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INESCOP estd desarrollando el proyecto “Estrategias biotecnoldgicas para la evaluacion de nuevos agentes,
productos y materiales con actividad antimicrobiana (IMDEEA/2017/47)” con el apoyo del Instituto
Valenciano de Competitividad Empresarial (IVACE) y del Fondo Europeo de Desarrollo Regional. El proyecto es
bianual y en el presente informe se muestra un resumen de los principales resultados obtenidos en la segunda

anualidad (2017).

Introduccion

El uso de compuestos antimicrobianos en calzado
para prevenir la proliferacion de microorganismos
indeseados se incrementa afio tras ano, y parece ser
una tendencia sin vuelta atrds. Estos compuestos
biocidas cumplen un propdsito claro: evitar malos
olores asi como el deterioro del calzado por la acciéon
de los microorganismos e incluso, en ciertos casos,
infecciones cutaneas. Sin embargo, no todos los
biocidas son idéneos para el uso en materiales que
estan en contacto con la piel humana y muchas
veces su utilizacidn podria generar mas riesgos para
lasalud humana que el beneficio que se supone.

En este sentido, una de las apuestas de INESCOP es
la investigacion de nanocompuestos de origenes
metdlicos u organicos, con reconocida actividad
antimicrobiana.

La utilizacion de nanoparticulas metalicas (plata,
zinc, cobre, hierro, etc.) y organicas (limon, arbol del
té, eucalipto y limoneno) para su posterior incorpo-
racién, a través de tecnologia de plasma o incorpo-
racion en masa, a diferentes materiales (cuero,
tejido, plasticos) es el principal objetivo del proyecto
ANTIMICROBIALII.

Etapa 1. Preparaciony funcionalizacion de nanoparticulas

Durante la realizacién del proyecto se ha preparado
un gran numero de nanoparticulas de oxidos
metalicos y de origen organico con diferentes
condiciones experimentales para caracterizacion y
seleccion de los materiales dptimos. Se han elegido
5 precursores diferentes para la preparacion de las
nanoparticulas de éxidos de los siguientes metales:
plata, cobre, hierro, zinc y titanio. Para los materia-
les de origen orgdnico se han seleccionado 4
precursores, limon, arbol del Té, eucalipto y limone-
no. Cada uno de estos compuestos ha sido prepara-
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do empleando diferentes metodologias, tales como,
sol-gel o precipitacion directa, obteniéndose
nanoparticulas para la evaluacién de las propieda-
des antimicrobianasy de citotoxicidad.

En lafigura 1 se pueden ver algunos ejemplos de los
compuestos preparados como la imagen de
Microscopia Electrdénica de Transmision (TEM) y de
Barrido de Emision de Campo (FESEM) de nanopar-
ticulas de 6xidos de cobre (1A), hierro (1B), y
nanoparticulas de Eucalipto (1C) preparadas
durante larealizacién del proyecto.
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Figura 1: Ejemplos de nanoparticulas metdlicas (cobre) y orgdnicas (eucalipto)

Las nanoparticulas preparadas en el proyecto
fueron posteriormente caracterizadas por diferen-
tes técnicas experimentales, entre ellas, Difraccion
de Rayos X y Espectroscopia Infrarroja. Como
ejemplo se incluye el difractograma de Rayos X de
las nanoparticulas de 6xido de cobre enla Figura 2.

Figura 2. Difractograma de Rayos X b l..-=u|-\ l J ,..L | L ’}J abe
de las nanoparticulas de éxido de cobre i s S o
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Posteriormente, las nanoparticulas fueron modifi- su efectividad. En la figura 3 se incluyen algunas
cadas con silice mediante tecnologia sol-gel, con el imagenes.
objetivo de aumentar su area superficial y por tanto,

Figura 3: Nanocdpsulas de drbol de té, plata mediante microscopia de barrido (TEM) y titanio mediante FESEM
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Los compuestos preparados fueron funcionalizados
en diferentes materiales (cuero, textil y plastico)
para evaluar el potencial antimicrobiano de estos
compuestosincorporados. Para esto se han emplea-
dolastécnicasen masay plasma.

Funcionalizacion en masa de nanoparticulas de cobre

La tecnologia de incorporaciéon en masa mezcla las
nanoparticulas o nanocapsulas con nanoparticulas
en los materiales de uso. En nuestro caso, esta
técnica solamente permite la incorporacién por

mezcla de las nanoparticulas en plastico, ya que es
necesario el calentamiento del plastico termoplasti-
co (TPU) hasta formar una masa donde se afiade la
nanoparticula deseada.

La tecnologia por plasma emplea un equipo de
tratamiento superficial por plasma (Modelo Nano)
gue permite depositar las nanoparticulas en la
superficie de los materiales con la ayuda de un
ligante.

Funcionalizacion de las muestras por plasma

Etapa 2. Ensayos citotoxicidad de las nanoparticulas frente a queratinocitos

Para garantizar la proteccion del usuario en lo que se
refiere a citotoxicidad, en este caso la citotoxicidad
aguda, y considerando Unicamente el linaje celular
HaCaT (linea de queratinocitos humanos) se han
realizados ensayos de citotoxicidad con las nanopar-
ticulas y materiales funcionalizados obtenidos en la
tarea 1. Estos linajes celulares estan relacionados,
entre otras cosas, con la respuesta de la piel a
estimulos daiinos y sensibilizantes y, por lo tanto,
son buenos modelos para evaluar la citotoxicidad
que podria presentar compuestos que entren en
contacto con la piel, como es el caso del calzado y
componentes del calzado.
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Para la evaluacion de la citotoxicidad se ha emplea-
do la norma 1S010993-05 - Evaluacion bioldgica de
productos sanitarios. Parte 5: Ensayos de citotoxici-
dad in vitro, donde se cultivé las células durante 24h
y después las mismas fueron expuestas las nanopar-
ticulas y materiales funcionalizados con nanoparti-
culas y se evaluaron los efectos de las nanoparticu-
las mediante microscopia.

En la Tabla 1 se visualizan los principales resultados
obtenidos. En ella se puede observar que, para
concentraciones de nanoparticulasde 1 mg/mlo 1
mg/g las nanoparticulas de cobre y plata presentan
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citotoxicidad para las células HaCaT. Sin embargo,
en el caso del cobre es variable con mayor o menor
intensidad dependiendo de la metodologia
utilizada para la preparacidn de las nanoparticulas.
Por otro lado, hierro, titanio y zinc, no presentan
citotoxicidad celular para la misma concentracion
utilizada.

Ensayo de citotoxicidad

En este punto hay que considerar que la concentra-
cién elegida (Img/ml o 1 mg/g) es considerada
bastante elevada, y que se estan realizando ensayos
para determinar si a concentraciones inferiores, la
citotoxicidad de estas nanoparticulas en células
HaCat se mantiene o se minimiza.
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Por otro lado, todos los ensayos realizados con
nanoparticulas organicas, como el arbol del té,
limoneno y eucalipto no han presentando ningln
efecto citotdxico en el linaje celular HaCat para las
mismas concentraciones utilizadas para las nano-
particulas metdlicas.

Control v l w
Nanoparticulas de plata wjﬁ“ \ﬁé—:“ ¥ /‘ﬂ‘
Nanoparticulas de zinc

Nanoparticulas de titanio

Nanoparticulas de hierro v v o
Nanoparticulas de cobre  gmu L0 s@us R

MF arbol de té

MF eucalipto

Gelatina limoneno

Gelatina arbol de té

Tabla 1: Resultados de los ensayos de citotoxicidad con
las diferentes nanoparticulas y materiales para ensayo
1S010993-05 con células HaCaT

A partir de las diferentes muestras de materiales
funcionalizados fueron realizados una serie de
ensayos antimicrobianos para averiguar cudl de las
nanoparticulas, preparadas e incorporadas en tres
tipos de materiales empleados como componentes
de calzado, eran las mas indicadas para el uso en
calzado.

Para este fin se han realizados ensayos antimicrobia-
nos, tanto, antibacterianos como antifungicos a fin
de tener un mayor abanico de resultados.
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Etapa 3. Ensayos antimicrobianos con las nanoparticulas y los materiales

funcionalizados

Para la realizacién de los ensayos antibacterianos se
ha utilizado una serie de metodologias, desarrolla-
das en el proyecto o normalizadas: (INESCOP 6852 -
Determinacion de efecto antibacteriano en medio
liquido; INESCOP 6853 - Determinacién de efecto
antibacteriano en medio sélido; 1ISO 20645:2004 -
Textiles - Determinacidn de la actividad antibacte-
riana - Prueba de difusion de agar; 1ISO 16187:2013 -
Calzado y componentes del calzado. Método para
determinarla actividad antibacteriana).

NANOPARTICULAS TPU CUERO TEXTIL

Nanoparticulas de plata
Nanoparticulas de zinc
Nanoparticulas de cobre
Nanoparticulas de hierro & [+ [ |
Nanoparticulas de titanio ° ° °
MF arbol de té [ v |
MF eucalipto °
Gelatina limoneno

Gelatina arbol de té

Tabla 2: Ensayos antibacterianos

En la tabla 2 se puede observar un resumen de los
principales resultados obtenidos en los diferentes
ensayos realizados.

Tabla 2. Principales resultados de actividad antibac-
teriana para diferentes materiales con incorpora-
cién de diferentes nanoparticulas orgdnicas y
metalicas.

Ensayo antimicrobiano con bacterias

Etapa 4. Ensayos antifingicos con las nanoparticulasy los materiales

funcionalizados

También se ha realizado una serie de ensayos
antifungicos para determinar la efectividad de las
diferentes nanoparticulas incorporadas, tanto en
cuero como textil y pldstico. Para esto se han
empleado tanto ensayos desarrollados en el
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proyecto como ensayos normalizados (ASTM G21-
13 - Determinacion de la resistencia de materiales
poliméricos sintéticos a los hongos).

Los principales resultados de estos ensayos se
pueden observarenlatabla 3.
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Nanoparticulas de plata

Nanoparticulas de zinc
Nanoparticulas de cobre
Nanoparticulas de hierro
Nanoparticulas de titanio °
MF arbol de té (x )
MF eucalipto (x ]
Gelatina limoneno

Gelatina arbol de té

Tabla 3: Ensayos antifungicos

Conclusiones
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Ensayo antimicrobiano con hongos

En los ultimos afios se estd observando un aumento
significativo de la busqueda de nanoparticulas con
potencial antimicrobiano para su uso en diferentes
sectores industriales. La diversificacion de estos
compuestos es importante para ofrecer una mayor
efectividad frente a los microorganismos pero
también ampliar el abanico de materiales que se
pueda utilizar para esta finalidad. Tanto nanoparti-
culas metdlicas como organicas estan en el centro
de esta busqueda.

Por otro lado, la busqueda de metodologias fiables
qgue permitan evaluar bien estos compuestos no
camina al mismo ritmo y es necesario implementar
mas metodologias para esta finalidad. Estas dos
vertientes han sido el eje principal de este proyecto.
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En calzado, el uso de materiales que incorporan
nanoparticulas es reciente y demanda un estudio
mas profundo, tanto a nivel antimicrobiano como en
relacion a seguridad. Con este proyecto ha quedado
claro que es de vital importancia determinar la
mejor relacidn del efecto antimicrobiano versus
efecto citotdxico de células eucariotas, ya que
posibilitaria el uso de nanoparticulas con potencial
antimicrobiano sin el riesgo de afectar a la salud
humana.

Los primeros resultados obtenidos de estas investi-
gaciones ya estan siendo transferidos para empre-
sas interesadas y se buscara intensificar el contacto
con las empresas que puedan estar interesadas en
los resultados obtenidos a fin de buscar implemen-
tar estos avances en sus productos.
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