica L. se evalu6
mediante el método de microdilucion en placa. Primeramente, se inocularon cepas (.
aureus, C. albicans y P. aeruginosa) en caldo nutritivo (CN) para las bacterias por 16
ha37°Cy YPD que se compone de extracto de levadura 10 gL}, peptona 20 gL' y
dextrosa 20 gL! para la levadura por 32 h a 28°C. Posteriormente, la concentracion
celular de los indculos se ajustd por la escala de Mc Farland a 3.0 x 108 celmL"! (escala
1 de Mc Farland) en un espectrofotometro UV/Visible DU 650 (Beckman Coulter) a
625 nm para bacterias (Ardekani et al., 2019), y por cuenta en cdmara de Neubauer

para la levadura.

Se afiadieron 20 uL de un cultivo de 108 UFC mL"! a una placa estéril de 96
pocillos. El aceite de S. hispanica L. (ASH) se diluy6 en caldo nutritivo (CN) en caso
de las bacterias y caldo papa dextrosa (CPD) en caso de la levadura que contenian
Tween 20 al 0.5% (v/v), respectivamente, y se afladieron a los pocillos para dar
concentraciones finales de aceite de 0.03, 0.06, 0.12, 0.5, 1, 2 y 4% (v / v). Los
pocillos de control positivo contenian el medio liquido correspondiente y células sin
ASH, mientras que los pocillos de control negativo contenian solo el medio liquido
correspondiente. La densidad 6ptica (DO) se midi6 a 595 nm utilizando un lector de
microplacas EZ Read 2000 (Biochrom) y se leyeron nuevamente después 24 h de
incubacion a 37 °C. La CMI se determiné como la concentracion de aceite de SH mas
baja a la que la DO a las 24 h del in6culo permanecié igual o disminuyd en

comparacion con la lectura inicial (Adukwu et al., 2012).

6.3 Elaboracion de membranas por electrohilado

6.3.1 Preparacion de las soluciones poliméricas
Se prepard una solucion de ASH con acetato de celulosa (AC) primero preparando

15% p/v de AC en acetona y luego agregando el triple de la CMI del ASH.
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Posteriormente, se prepard la solucion de MSH en agua destilada a una concentracion

final (%), con base en la viscosidad obtenida del mucilago recuperado.

6.3.2 Caracteristicas de las soluciones poliméricas
Se registraron los valores de conductividad con un conductimetro (Corning
Pinnacle 542), viscosidad (Koehler K447-BR) y pH con un potenciometro (Beckman

390pH), en condiciones ambiente.

6.3.3 Electrohilado

En base a literatura (Dias Antunes et al., 2017), y en las propiedades fisicoquimicas
de las soluciones poliméricas obtenidas en el apartado 6.3.1, se establecieron los
valores de los parametros necesarios para obtener membranas con fibras de didmetro

en escala nano o micrométrico y sin presencia de “perlas”, en un equipo Standard

Unit NEU-01 (Shenzhen Tong Li Tech Co).

Los parametros establecidos en base a un disefio de experimentos factorial 2° con
punto central donde el factor de respuesta es la formacion de fibras homogéneas sin

presencia de “perlas” fueron:

e Voltaje 10 - 25 kV.
¢ Distancia entre aguja y colector 10 a 20 cm.

e Flujo de alimentacion. 0.1 a 1 mL h'!.

6.4 Determinacion de actividad antimicrobiana contra S. aureus, P. aeruginosa
y C. albicans

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las membranas se llevo cabo
mediante la técnica difusion en agar frente a S. aureus, C. albicans y P. aeruginosa.
Primeramente, las bacterias se activaron en CN y se incubaron a 37 °C por 16 h, y en
YPD e incubacion a 28 °C por 32 h para la levadura. Transcurrido el tiempo de
incubacion, el indculo se leyd a 625 nm y se ajustd a la escala 1 de Mc Farland.
Posteriormente, se inocularon 0.1 mL de cada bacteria en cajas Petri con AN y de la
levadura en YPD. Se colocaron circulos de las membranas obtenidas en el punto 6.3.3
de 6 mm de didmetro, asi como papel filtro Whatman no. 40 estéril de 6 mm de

diametro cargados con 30 pg de antibidtico (amikacina) para las bacterias y 30 ug de
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antifungico (fluconazol) para la levadura como control positivo, respectivamente, y
agua destilada como control negativo. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h para
las bacterias y 28 °C por 48 h para la levadura y se midid el halo de inhibicion

(Balouiri et al., 2016).

6.5 Analisis estadistico
Se llevé a cabo un analisis estadistico realizando analisis de varianzas (ANOVA)
de una via utilizando el software SPSS Statistics 24 (IBM). Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas si p< 0.05.

VII. RESULTADOS
7.1 Extraccion de mucilago de S. hispanica L.

Utilizando el método de extraccion por calor se obtuvo como resultado un 1.59%

de rendimiento en peso seco en la recuperacion de mucilago de la semilla de S.

hispanica L. (Figura 1).

Figura 1. Mucilago extraido de semillas de S. hispanica (a) previo y (b) posterior al secado.

7.2 Pruebas preliminares de electrohilado

Se realizaron pruebas preliminares para probar la capacidad de procesamiento del
MSH obtenido. Para esto, se prepar6 una solucion de mucilago al 4% en agua
destilada, la cual no tuvo las caracteristicas necesarias para poder procesarse. Para
ayudar al procesamiento se optd por agregar un polimero guia como el polivinil
alcohol (PVA). Se prepararon soluciones 4%:4%, 2%:2%, 2%:4% y 0.5%:8%

MSH:PVA. De las cuales so6lo la ultima fue procesable utilizando los pardmetros de
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0.1 mLh-1 de flujo, 18.5 kV de voltaje y 10 cm de distancia entre agujas y colector.
Sin embargo, aun después de 3 h de procesamiento, la membrana obtenida con esta
mezcla polimérica no pudo recuperarse debido a que era muy delgada, como puede

observarse en la Figura 2.

Figura 2. Membrana obtenida de solucion 0.5%:8% MSH:PVA

Se colectaron algunas fibras en un portaobjetos y se observaron mediante

microscopia optica como se observa en la Figura 3.

Figura 3. Recoleccion de fibras en portaobjetos (izquierda) fibras obtenidas de solucion 0.5%:8%

MSH:PVA observadas en microscopia optica (derecha).
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Se observo la presencia de fibras uniformes en su mayoria, sin embargo, existia la
presencia de algunas fibras con “perlas” lo que indica que el proceso de electrohilado

no se llevd a cabo correctamente con esa solucion.

7.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria
Los inoculos de las bacterias se ajustaron a 3.0 x 103 celmL!. Mientras que la
levadura s6lo pudo ajustarse a 4.5 x 107 celmL-!. Los valores de la CMI determinada

para cada uno de los microorganismos probados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de concentracion minima inhibitoria de ASH contra microorganismos

Microorganismo Concentracion minima
inhibitoria (CMI)

Staphylococcus aureus 4% £ 2%

Pseudomonas aeruginosa 4% + 0%

Candida albicans 4% + 0%

7.4 Proceso de electrohilado

Se preparon las soluciones como se menciona en el punto 6.3.1 y se someti6 al
proceso de electrohilado. Sin embargo, tanto la solucion de AC/ASH como la
solucion de AC que se utilizd como control, presentaron dificultades al momento del
procesamiento. Ya que si se observaba la recoleccion de fibras y se apreciaba el cono
de Taylor, lo que indicaba que si se estaba electrohilando la solucidon, sin embargo,
aun a un voltaje bajo de 10 kV, se producia una obstruccion en la aguja por parte del

mismo polimero, lo cual impedia tener un proceso de electrohilado continuo.

Debido a lo anterior, se optd por cambiar de solvente para poder obtener un
electrohilado continuo. Se prepararon soluciones de AC al 15% en écido acético
glacial y se agrego el doble de la CMI del ASH para evitar la pérdida de actividad al

pasar por alto voltaje en el proceso de electrohilado.

Esta solucion si fue procesable por electrohilado, ya que se observoé la formacion
del cono de Taylor y coleccion de material como se puede observar en la Figura 4.
Las fibras colectadas se observaron mediante microscopia Optica para ver su

morfologia. Las condiciones probadas y sus resultados se resumen en la Tabla 2.
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Figura 4. Formacion de cono de Taylor (izquierda) y recoleccion de membrana en colector de

aluminio de solucion AC (derecha).

Tabla 2. Condiciones probadas de electrohilado para solucion AC y

caracteristicas de fibras colectadas a 25° C

Solucion AC Voltaje (kV)

Distancia (cm) 10 17.5 25 Flujo (mLh!)

X X X 0.5

10 X X X 0.7

X X X 1.0

X X X 0.5

15 X X X 0.7

- - X 1.0

X 0.5

20 X 0.7

- - X 1.0

(-) fibras con presencia de perlas; (X) sin fibras.
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Debido a que solo se obtuvieron fibras con los voltajes 10 y 17.5 kV pero estas
presentaban “perlas”, se probaron tres voltajes diferentes dentro de este rango para
poder obtener fibras con morfologia adecuada. Las condiciones probadas se presentan

en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones probadas de electrohilado para solucion AC y

caracteristicas de fibras colectadas a 3 voltajes seleccionados a 25° C

Solucién AC Voltaje (kV)

Distancia (cm) 13 14 15 Flujo (mLh)

0.5

10 X X X 0.7
- - - 1.0

X X X 0.5

15 - - X 0.7

- 1.0

=
=
=

0.5
20 - - - 0.7

v - - 1.0

(\/) Fibras sin presencia de perlas; (-) fibras con presencia de perlas; (X) sin
fibras.

Para la solucion de ASH se probaron las mismas condiciones mencionadas en la
Tabla 3. De igual manera, se hizo la recoleccion en un portaobjetos para observar las
fibras mediante microscopia Optica como se muestra en la Figura 5. Debido a que se
observaba una falta de evaporacion del solvente al momento de ver las fibras al
microscopio, se optd por realizar los experimentos a 28° C para la evaporacion total

del solvente. Los resultados se resumen en la Tabla 4.
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Figura 5. Morfologia de fibras obtenidas con la solucion ASH a 13 kV, 15 ¢m, 1.0 mLh! y 28° C

observadas por microscopia optica bajo objetivo 100X.

Tabla 4. Condiciones probadas de electrohilado para solucion ASH y

caracteristicas de fibras colectadas a 3 voltajes seleccionados a 28° C

Solucién ASH Voltaje (kV)

Distancia (cm) 13 14 15 Flujo (mLh)

X X X 0.5

10 X X X 0.7

X X X 1.0

X X X 0.5

15 X X X 0.7

v - X 1.0

X X X 0.5

20 X X X 0.7

- - X 1.0

(\/) Fibras sin presencia de perlas; (-) fibras con presencia de perlas; (X) sin fibras.
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7.5 Actividad antimicrobiana contra S. aureus, C. albicans 'y P. aeruginosa

En la prueba de actividad antimicrobiana, se prob6 tanto la membrana AC como

la ASH, asi como las soluciones que se utilizaron para electrohilar las membranas. Los

resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Halos de inhibicion en mm

S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Membrana AC 0 0 0
Membrana ASH 0 0 0
Solucion AC 16+3 24+£5 162
Solucion ASH 16+3 23+5 10£1
Control positivo 11+1 7+0 0

Valor promedio + desviacion estandar

Como se puede observar, tanto la membrana AC como la membrana ASH no

presentaron actividad antimicrobiana contra los tres microorganismos en cuestion.

Sin embargo, ambas soluciones sin previo procesamiento por electrohilado

mostraron una inhibicidon de crecimiento de los microorganismos similar. En S.

aureus ambas presentaron la misma inhibicion, mientras que en P. aeruginosa 'y C.

albicans, la soluciéon AC presenté mayor actividad antimicrobiana. En el caso de la

levadura, el control positivo (fluconazol) no mostré efecto inhibitorio.
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Figura 6. Halos de inhibicion de solucion de AC (SAC) en a) Staphylococcus aureus, b)
Pseudomonas aeruginosa y ¢) Candida albicans

7.6 Analisis estadistico
La influencia del tipo de microorganismo (S. aureus, P. aeruginosa 'y C. albicans)
y el tipo de tratamiento (membrana AC, membrana ASH, solucion AC, solucion ASH
y controles positivos) en la actividad antimicrobiana fue analizado utilizando un
ANOVA de una via. Los resultados mostraron que hay diferencia altamente
significativa entre el didmetro de los halos de inhibicion debido al tipo de
microorganismo (F230 = 10.37, P<0.01), el tipo de tratamiento (F430 = 65.99, P<0.01)

y la interaccidn entre ambos factores (Fs 13 = 4.18, P<0.01).

VIII. DISCUSION
8.1 Extraccion de mucilago de S. hispanica L.

El porcentaje de rendimiento obtenido en la extraccion de MSH fue menor a la
reportada en literatura (Mufioz Hernandez, 2012; Tavares et al., 2018), en donde
reportan porcentajes de rendimiento desde 2 hasta 8.7 %. Esto pudo deberse a que
las caracteristicas de la semilla varian de acuerdo a su region de procedencia y la

temporada en la que son cosechadas (Coorey ef al., 2014; Tungil & Celik, 2019).
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8.2 Pruebas preliminares de electrohilado

En las pruebas preliminares se optd por agregar el polimero guia debido a que la
solucion de MSH era muy viscosa y no formaba una disolucion homogénea, lo que
no permitia el paso correcto de la solucidon polimérica por la aguja del equipo. Esto
se soluciond bajando la concentracion del MSH en la solucién y agregando el
polimero guia, en este caso PVA. Este polimero ha sido ampliamente utilizado en los
procesos de electrohilado y cuenta con caracteristicas adecuadas para formar fibras
homogéneas y sin presencia de perlas (Cimadoro & Goyanes, 2020; Hussein et al.,

2020; Rwei & Huang, 2012; C. Zhang et al., 2005).

Al adicionar el PVA fue posible el procesamiento de la membrana, sin embargo,
como se menciono, aun después de 3 h de proceso, la membrana era muy delgada y

eso no permitia la recuperacion desde el colector de aluminio.

Debido a esto y al bajo rendimiento obtenido de la extraccion de MSH, se optd por

solo realizar las membranas con acetato de celulosa y ASH.

8.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria

Debido a que los valores de concentracion minima inhibitoria utilizando ASH no
han sido reportados, se compar6 con literatura de un aceite similar, en este caso el
aceite de Helianthus annuus L., debido a que este aceite contiene acido caféico y
clorogénico (De Leonardis ef al., 2003). Estos componentes fenolicos estan presentes
en el ASH y pueden dar su posible actividad antimicrobiana (Kobus-Cisowska et al.,

2019; Oliveira-Alves et al., 2017; Tungil & Celik, 2019)

En un estudio previo, el aceite de Helianthus annuus L. presenté una CMI de 0.062
% contra C. albicans (Tabassum & Vidyasagar, 2014). De igual manera, en otro
estudio donde se probd contra S. aureus y P. aeruginosa, se obtuvieron CMIs de
1.5625y 3.125 %, respectivamente, mientras que no pudo obtenerse una CMI para C.

albicans (Shehu Busu et al., 2019).

Al comparar con esta literatura, se observa que la CMI obtenida fue mas alta que
la requerida para los microorganismos de interés. Esto puede deberse a que, aunque

los compuestos fenolicos mencionados anteriormente también estan presentes en el
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ASH, estos se encuentran en diferente proporcion. De igual manera, la region de

procedencia de las semillas afecta la composicion, inclusive el lote de la muestra.

8.4 Proceso de electrohilado

A pesar de que existe literatura en donde se utilizan soluciones poliméricas de
acetato de celulosa con acetona como solvente para realizar nanofibras
(Chantarodsakun et al., 2014; Liakos et al., 2017; Majumder et al., 2020). En el
presente trabajo, se tuvo dificultad para el procesamiento debido a que ocurria una
solidificacion del polimero en la aguja, lo que impedia continuar el proceso de
electrohilado. Esto coincide con los reportes en donde mencionan que las soluciones
de acetona con acetato de celulosa no pueden electrohilarse facilmente debido a la
rapida obstruccion de las agujas. Ademas, cabe mencionar que la obstruccion es un
problema critico pero comun que se experimenta durante el electrohilado,
especialmente cuando se usa un solvente de alta volatilidad para preparar una solucion
de polimero. Debido a que el punto de ebullicion de la acetona es de 56° C, esto puede
dar lugar a la evaporacion prematura del solvente y causar una obstruccion en la aguja
(Wsoo et al., 2020; Yu et al., 2012). Por lo anterior, se optd por cambiar de solvente

para elaborar las soluciones poliméricas.

Se consulté literatura en donde se utilizaba acido acético glacial como solvente
para crear desde fibras de tamafio micrométrico hasta nanométrico de acetato de
celulosa mediante electrohilado para diversas aplicaciones (Fu et al., 2019; Meng et
al.,2020), por lo que se utilizo6 este, no teniendo problemas de obstruccion de la aguja.
Esto puede deberse a que el punto de ebullicion del acido acético es de 117.9° C, no
se presento el problema de la evaporacion antes de salir de la aguja, por lo que hubo
un proceso de electrohilado continuo. Una vez sometida la solucion AC a los
parametros establecidos en el apartado 6.3.3, se observd que solo podian obtenerse
fibras entre los voltajes 10 y 17.5 kV a 15 o0 20 cm de distancia con un flujo de 1.0
mLh!. Sin embargo, las fibras obtenidas presentaban “perlas”, lo que indicaba que no
se estaba dando un proceso de electrohilado adecuado. Debido a esto, se optd por
realizar el proceso de electrohilado a 3 voltajes predeterminados dentro de el rango de

10 a 17.5 kV, por lo que se escogieron 13, 14 y 15 kV. Una vez realizado el proceso,
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se obtuvieron fibras homogéneas y sin presencia de “perlas™ a 13 kV con las distancias
entre aguja y colector de 15y 20 cm y a 14 kV con una distancia de 20 cm, todos a
1.0 mLh!. Sin embargo, se opt6 por utilizar las condiciones de 15 ¢m, 13 kV y 1.0 mL
h'!, debido a que con estas condiciones se requeriria un menor gasto energético. El

proceso de electrohilado de esta solucion fue de 3 h.

En cuanto a la solucion ASH, se probaron las mismas condiciones que en la
solucion control y s6lo se pudieron obtener fibras homogéneas a 15 cm, 13 kV y 1.0
mLh!. Se observo que el proceso de recoleccion de la membrana con la solucion ASH
fue mas rapida que con la solucion AC, ya que el colector se llené de manera similar

con solo 1 h 20 min de procesamiento.

8.5 Actividad antimicrobiana contra S. aureus, C. albicans 'y P. aeruginosa

En la prueba realizada, no se observd actividad antimicrobiana, lo anterior era
esperado en la membrana de AC, sin embargo, la falta de actividad en la membrana
de ASH pudo deberse a que la concentracion del aceite, aunque se adicion6 en una
concentracion correspondiente a dos veces la CMI, al momento de pasar la solucion
por el proceso de electrohilado y el alto voltaje, esto pudiera haber modificado la
composicion del aceite y por ende su actividad. Existe literatura que reporta que el
electrohilado a menudo requiere condiciones de procesamiento severas, asi como el
uso de soluciones volatiles, que pueden resultar en la pérdida de actividad de los

componentes biologicos incorporados (DeSimone et al., 2020).

Lo anterior puede relacionarse al observar que ambas soluciones antes de ser
procesadas por electrohilado si presentaron actividad, sin embargo, dicha actividad
también puede atribuirse a la presencia de acido acético, ya que el mecanismo de
inactivacion microbiana por &cidos organicos, incluido el 4cido acético, implica la
entrada de una forma no disociada de acido organico (HA) a través de la membrana
celular de acuerdo con el pH intracelular y la disociacion en iones (H") y (A°). El
proton provoca el aumento de la acidez y el aumento de la acidez del citoplasma
conduce al dafio celular y la modificacion o desnaturalizacion de enzimas y proteinas
estructurales, ademas de obstaculizar la sintesis de ADN/ARN, y también obliga a la

célula a utilizar el ATP para exportar el exceso de iones (H") que conduce al
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agotamiento de la energia, asi impidiendo el crecimiento microbiano y conduciendo a
la muerte celular (Bakir et al., 2017; Mani-Lépez et al., 2012; Ricke, 2003). De igual
manera, debido a que en la solucion de AC habia mayor concentracion de acido acético
ya que no contenia aceite de Salvia hispanica L., esto puede ser el motivo de que esta
solucion presentara mayor actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa y C.
albicans. Sin embargo, debido a que ambas soluciones contienen acido acético, no
puede decirse con certeza si el aceite de S. hispanica también influy6 en la actividad

antimicrobiana obtenida.

Aunque el acido acético glacial resultd ser una opcidn viable como solvente para
las soluciones para electrohilado, en trabajos que implementan esta técnica ha habido
una inquietud sobre la evaporacion del solvente. Ya que la potencial aplicacion de
estos materiales es como apdsitos en piel, en caso de que la evaporacion fuera solo
parcial, causaria irritaciéon o hasta quemaduras en el caso del &cido acético glacial
(Doles et al., 2015). Sin embargo, debido a que las membranas no presentaron ningtin
halo de inhibicién contra ninguno de los microorganismos probados, se puede inferir
que la evaporacion del solvente fue total, sin embargo, se requeriria de pruebas
adicionales para poder asegurar que las membranas son adecuadas para su aplicacion

en piel.

El control positivo (fluconazol) no tuvo actividad antimicrobiana contra C.
albicans, esto posiblemente debido a que la cepa utilizada es un aislado

multirresistente obtenido de un drea hospitalaria.

IX. CONCLUSIONES
Se obtuvo un rendimiento de extraccidon de MSH de 1.59%, lo cual es hasta 5.5 veces

menor a lo reportado.
No fue posible trabajar con el MSH para lograr un proceso de electrohilado.

Se obtuvo una concentracion minima inhibitoria de 4% para S. aureus, P. aeruginosa

y C. albicans lo cual es mayor a lo reportado para aceites de composicion similar.
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Fue posible incorporar el ASH en membranas mediante el proceso de electrohilado.

Las membranas obtenidas de ASH no tuvieron actividad antimicrobiana contra S.

aureus, P. aeruginosa'y C. albicans.

X. PERPSECTIVAS

Debido a la contingencia por el SARS-CoV-2, no fue posible el realizar la
caracterizacion de las soluciones utilizadas para el proceso de electrohilado, asi como
las membranas obtenidas, por lo que se propone que se continde con la investigacion
realizando dichas caracterizaciones mediante caracteristicas fisicoquimicas como
viscosidad, conductividad eléctrica y espectroscopia FTIR, y micrografias con
microscopia electronica de barrido (SEM). También se propone el estudio de
citotoxicidad de las membranas utilizando una linea celular de fibroblastos humanos,
asi como la posible incorporacion de otro principio activo u otro método de
electrohilado para poder obtener una membrana que presente actividad

antimicrobiana.
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