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CAPÍTULO 4
 

ENSAYO ANTIMICROBIANO DE HIDROGELES 
DE QUITOSANO CARGADOS CON EXTRACTO 

DE ROMERO (ROSMARINUS OFFICINALIS) Y 
MODIFICADOS POR TECNOLOGÍA DE PLASMA 

Claudia Gabriela Cuellar Gaona 
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad 

Autónoma de Coahuila 
Saltillo, Coahuila, México 

ORCID: 0000-0002-1173-0055 

María Cristina Ibarra Alonso 
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad 

Autónoma de Coahuila 
Saltillo, Coahuila, México

ORCID: 0000-0002-5719-8164 

Miriam Desireé Dávila Medina 
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad 

Autónoma de Coahuila 
Saltillo, Coahuila, México 

ORCID: 0000-0001-8897-0375 

Aidé Sáenz Galindo 
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad 

Autónoma de Coahuila 
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Rosa Idalia Narro Céspedes
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad 

Autónoma de Coahuila 
Saltillo, Coahuila, México

ORCID: 0000-0002-3559-1520 

RESUMEN: Los hidrogeles son materiales 
blandos muy versátiles que pueden contener gran 
contenido de agua en su interior sin deformar 
su estructura. Se pueden obtener a partir de 
diferentes polímeros tanto sintéticos como 

naturales. Dentro de los polímeros naturales más 
utilizados se encuentra el quitosano, el alginato, 
ácido hialurónico y colágeno. Los hidrogeles son 
capaces de servir como apósitos en heridas con 
el fin de mantener un ambiente húmedo en la 
herida y como vehículo para la entrega de agentes 
terapéuticos, entre otros. El objetivo de este 
trabajo fue evaluar cualitativamente la capacidad 
antimicrobiana de un hidrogel de quitosano 
cargado con extracto de romero (Rosmarinus 
officinalis) y modificado superficialmente por 
tecnología de plasma a diferentes potencias, 
utilizando aire como recurso. Se sembraron las 
cepas Staphylococcus aureus y Escherichia 
coli en placas de agar nutritivo seguido de la 
colocación de los hidrogeles, se incubaron 
durante 24 horas para analizar la zona de 
inhibición. Los hidrogeles presentaron evidentes 
halos de inhibición contra las cepas patógenas 
utilizadas, por lo que podrían ser prometedoras 
herramientas para ser utilizados como apósitos 
antimicrobianos para heridas. 
PALABRAS CLAVE: Hidrogel, quitosano, 
plasma, antimicrobiano.

ENSAIO ANTIMICROBIANO DE 
HIDROGÉIS DE QUITOSANA 

CARREGADOS COM EXTRATO DE 
ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS) 
E MODIFICADOS POR TECNOLOGIA DE 

PLASMA
RESUMO: Os hidrogéis são materiais macios 
muito versáteis que podem conter um grande 
teor de água em seu interior sem deformar 
sua estrutura. Podem ser obtidos a partir de 
diferentes polímeros, sintéticos ou naturais. 

https://orcid.org/0000-0002-1173-0055
https://orcid.org/0000-0002-5719-8164
https://orcid.org/0000-0001-8897-0375
https://orcid.org/0000-0001-7554-7439
https://orcid.org/0000-0002-3559-1520
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Entre os polímeros naturais mais utilizados estão quitosana, alginato, ácido hialurônico e 
colágeno. Os hidrogéis são capazes de servir como curativos para manter un ambiente 
úmido da ferida e como veículo para a entrega de agentes terapêuticos, entre outros. O 
objetivo deste trabalho foi avaliar qualitativamente a capacidade antimicrobiana de um 
hidrogel de quitosana carregado com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) e modificado 
superficialmente por tecnologia de plasma em diferentes potências, utilizando o ar como 
recurso. As cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram semeadas em placas 
de ágar nutriente seguido da colocação de hidrogéis, incubados por 24 horas para análise 
da zona de inibição. Os hidrogéis apresentaram evidentes halos de inibição contra as cepas 
patogênicas utilizadas, podendo ser ferramentas promissoras para serem utilizadas como 
curativos antimicrobianos.
PALAVRAS-CHAVE: Hidrogel, quitosana, plasma, antimicrobiano.

ANTIMICROBIAL ASSAY OF CHITOSAN HYDROGELS LOADED WITH 
ROSEMARY EXTRACT (ROSMARINUS OFFICINALIS) AND MODIFIED BY 

PLASMA TECHNOLOGY
ABSTRACT: Hydrogels are very versatile materials that can contain a large content of water 
inside without deforming their structure. They can be obtained from different polymers, 
synthetic or natural. Among the most used natural polymers are chitosan, alginate, hyaluronic 
acid, and collagen. Hydrogels are capable of serving as wound dressings to maintain a moist 
wound environment and as a vehicle for the delivery of therapeutic agents, among others. 
The objective of this work was to qualitatively evaluate the antimicrobial capacity of a chitosan 
hydrogel loaded with rosemary extract (Rosmarinus officinalis) and superficially modified 
by plasma technology at different powers, using air as a resource. Staphylococcus aureus 
and Escherichia coli strains were seeded on nutrient agar plates followed by placement of 
hydrogels, incubated for 24 hours to analyze the zone of inhibition. The hydrogels presented 
evident inhibition halos against the pathogenic strains used, so they could be promising tools 
to be used as antimicrobial wound dressings.
KEYWORDS: Hydrogel, chitosan, plasma, antimicrobial.

1 | 	INTRODUCCIÓN
La piel es el órgano más grande del cuerpo, compuesto por varias capas de células, 

y sirve como la primera barrera contra lesiones y patógenos (Patarroyo et al. 2022). Las 
heridas en la piel representan uno de los principales problemas sanitarios. La causa principal 
del cierre fallido en una herida es la propagación de una gran cantidad de bacterias en el sitio 
de la herida, que promueven la formación de biopelículas (Laurano et al. 2021). Además, 
la resistencia a agentes farmacéuticos es actualmente un gran desafío, ya que su uso ha 
sido excesivo e inadecuado, provocando la aparición de numerosas cepas microbianas 
resistentes. Una de las bacterias más comunes en las heridas y generadora de abscesos 
es el Staphylococcus aureus, ya que muestra diferentes mecanismos de resistencia, por lo 
que su eliminación es un reto diario. Sin embargo, innovadores sistemas de administración 
de fármacos a base de polímeros pueden ofrecer soluciones potenciales (Hemmingsen y 
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Col., 2021). Debido a que la regeneración de la piel y la cicatrización de heridas involucra 
varios procesos biológicos complejos que intentan restaurar la función de barrera de la piel, 
los procesos de cicatrización se retrasan o alteran especialmente en aquellos pacientes 
con inflamación crónica o cuando la herida está infectada (Rivero-Buceta et al. 2020). 

Un hidrogel se define como un material polimérico que tiene la capacidad de retener 
grandes cantidades de agua en su interior sin disolver la red polimérica reticulada. Los 
hidrogeles se usan en diversas aplicaciones desde vendajes para heridas, sistemas de 
liberación de fármacos, o andamios para ingeniería de tejidos (Wang et al. 2022). Se 
pueden preparar utilizando diversos polímeros y diferentes técnicas (Alcântara et al. 
2020). Entre los polímeros naturales más utilizados se encuentran el quitosano alginato, 
ácido hialurónico, gelatina, entre otros. El quitosano es un polisacárido no tóxico, es 
biodegradable, biocompatible, y antimicrobiano; ampliamente usado en hidrogeles, con la 
ventaja de tener propiedades mejor controladas, incluida resistencia mecánica (Lu y Col., 
2020). (Wang et al. 2021). Los hidrogeles de quitosano son una herramienta novedosa 
para ser utilizados como apósitos para heridas ya que han servido principalmente como 
sistemas de administración de fármacos (Tran y Col., 2020). 

El tratamiento con plasma se puede utilizar en varios tipos de objetivos, ya sean 
sólidos o líquidos. Estas modificaciones pueden cambiar las características físicas de la 
superficie (Busco et al. 2020). Esta tecnología se puede realizar a baja presión o presión 
atmosférica. Además del bajo costo energético, el plasma es una técnica asequible porque 
no requiere una costosa cámara de reacción para regular las condiciones de presión y 
temperatura (Rashid, Bao et al. 2020) y no produce residuos tóxicos (Zhu, Li et al. 2020). 
Es muy utilizado para la modificación y funcionalización de polímeros porque tiene 
capacidades probadas para modular la humectabilidad y la rugosidad de la superficie 
(Bao, Reddivari et al. 2020, Li, Liu et al. 2020). Otra de las ventajas de la modificación con 
plasma es que no requiere utilizar estabilizadores, como en los procesos clásicos, por lo 
que son seguros para el medio ambiente, además, las superficies que se obtienen son 
uniformes y reproducibles, por otro lado, se pueden utilizar una gran variedad de gases y 
monómeros (Akdoğan and Şirin 2021), con el fin de obtener las características superficiales 
específicas deseadas. Los plasmas gaseosos a baja presión son ampliamente utilizados 
en la investigación de biomateriales, ya que la descarga es más estable y las reacciones 
del plasma se pueden controlar más fácilmente. Dependiendo de la interacción entre la 
superficie del sustrato y el plasma a baja presión o a presión atmosférica, pueden ocurrir 
diferentes procesos, como activación de superficies, polimerización, grabado o erosión por 
plasma. En el tratamiento con plasma, los gases como argón, helio y nitrógeno, se utilizan 
para anclar grupos funcionales en las superficies y con el fin de mejorar la adhesión de 
las superficies, con otra capa polimérica, para injertar polímeros al sustrato, o para inducir 
hidrofilicidad superficial (Sundriyal, Sahu et al. 2021). Esta tecnología se puede utilizar 
también para lograr actividad antimicrobiana en las superficies. Los grupos funcionales o 
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radicales libres de la superficie creados con el tratamiento con plasma, sirven como puntos 
de anclaje para injertar agentes antibacterianos como antibióticos o, enzimas que disuelven 
biopelículas, entre otros (Akdoğan and Şirin 2021).

El objetivo de este estudio fue analizar cualitativamente la capacidad antimicrobiana 
de hidrogeles de quitosano cargados con extracto de romero (Rosmarinus officinalis) a 
diferentes concentraciones y modificados por tecnología de plasma frío a tres diferentes 
frecuencias: 100, 150 y 200 W.

2 | 	MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1	 Materiales 
Los reactivos para la síntesis del hidrogel se adquirieron en Sigma Aldrich y se 

utilizaron sin tratamiento adicional; quitosano de alto peso molecular (quitina desacetilada, 
poli (D-glucosamina)), ácido acético glacial (CH3COOH, 99.98%) e hidróxido de sodio 
(NaOH). El extracto de Rosmarinus officinalis se obtuvo por radiación ultrasónica a una 
frecuencia de 40 a 60 kW durante 60 min. Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus 
y Escherichia coli fueron proporcionadas por el laboratorio de microbiología de la Facultad 
de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Coahuila.

2.2	 Síntesis de hidrogeles de quitosano con extracto de Rosmarinus Officinalis
Los hidrogeles se prepararon utilizando 3% de quitosano disuelto en ácido acético 

glacial al 2%, en agitación constante durante un periodo de 2 h y a una temperatura de 
60 ºC. Se prepararon hidrogeles a diferentes concentraciones de extracto de Rosmarinus 
officinalis (0.001, 0.005 y 0.01 mg/mL), el extracto se agregó transcurridas las 2 horas de 
agitación del quitosano. Se vació la solución en una placa celular de 24 pocillos y se ajustó 
el pH a 7 con NaOH 0.1 M. Se incubaron durante 24 horas a 37 ºC. Posteriormente, se 
dejaron secar para realizar la modificación con plasma de radiofrecuencia a 13.56 MHz, 
utilizando aire como recurso, los tratamientos se realizaron a 100, 150 y 200 W, a una 
presión de 4.5 x 10-1 mbar durante 30 minutos. El hidrogel blanco no contenía extracto de 
Rosmarinus officinalis, ni sufrió modificación por plasma. 

2.3	 Ensayo antimicrobiano
Las cepas bacterianas se activaron en caldo nutritivo por una semana. Se realizaron 

diluciones seriales con agua destilada estéril, donde se agregó 1 mL del caldo nutritivo con 
cada cepa activada a 9 mL de agua destilada. Se tomó el tercer tubo de las diluciones para 
sembrar las bacterias en placas. Se prepararon placas con agar nutritivo, y se vaciaron 200 
µL de la tercera dilución en el centro de la placa, la cual se esparció de manera uniforme en 
toda la placa. Seguido a esto, se colocaron los hidrogeles secos, previamente esterilizados 
por radiación ultravioleta. Se incubaron a 37 ºC durante 24 horas para analizar el área de 
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inhibición de cada placa. 

3 | 	RESULTADOS Y DISCUSIONES 
Se sintetizaron hidrogeles a diferentes concentraciones de extracto de romero 

(Rosmarinus officinalis) (0.001, 0.005 y 0.01 mg/mL). Cada hidrogel fue secado y modificado 
por tecnología de plasma utilizando diferentes potencias (100, 150 y 200 W). Posterior a 
la modificación, se realizó el ensayo cualitativo antimicrobiano a los hidrogeles. La Tabla 1 
muestra las diferentes nomenclaturas para los hidrogeles obtenidos.

Nomenclatura del hidrogel Potencia aplicada para la 
modificación con plasma (W)

Concentración de extracto de 
romero (Rosmarinus officinalis) 

(mg/mL)
Blanco --- ---

a 100 0.001
b 150 0.001
c 200 0.001
d 100 0.005
e 150 0.005
f 200 0.005
g 100 0.010
h 150 0.010
i 200 0.010

*--- Sin modificación con plasma y sin extracto de Rosmarinus officinalis

Tabla 1. Nomenclatura de los diferentes hidrogeles sintetizados

En este ensayo cualitativo, se observó que el extracto de Rosmarinus officinalis 
posee actividad antibacteriana contra la cepa Staphylococcus aureus. Todas las placas 
donde se inoculó la cepa Staphylococcus aureus, presentaron halo de inhibición con los 
hidrogeles cargados a diferentes concentraciones de extracto de Rosmarinus officinalis que 
se evaluaron (Figura 1). En los hidrogeles a, b, d y e, se observó una inhibición abundante 
(+++), en comparación con los hidrogeles g y h, que tenían una mayor concentración y los 
cuales presentaban una inhibición intermedia (++). Los resultados también mostraron que 
al modificar con plasma los hidrogeles, a una potencia de 200 W, la inhibición aumentaba, 
por lo que los hidrogeles c, f, e i presentaron una inhibición abundante (+++), ya que el halo 
de inhibición fue muy evidente. Mientras que el blanco no presentaba inhibición contra la 
cepa Staphylococcus aureus. Hernández y Col., en 2011, evaluaron películas de quitosano, 
sin adición de extractos naturales (blanco) contra la cepa Staphylococcus aureus y no 
exhibieron zona de inhibición contra la cepa probada, mencionan que independientemente 
del efecto antimicrobiano del quitosano, esta actividad ocurre sin la migración de agentes 
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activos y que el quitosano no se difunde a través del agar, por lo tanto, solo produce 
inhibición en contacto directo con los sitios activos del quitosano (Hernández et al., 2011). El 
extracto de Rosmarinus officinalis posee compuestos fenólicos como el ácido rosmarínico 
y el ácido caféico; y diterpenos tricíclicos que le otorgan la propiedad antimicrobiana. El 
efecto antimicrobiano del quitosano, posiblemente se debe a la interacción de grupos NH3

+, 
que provocan la lisis celular en membranas con carga negativa, como es el caso de las 
bacterias gram positivas, que tienen carga negativa por la presencia de ácidos teicoicos en 
su pared celular, aunado a esto, el tratamiento con plasma ayuda a la injerción de grupos 
aminados en el hidrogel de quitosano, que posiblemente potencializan este efecto (Campo 
Vera, Delgado et al. 2017).

Figura 1. Halos de inhibición de los hidrogeles de quitosano cargados con diferentes concentraciones 
de extracto de romero (Rosmarinus officinalis) contra la cepa Staphylococcus aureus.

Las placas que fueron inoculadas con la cepa Escherichia coli, también presentaron 
halo de inhibición (Figura 2), pero la inhibición no fue tan evidente en comparación con 
la inhibición presentada para Staphylococcus aureus. Los hidrogeles modificados a una 
potencia de 100 y 150 W tuvieron una ligera inhibición (+). Mientras que los hidrogeles 
modificados a 200 W, en las tres diferentes concentraciones de extracto de Rosmarinus 
officinalis presentaron una inhibición intermedia (++). El hidrogel blanco no presentó 
inhibición contra la cepa Escherichia coli. El efecto del plasma está provocando un 



 
Ciencias exactas y de la tierra: Observación, formulación y predicción 2 Capítulo 4 40

incremento en la actividad antimicrobiana del quitosano y del extracto de Rosmarinus 
officinalis, las bacterias gram positivas son más sensibles a los compuestos antimicrobianos 
del quitosano y del extracto de Rosmarinus officinalis que las gram negativas, debido 
posiblemente a las diferencias estructurales de las bacterias, la pared de las bacterias gram 
negativas contiene una membrana externa con un alto porcentaje de lípidos, que protege la 
integridad de la pared celular (Campo Vera, Delgado et al. 2017).

Figura 2. Halos de inhibición de los hidrogeles de quitosano cargados con diferentes concentraciones 
de extracto de romero (Rosmarinus officinalis) contra la cepa Escherichia coli.

4 | 	CONCLUSIONES 
Se puede concluir que es posible obtener hidrogeles de quitosano cargados con 

extracto de Rosmarinus officinalis con potencial actividad antimicrobiana, esto gracias a los 
halos de inhibición presentados en las placas de agar nutritivo.

Se encontró que la mejor actividad antimicrobiana fue contra la bacteria patógena 
Staphylococcus aureus, ya que presentó abundante inhibición, aunque al aumentar la 
concentración de extracto de Rosmarinus officinalis, no se observó mayor inhibición, como 
se esperaba. 

En los ensayos para ambas cepas, la zona de inhibición aumentó conforme 
se incrementó la potencia de modificación de los hidrogeles con tecnología de plasma. 
Se concluye que esta tecnología permite que el hidrogel obtenga mejores propiedades 
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antimicrobianas por lo que los hidrogeles podrían utilizarse como novedosas herramientas 
para el tratamiento de heridas y/o abscesos y la tecnología de plasma utilizarse para 
potencializar las propiedades antimicrobianas de los materiales. 
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