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Hidrogeles antibacterianos a partir
de xilanas del agave tequilero con
nanoparticulas de plata generadas

In-situ

RESUMEN: Se reporta el aprovecha-
miento del bagazo de agave tequile-
ro (Agave tequilana Weber var. azul)
para la elaboracién de biomateriales
funcionales. El bagazo de agave (ba-
gazo) se deslignificé con clorito de
sodio y posteriormente se aislé la
fracciéon de hemicelulosas tipo xila-
nas. Se encontré que el bagazo con-
tiene 19% de xilanas. Las xilanas se
modificaron para fabricar hidrogeles
mediante funcionalizacién con anhi-
drido succinico para crear grupos
carboxilo que posteriormente fueron
conjugadas con tiramina a través de
su activaciéon con EDAC y NHS y en-
trecruzadas enzimaticamente con pe-
roxidasa HRP. Las xilanas de agave,
los productos succinilados y conjuga-
dos se analizaron por espectroscopia
FT-IR para validar los cambios en su
estructura molecular.

Los hidrogeles fueron cargados con
diferentes concentraciones de nitrato
de plata para la formacioén in-situ de
nanoparticulas de plata. El efecto an-
tibacteriano contra E. coli, S. aureus,
Pseudomona aeruginosa y Klebsie-
lla pneumonae fue evaluado segun el
método de Kirby-Bauer. Se encontré
que concentraciones de 10mM de
AgNO:s ofrecieron un efecto antibac-
terial contra S. aureus y E. coli.
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ABSTRACT: In this study we report on the utilization of agave
bagasse (Agave tequilana Weber var. azul) for production of
functional biomaterials. Agave bagasse was delignified with
sodium chlorite and thereafter xylans were isolated (19 wt.
%). Xylans were functionalized with succinic anhydride to
create carboxyl groups. Succinilated xylans were conjuga-
ted with tyramine through activation with EDAC/NHS and the-
reafter enzymatically crosslinked with horse radish peroxi-
dase fo create hydrogels. Agave xylans, succinylated, and
conjugated xylans were analyzed with FTIR spectroscopy to
asses changes in their molecular structure.

Hydrogels were formed and loaded with various concentra-
tions of silver nitrate in order to generate in situ silver na-
noparticles. Antibacterial activity against E. coli, S. aureus,
Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumonae was eva-
luated according to the Kirby-Bauer method. It was found
that addition of AQNOs 10 mM had antibacterial effect against
S. aureus and E. coli.

KEYWORDS: Tequila agave bagasse, Xylans, Functional bio-
materials, Antibacterial Hydrogels.

INTRODUCCION

El bagazo de agave constituye el 40% en peso del agave fe-
quilero y es fuente de grandes volumenes de desecho de
la industria tequilera, lo que representa un grave problema
ambiental [1, 2]. Sin embargo, el bagazo de agave puede ser
aprovechado para obtener productos de alto valor agregado
a partir de los materiales lignoceluldsicos que lo conforman.

Los lignocelulésicos se componen de celulosa, hemicelulosas y
lignina —los polimeros més abundantes en la naturaleza (3-5) y
son de gran interés para ser utilizados industrialmente debido a
su bajo costo y a su amplia disponibilidad [6, 7].
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Las hemicelulosas son heteropolisacaridos cuya ca-
dena principal se compone de pentosas y hexosas,
que forman cadenas de 100 a 200 unidades, y en el
caso concreto del bagazo de agave, se pueden obte-
ner hasta 20% de este biopolimero [8]. En el presente
trabajo se estudiaron las xilanas del bagazo de agave
tequilero ya que es la hemicelulosa mas abundante
en este material. Se trata de moléculas de D-xilosa
unidas a traves de enlaces glucosidicos B-(1-4), que
puede presentar acetilaciones y ramificaciones de
arabinosa (unida a acido ferulico o p-coumarico), aci-
do glucurénico y acido 4-O-metil éter-glucurénico [3,
9]. Las xilanas de agave representan un biopolimero
que puede ser utilizado en aplicaciones de alto valor
agregado a través de la preparacion de hidrogeles
funcionales. Un hidrogel es una substancia que puede
retener varias veces su peso en agua y permite ser
un vehiculo para el envio de compuestos de interés
como farmacos, biomoléculas activas [10-13], pestici-
das, efc.

Para alcanzar esta propiedad las xilanas del bagazo
de agave deben ser funcionalizadas con grupos re-
activos que permitan obtener redes tridimensionales
que retengan agua. Las xilanas contienen grupos hi-
droxilo que son sitios para realizar una esterificaciéon
con anhidrido acético, resultando en la implantacién
de grupos carboxilo que permiten la conjugacion con
tiramina a través de enlaces amida. El grupo fendlico
de la tiramina es un grupo labil que puede ser polime-
rizado/entrecruzado entre las cadenas de xilana para
la formacion de hidrogeles [14].

La combinacion de xilanas en forma de hidrogeles
con nanoparticulas de plata, tiene gran potencial en
aplicaciones biomédicas como agentes antimicrobia-
les contra bacterias y virus [15].

MATERIAL Y METODOS

Materiales. El bagazo de agave se obtuvo de la com-
pania tequilera Cava de Oro ubicada en el municipio
del Arenal, Jalisco, México. NaCIlO, (80%), CH;COOH
(99%), KOH (90%), NaOH (97%), HsBO; (99.5%), DMF
(99.9%), Anhidrido Succinico (97%), Tiramina (99%),
EDAC (>98%), NHS (98%), AgNOs (99.9%), HRP (>250
unidades/mg) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(Toluca, México).

Caracterizacién del bagazo de agave. La composi-
cion quimica del bagazo de agave se realizé utilizando
los estandares TAPPI. Contenido de cenizas (TAPPI
T211om-02 2002), extraibles en acetona (TAPPI T280
pm-99, 1999), Extraibles en agua caliente (TAPPI T207
cm-99,1999), contenido de lignina (TAPPI T222 om-
02 2002), y a-celulosa (TAPPI T203 cm-99, 1999). El
contenido de hemicelulosas se determind por dife-
rencia. El contenido de pentosanos se determind con
la TAPPI T223 cm-84. El contenido de Holocelulosa
se determind por el método usual WISE [16].
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Deslignificacién del bagazo de agave. El bagazo de
agave se fratd siguiendo el método de WISE con algu-
nas modificaciones [9, 16]: 100 gr de bagazo base seca
se colocan en un matraz Erlenmeyer de 5L, se le adi-
ciona 2.5L de agua desionizada y se calienta a 70-80°C.
Se le agrega 10mL de acido acetico glacial y 37.5 gr de
NaClO: y se deja reaccionar por 12 horas. El proceso
se repite hasta completar 60 horas de reaccion. El con-
tenido del matraz se filtra en malla 200 y se lava con
abundante agua hasta obtener una pulpa blanca (holo-
celulosa) se deja secar al aire.

Aislamiento de a-celulosa y hemicelulosas. Este pro-
ceso se llevo a cabo siguiendo el protocolo de Timell
[17]: en un matraz Erlenmeyer de 2 L se agrega la ho-
locelulosa obtenida (aprox 62 Q) y se le anade KOH al
24% a temperatura ambiente por 24 horas con agita-
cion manual ocasional. El contenido del matraz se fil-
tra en papel. El Filirado | se guarda para posterior uso.
El producto solido (a-celulosa) se lavo con abundante
agua, se dejo secar al aire y se almacend. El material
liquido del lavado (Filtrado 2) se concenira en rotava-
por, hasta obtener 100mL. Se mezclan ambos filfrados
(aproximadamente 500 mL) y se agregan gota a gota
en un vaso de precipitado de 5L con 2.2 L de una solu-
cion al 9.1% de acido aceético en etfanol. El contenido del
vaso de precipitado se filtfra a vacio a través de papel
filtro. El producto liquido se descarto. El producto solido
(24 g Hemicelulosas de Agave) se lavo con etfanol y se
secaron en un horno a vacio.

Obtencién de xilanas. Las hemicelulosas de agave se
colocaron en un vaso de precipitado de 1L, se le agre-
gan 170 mL de KOH al 10%, se agitd magnéticamente
hasta disolver por completo las hemicelulosas y se le
anadio gota a gota 340 mL de solucion de Ba(OH), al
5%. El contenido del vaso de precipitado se centrifugd
a 4000 rpm, se decantd y se recuperaron ambas frac-
ciones (liquida y precipitada). El material precipitado se
lavd con etanol, se seco a vacio y se almaceno (0.6 gr).
La fraccion liquida (aproximadamente 510 mL), se agre-
g6 gota a gota en un vaso de precipitado de 5L con
2.2L de una solucién al 9.1% de acido aceético en etanol.
El contenido del vaso de precipitado se filtré a vacio a
traves de papel filtro. El producto liquido se descarté. El
producto solido (22.9 gr. Xilanas de Agave) se lavd con
etanol y se secaron en un horno a vacio.

Modificaciéon de xilanas con anhidrido succinico.
Este proceso se realizé siguiendo a [18]: 1gr. de AX se
colocd en un matraz bola de 50 mL, se dispersa con
10 mL de DMF y se dejo en agitacidon magnética por 30
min. Se le anade 2.5 g de anhidrido succinico y 5 mg
de acetato de sodio. El matraz de reaccion se tapo, se
uso nitrégeno para evacuar la humedad y se mantu-
vo en atmosfera de nitrogeno. El sistema se calent6 a
70°C y se dejo reaccionar por 24 horas. El producto de
la reaccién se agregd gota a gota en vaso de precipi-
tado con 30 mL de etanoal frio (-15°C). El contenido del
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vaso de precipitado se filtré a vacio a través de papel
filtro. El producto liquido se descarto. El producto soli-
do (0.9 g. Xilanas de Agave Succiniladas) se lavé con
efanol y se secd en un horno a vacio. La muestra se
efiquetdé como AX-S.

Conjugacion con tiramina. La conjugacion se realizd
siguiendo el protocolo de Kuzmenko y colaboradores
[14]: 500 mg de AX-S se colocaron en un matraz bola
de B0 mL y se le agregaron 20 mL de agua desionizada
(D). El matraz de reaccion se tapd y se agitdé magnéti-
camente por 30 minutos. Se anadieron 87 mg de EDAC
y 63 mg de NHS, el sistema se acondiciono para que la
reaccion se llevara a cabo en atmosfera de nitrogeno.
Se prepard una solucion de 63 mg de tiramina en 6
mL de DMF y se anadieron gota a gofta, la reaccion se
dej6 en atmésfera de N, a temperatura ambiente y en
agitacion por un periodo de 3 dias. El contenido de la
reaccion se agrego gota a gota en un vaso de precipi-
tado con 90 mL de etanol frio (-15°C). El contenido del
vaso de precipitado se filtré a vacio a través de papel
filtro. El producto liquido se descarto. El producto sélido
(460 mg de AX-S tiraminizadas) se lavo con etanol y se
secaron en un horno a vacio. La muestra se etiqueto
como AX-TA.

Formacion de hidrogeles con nanoparticulas de pla-
ta. La elaboracion de los hidrogeles se llevd a cabo
siguiendo la metodologia reportada por (14): 25 mg de
muestra del conjugado AX-TA se disolvieron en 350
uL de H,O DI, se le adicioné 48 uL de solucion de HRP
en agua (600 pg/mL), se agité por 1 min a 2500 rpm
en un equipo vortex y posteriormente se le agregd 52
uL de H202 al 0.3%. El gel se form6 inmediatamente
al agregar el peroxido. Ofras muestras se prepararon
disolviendo 25 mg de conjugado AX-TA con 400 pL de
soluciones de AgNO3 con concentraciones de 0.125,
125 y 12.5 mM para lograr obtener tres concentracio-
nes finales de 0.1, 1.0 y 10.0 mM de AgNOS3 respectiva-
mente. Todos los procedimientos de formacion de hi-
drogeles se llevaron a cabo dentro de tubos eppendorf
a temperatura ambiente, obteniendo un volumen final
del hidrogel de 500 pL.

Pruebas antibacterianas. El efecto antibacterial de los
hidrogeles de xilanas de agave cargados con AgNPs
en distintas concentraciones fue evaluado mediante el
metodo de Kirby-Bauer cuantificando el diametro del
halo de inhibicién formado por las muestras de AX-TA
y AgNPs. Primeramente, se procedio a ajustar las unida-
des formadoras de colonias (UFC) a 0.5 segun la escala
de McFarland (1.5x108 UFC) en fubos con medio de cul-
tivo Muller-Hinton. Posteriormente se cortaron discos
de 5 mm de diametro por 2 mm de grosor de cada
uno de los hidrogeles cargados con AgNPs en distintas
concentraciones, asi como también hidrogeles solo de
AX-TA como referente control, y se colocaron sobre
cajas Petri con agar y se colocaron en incubacion a 37°
C durante 24 h. El diametro resultante de cualquier zona
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de inhibicion (mm) fue medido. También se evaluaron
discos impregnados con antibiotico SXT (sulfametoxa-
zol/trimetoprima, 235 mg/mL) como control positivo.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado en
condiciones con ambiente estéril.

RESULTADOS

Caracterizacién del bagazo de agave. En la Tabla 1
se muestran los resultados obtenidos en la caracteri-
zacion del bagazo de agave. Es de destacarse que la
fraccion correspondiente a hemicelulosas, que repre-
sentan el 18.6% en peso con respecto al bagazo de
agave seco, esta formada por penfosanos.

Tabla 1. Caracterizacién quimica de bagazo de agave

Componente

% en peso
3.310.2
4.2¢11
4.2+0.8

21.5+2.4
66.8+0.6
48.2+2.8

Hemicelulosas 18.6+2.8

Pentosanos 18.720.5

Nota: todos los porcentajes estan dados con respecto al peso del
bagazo de agave seco. El porcentaje de hemicelulosas se obtuvo
por diferencia entre holocelulosa y celulosa.

Cenizas

Extraibles en acetona

Extraibles en agua caliente

Lignina

Holocelulosa (celulosa+hemicelulosas)*
Celulosa

Andlisis de infrarrojo. En la grafica de la Figura 1 se
muestran los espectros obtenidos mediante espec-
troscopia de FT-IR para las xilanas de agave (AX) sin
modicar y modificadas. El espectro indicado con la li-
nea negra corresponde a la muestra AX (xilana de aga-
ve sin modificar). Se observa su huella caracteristica
en los 1041 cm-1 ademas de la banda en 895 cm-1 ca-
racteristica del enlace B-(1-4)[19, 20]. Por ofro lado, en
el espectro de la muestra AX-S (linea azul) se observa
una banda en los 1735 cm-1 correspondiente a grupos
carboxilos introducidos en las cadenas de las xilanas
luego del proceso de succinilacion. El espectro del ma-
terial conjugado (AX-TA) se aprecia en la linea color
rojo, donde se indica una banda en los 1518 cm resul-
tado de la conjugacion con la firamina. Estos resultados
validan la eficiencia de la metodologia para la realiza-
cién de los procesos de purificacion, funcionalizacion y
conjugacion de las xilanas de agave.
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Figura 1.- Espectros FT-IR de las xilanas de agave. AX purifi-
cado (linea negra). AX-S succinilado (linea azul). AX-TA conju-
gado (linea roja).
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Hidrogeles de agave con nanoparticulas de plata. En
la Figura 2 se muestran las caracteristicas fisicas del hi-
drogel de AX-TA. Los geles formados con y sin AGQNO3
no presentaron diferencias visuales. La Figura 2a es el
hidrogel de AX-TA segundos después de agregar el
peroxido para su entrecruzamiento. Todos los hidroge-
les presentaron la misma coloracion amarillosa al inicio.
La Figura 2b es la imagen SEM de la seccion frans-
versal del gel después de haberlo liofilizado. Todos los
geles (con y sin AgNOs) presentaron las mismas carac-
teristicas. Puede apreciarse una formacion semejante
a un panal de avispas.

Figura 2.-Hidrogel de AX-TA (a) e Imagen SEM de la seccién
transversal del hidrogel AX-TA (b).

En la Figura 3 se muestran los hidrogeles cargados con
diferentes concentraciones de nanoparticulas de pla-
ta (AgNPs). Las xilanas presentan un grupo reductor al
final de la cadena, esto hace que el AgNOs reaccione,
formando asi las AgNPs. En la Figura 3 se observa cla-
ramente las diferentes coloraciones de los hidrogeles
debido a la concentracion de AgNPs. Estas coloracio-
nes se obtuvieron a los 15 dias de formado el hidro-
gel. Como confirmacion de la presencia de AgNPs, se
hizo un barrido por UV-Vis desde 300-1000 nm y se
observo una banda entre 350 y 450 nm, caracteristica
de las AgNPs [15]. La banda fue muy pronunciada para
los hidrogeles a 10mM mientras que para los de menor
concentracion apenas fue perceptible.

Pruebas antibacterianas. En la Figura 4 se muestran
los discos de xilanas de agave con y sin AgNPs, se in-
cluy6 un disco mas, cargado con SXT, como referencia
(disco al centro del cultivo). En las Figuras 4a, 4b, 4c y
4d se muestran los cultivos con las bacterias Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonae
y Pseudomona aeruginosa respectivamente.

En la Tabla 2 se muestran los diametros de los halos
formados alrededor de los diferentes discos en cada
cultivo bacteriano. Se observo que los hidrogeles car-
gados con 10 mM de AgNPs mostraron efecto antibac-
teriano en los cultivos con Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli. Los halos formados por los diferentes
discos fueron medidos en milimetros.

Figura 3.- Discos de hidrogeles cargados con diferentes concen-
traciones de AgNPs (0.1, 1.0 y 10.0 mM) y discos de hidrogeles
solo con AX-TA como control negativo.

Figura 4.- Discos de hidrogeles en cultivos de bacterias a) Sta-
phylococcus aureus, b) Escherichia coli, c) Klebsiella pneumonae
y d) Pseudomona aeruginosa.

Tabla 2. Zona de inhibicién de los discos de hidrogeles en los
cultivos bacterianos

Diémetro de halo (mm)

AgNPs (mM)
0 0.1 1 10 SXT
1

Cultivo Bacteriano

N
o
N
I

Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Klebsiella pneumonae
Pseudomona aeruginosa

olo|lo|o
olo|o|o
o|olo
o
o
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CONCLUSIONES

El alto contenido de xilanas del bagazo de agave tequi-
lero (19%) es una potencial alternativa para promover el
aprovechamiento de este tipo de residuos agroindus-
triales y promover asi el cuidado al medio ambiente.
Este residuo, es una fuente con un alto contenido de
xilanas que pueden ser ufilizados en areas de la salud,
como biomedica, a partir de la modificacion quimica de
las cadenas del biopolimero. La sintesis in situ de Ag-
NPs se llevo a cabo aprovechando los carbohidratos
terminales de las hemicelulosas del agave, los cuales
hacen el efecto de reducir la sal de plata en plata me-
talica con tamano nanométrico. Las AgNPs sintetizadas
in situ mostraron efecto antibacterial, principalmente
conira los microorganismos Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.
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