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Resumen

El envasado activo de alimentos se define como aquel embalaje en el que los
componentes adicionados, desempefian otra funcion ademas de constituir una
barrera fisica entre el alimento y su entorno, estan disefiados para incorporar
deliberadamente componentes que liberen o absorban sustancias hacia o desde
los alimentos envasados al entorno que los rodea, evitando la adicion directa del
activo, una nueva tendencia en el area de envasado es el desarrollo de empaques
activos antimicrobianos, que ayuden a evitar la contaminacion o retardar el
crecimiento de microorganismos en los alimentos, evitando de esta manera el
desperdicio de alimentos. En el presente trabajo se desarrollaron estructuras
nanométricas (nanofibras electroestiradas) capaces de encapsular y proteger
antimicrobianos como la nisina y las nanoparticulas de plata, activas contra
bacterias Gram-positivas y negativas, con diferentes mecanismos de accién. Las
fibras obtenidas a partir de nisina presentaron diametros medios entre los 300-100
nm de longitud; se evaluaron sus perfiles de liberacion a diferentes valores de pH,
asi como en diferentes matrices alimentarias, presentando actividad
antimicrobiana contra bacterias como Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes y Leuconostoc mesenteroides. Se llevd a cabo la adicion de
AgNPs, sintetizadas por quimica verde a partir de residuos agroindustriales y

plantas, en fibras electroestiradas para evaluar su actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Empaque activo, nanofibras, bacteriocinas, nanoparticulas de
plata.



Abstract

The active food packaging is defined as packaging in which the components
added, play another role besides being a physical barrier between food and the
environment, they are designed to deliberately incorporate components that relase
or absorb substances into or from the packaged food to the surrounding
environment, avoiding direct addition. In the present work, nanostructures
(electrospun nanofibers) able to encapsulate and deliver antimicrobial actives with
different antimicrobial spectrum and mechanism will be developed. Bacteriocins
are effective against Gram-positive bacteria forming pores in the cell wall while
silver nanoparticles produced by natural synthesis with oregano essential oil have
antimicrobial activity against Gram-negative bacteria. A full characterization of the
structures obtained including release profiles, morphology, gas barrier and
antimicrobial activity will be performed. Thereafter a food matrix will be used to

evaluate the functionality of the nanocarrier system.

Keywords: Active packaging, nanofibers, bacteriocin, silver nanoparticles.
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1. INTRODUCCION

Una de las principales funciones de las empresas de alimentos es ofrecer
alimentos procesados bajo la primicia de brindar una mayor calidad a los
consumidores. Para elaborar productos inocuos, se han desarrollado técnicas de
conservacion que eviten la propagacion de los microorganismos patégenos
relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos. La utilizacién de
aditivos antagonistas como conservadores con propiedades antimicrobianas ha
sido la manera mas aceptada para prolongar la inocuidad y calidad de alimentos,
bebidas y productos procesados. Existen diferentes conservadores comerciales
que han sido aprobados para su uso en alimentos, entre ellos se encuentran las
bacteriocinas: nisina y pediocina. Las bacteriocinas son polipéptidos capaces de
inhibir el desarrollo de bacterias taxondmicamente similares a aquéllas que las
producen. En particular, las bacteriocinas producidas por Bacterias Acido Lacticas
(BAL) son de mayor interés en la conservacion de alimentos debido a que
presentan propiedades antimicrobianas, tienen alta especificidad inhibitoria contra
cepas de la misma especie y son rapidamente digeridas por las proteasas en el
tracto digestivo humano, por lo que se inactivan sin llegar a formar compuestos
secundarios (Chen & Hoover 2003)

Recientemente se ha propuesto el uso en alimentos de las nanoparticulas de plata
como agente antimicrobiano, éstas presentan una gran area superficial, tamafo
muy pequefio (<20 nm) y alta dispersion. La plata es un metal con propiedades
antimicrobianas, seguro y eficaz ya que no es toxico para células animales. Las
nanoparticulas pueden elaborarse mediante sintesis verde con extractos de
plantas que presenten una alta capacidad antioxidante.

Los compuestos activos dificilmente son incorporados en su forma pura, debido a
que sufren diversas modificaciones que inducen la pérdida de la actividad
bioldgica, sin embargo, pueden estar encapsulados en matrices que aseguren su

estabilidad y permitan su liberacion controlada. Se ha demostrado que las
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nanofibras obtenidas por la técnica de electroestirado, son un buen sistema de

liberacion para péptidos y antioxidantes (Heunis et al., 2011, Oliveira et al., 2014).

El electroestirado es un proceso simple y directo, que implica la aplicaciéon de un
campo eléctrico, para expulsar continuamente la solucion de un polimero de la
aguja de una jeringa hacia un colector a tierra. Como resultado se forman fibras
ultrafinas, en la escala de micrémetros o nanémetros, que se recogen como una
malla no tejida o membrana en la placa del colector. La fibra obtenida presenta
gran area superficial y alta porosidad, propiedades deseables para un sistema
acarreador, para la entrega de farmacos u otros agentes terapéuticos (Neo et al.,
2013). Se han realizado diferentes estudios sobre la fabricacién de fibras de
diferentes polimeros, como el 6xido de polietileno, celulosa, quitosano, etc. y
recientemente se han obtenido fibras de polimeros de fuentes naturales, como la
zeina y las proteinas de amaranto (Neo et al., 2013; Homayoni et al., 2009; Jia et
al., 2011; Aceituno et al., 2013).

En este proyecto se desarrollaron nanofibras de proteina de amaranto cargadas
con compuestos que presentan propiedades antimicrobianas complementarias, tal
es el caso de la nisina, pediocina y nanoparticulas de plata con el objetivo de
ampliar el espectro antimicrobiano de las nanofibras. Las nanofibras obtenidas

presentan potencial para el desarrollo de un empaque de alimentos.
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2. MARCO TEORICO

2.1.Envasado activo de alimentos

La funcion principal del envasado de alimentos es asegurar que la calidad del
alimento permanezca intacta y sea seguro para el consumo, el empaque
proporciona proteccion fisica para mantener los productos alimenticios a salvo de
interferencias externas como la temperatura, luz, presencia o ausencia de
humedad, oxigeno, presion, enzimas, olores y contaminacion microbiana
(Barbosa-Pereira, Angulo, Lagarén, Paseiro-Losada, & Cruz, 2014; Hamad, Han,
Kim, & Rather, 2018; Restuccia et al., 2010). El area de envasado de alimentos se
encuentra en constante desarrollo en respuesta de las demandas de los
consumidores, al igual que las nuevas tendencias en la produccién de alimentos
minimamente procesados, recientemente el rol pasivo del envasado de alimentos
ha cambiado para incluir aspectos tales como inocuidad, conveniencia, marketing
y reduccién de materiales, este nuevo concepto de empaques se denomina como

empaque activo o inteligente (I. Ahmed et al., 2017).

El envasado activo de alimentos se define como aquel embalaje en el que los
componentes adicionados, desempefan alguna otra funcion ademas de constituir
una barrera fisica entre el alimento y su entorno, ademas interactuan
positivamente con el fin de mejorarla inocuidad y mantener caracteristicas
sensoriales (Realini & Marcos 2014; Ahmed et al. 2017), estan disefiados para
incorporar deliberadamente componentes que liberen o absorban sustancias hacia
o desde los alimentos envasados al entorno que los rodea (Restuccia et al., 2010),
y es una de las tecnologias mas dinamicas utilizadas para preservar la calidad,
seguridad y propiedades sensoriales de los alimentos (Barbosa-Pereira et al.,
2014; Jaiswal, Tatke, Gabhe, & Vaidya, 2013).

Algunos tipos de envases activos permiten la liberacidon controlada de sustancias
activas (antimicrobianos y antioxidantes), evitando la adicién directa en el producto
(Figura 1). Por ejemplo, Ramos et al. (2014b) desarrollaron empaques de

polipropileno adicionados con Carvacrol y Timol evaluando la liberacion y la
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capacidad antioxidante de los compuestos activos. Herna et al. (2013) elaboraron
peliculas antimicrobianas de etileno y alcohol polivinilico (EVO) adicionadas con
lauroil arginato, evaluando propiedades de barrera al oxigeno y vapor de agua, asi

como la liberacion del activo en un sistema alimenticio de prueba.

Sistema activo

Sistema activo de liberacion

de absorcion

CO2

0,

Humedad Etileno
Olores

| Sabores

Figura 1. Esquema de liberacion y absorcién de compuestos en un empaque
activo (Ahmed et al. 2017).

En la actualidad existe una gran demanda de uso de empaques que sean
biodegradables, en este sentido el uso de polimeros derivados de recursos
renovables atraen cada vez mas atencion como un método para la fabricacién de
empaques que sean amigables con el medio ambiente. Algunos polimeros
utilizados en la fabricacion de empaques se presentan en el Cuadro 1 (Fabra,

Lopez-Rubio, & Lagaron, 2014; Silvestre, Duraccio, & Cimmino, 2011).
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Cuadro 1. Biopolimeros utilizados para la fabricacion de empaques de alimentos.

Biopolimero Origen Ventajas Fuente
Formacion de (Neo, Swift, et al.,
Zeina Proteina de peliculas 2013; Yemenicio et
maiz Propiedades de al., 2006)
barrera.
Proteina de soya Soya Propiedades barrera (Gonzéalez-Campos
contra oxigeno y et al., 2013)
aromas
Bajo costo
Formacion de
peliculas
Quitosano Derivado Biodegradable (Arruda, Stefani,
de quitina Antimicrobiano Aniceto, Jr, & Nat,
Antifungico 2014; Cruz-Romero,
No téxico Murphy, Morris,
Cummins, & Kerry,
2013)
Suero de leche Desecho de (J. Lee, Son, &
industria Propiedades barrera Hong, 2008; Ramos,
lactea de oxigeno y aromas Beltran, Peltzer,
Valente, & Garrigos,
2014)
Celulosa No téxico (Lavoine et al.,
Produccion Biodegradable 2014; Moura,
bacteriana Bajo costo Mattoso, &

Zucolotto, 2012)

2.1.Empaques activos antimicrobianos

Los empaques activos antimicrobianos son aquellos que reducen la fase de
crecimiento exponencial y/o prolongan la fase de adaptacién (Lag) de los
microorganismos que puedan estar presentes en el alimento, esto con el propésito
de mantener la inocuidad y calidad de los alimento y para alargar la vida de
anaquel del producto (I. Ahmed et al., 2017). Los empaques activos

antimicrobianos (EAA), se pueden clasifican en cuatro categorias de acuerdo a la
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forma en que se incorporan los compuestos antimicrobianos: 1) incorporacion en
almohadillas o sacos, que no forman parte como tal del empaque, si no que se
incorporan en el interior, este tipo de empaque se utiliza principalmente para
carne; 2) consiste en la incorporacion directa de los antimicrobianos en el material
de empaque, los activos pueden incorporarse mediante técnicas de extrusion o
electroestirado y son liberados de manera gradual al espacio de cabeza o a la
superficie del alimento; 3) recubrimiento activo con una matriz que actua como
portador de antimicrobianos (encapsulacién), los cuales se pueden liberar en la
superficie de los alimentos a través de evaporacion (sustancias volatiles) o
difusion (sustancias no volatiles); 4) uso de polimeros con capacidad
antimicrobiana como el quitosano y la poli-L-lisina (Fang, Zhao, Warner, &
Johnson, 2017). Diferentes compuestos antimicrobianos han sido incorporados a
empaques con el fin de aumentar la vida de anaquel de los productos alimenticios,
entre los que podemos encontrar al didoxido de carbono, iones o nanoparticulas de
plata, antibidticos, bacteriocinas aceites esenciales y extractos de diferentes
plantas (I. Ahmed et al., 2017; Fang et al., 2017).

Una de las categorias mas utilizadas para la incorporacion de compuestos
antimicrobianos es la 3, en la cual es compuesto es encapsulado en un material
de pared que permite una liberacién controlada y ademas lo protege de factores
ambientales que puedan dafar su integridad o disminuir su actividad
antimicrobiana, en este sentido el uso de la nanotecnologia ha sido de gran ayuda
para el desarrollo sistemas de encapsulacion capaces de incorporar

antimicrobianos.

2.2.Nanotecnologia en empaques alimentarios

La nanotecnologia es una poderosa herramienta interdisciplinaria para el
desarrollo de productos innovadores, se prevé que la nanotecnologia tendra un
impacto de al menos 3 billones de ddlares la economia mundial para el 2020,
creando una demande de 6 millones de empleos en diversas industrias, esta

tecnologia se centra en la caracterizacién, fabricacion y manipulacion de
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estructuras, dispositivos o materiales con una o dos dimensiones menores a 100
nm de longitud (Groves & Titoria 2009; Press 2010). En 2008, el desarrollo de
empaques de alimentos basados en nanotecnologia tuvo una producciéon anual de
4.13 mil millones de ddlares y se espera un crecimiento anual del 12%, este
desarrollo empleé mas de 15 billones de fondos para investigacion y 40000
investigadores (He & Hwang 2016). A pesar del gran potencial de la
nanotecnologia en la industria alimentaria y agricola, su mercado no es muy
grande, viéndose afectado por factores como la falta de informaciéon y la
aceptacion de los consumidores (Dudo, Choi, & Scheufele, 2011; Takeuchi,
Kojima, & Luetzow, 2014).

En el area de empacado de alimentos la nanotecnologia ha incursionado en
ciertas areas especificas (Figura 2), como en la produccion de empaques que han
reducido la contaminacion ambiental a través del empleo de materiales
biodegradables, en la produccion de sensores adicionados a empaques activos,
en el mejoramiento de materiales para produccion de empaques basados en
nanobiocompositos y en la incorporacibn de compuestos antimicrobianos
mediante la encapsulacion de compuestos activos (bacteriocinas, aceites
esenciales) o la produccion de nanocompuestos (nanoparticulas de plata), los
cuales pueden ser adicionados al empaque para su liberacion o inmovilizacion
(Hamad, 2018).

Componentes |> Nanotecnologia > cf:ws::ec)r:‘napla.l‘;as::)e::lc:\rlo
activos = Nanoencapsulacion [ >
= Nanocompositos

= Nanofabricacion

Factores ambientales

(Fisicos, ambiente, usuario)
v

Accion
= Liberacion controlada L Espacio de cabeza

= Barrera a oxigeno (O5. CO,. HO,

"-.. metabolitos microbianos,
~ sustancias volatiles)

= Sistema de absorcién
= Removedor de vapor

Empaque p—

Figura 2. Representacion del uso de nanotecnologia en la produccién de
empaques activos, asi como posibles aplicaciones (Mihindukulasuriya & Lim
2014)
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2.2.1. Nanoencapsulacion y sistemas de encapsulaciéon

La nanoencapsulacion se define como la tecnologia para empacar compuestos en
estructuras nanométricas elaboradas a partir de diferentes técnicas, tales como,
electroestirado, coacervaciéon, co-extrusion, etc. (Prakash et al., 2018). La
nanoencapsulacion fue desarrollada inicialmente para la administracion de
farmacos, sin embargo en los ultimos anos, esta tecnologia ha ido innovando para
introducirse en otras areas como la alimenticia, esto con el desarrollo de sistemas
de encapsulacion basado en biopolimeros como la zeina, proteina de amaranto,
proteina de soya, caseinas, entre otras (Xie & Hsieh 2003; Aceituno-Medina et al.
2013b; De Oliveira Mori et al. 2014). La nanoencapsulacién ofrece diferentes
ventajas en comparacion con el uso de compuestos activo en su forma libre,
algunas de ellas son: manejo de la sustancia con mayor facilidad, mejora la
estabilidad, confiere proteccion contra la oxidacion y degradacion, mejora la
solubilidad, provee una liberacion controlada del activo, enmascara sabores y
olores desagradables y mejora la biodisponibilidad de los compuestos (Prakash et
al., 2018). En la actualidad diversos sistemas de encapsulacién han sido
desarrollados, todos con propdsitos similares, sin embargo algunos presentan

ventajas sobre otros como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Ventajas y desventajas de sistemas de encapsulacion (Blanco-Padilla,

Soto, Hernandez lturriaga, & Mendoza, 2014)

Sistema de Morfologia Ventajas Desventajas
encapsulaciéon fisica
Nanoemulsion Liquido Sistemas translucidos que Liberacion rapida
permiten su uso en Baja estabilidad en
bebidas condiciones acidas

Acarreador de compuestos
hidrofdbicos.
Rapida absorcion

Nanoesferas Sélido Gran area superficial Falta de estabilidad
Liberacion controlada de Métodos de
compuestos insolubles produccion costosos
Nanocapsulas Sélido El uso de polimeros Es necesario un
naturales tales como proceso de

17




polisacaridos y proteinas purificacion después
aumentan la de la sintesis.
biodisponibilidad y la
biodegradabilidad

Liposomas Liquido Capacidad para encapsular Liberacion rapida
activos solubles en agua Vida util corta
en su cavidad o solubilizar
activos lipofilos en su
bicapa
Alta estabilidad
Producciéon a gran escala

Nanofibras Sdlido Amplia area superficial y Baja solubilidad de
porosidad biopolimeros
Alta permeabilidad a gases

2.2.1.1. Nanofibras electroestiradas

Las nanofibras son estructuras ultrafinas con diametros por debajo de los 100 nm
y una relacién entre longitud y anchura generalmente mayores a 50 nm, poseen
gran relacién area superficial/ volumen, alta porosidad y tamafio de poro pequefio,
uniformidad en tamafo, flexibilidad en la estructura ensamblada, facilidad de
funcionalizacion con compuestos activos y capacidad de formar andamios
enredados (S. Chen, Li, Li, & Xie, 2018). Existen diferentes métodos para la
elaboracién de fibras como el hilado en seco, hilado humedo, hilado por fusion e
hilado en gel, sin embargo las fibras obtenidas presentan diametros en la escala
submicrémica. En los ultimos afios se ha desarrollado una técnica denominada
electroestirado que es capaz de producir fibras poliméricas con diametros
nanométricos (Agarwal, Greiner, & Wendorff, 2013).

El uso de este sistema de encapsulacion se ha limitado a aplicaciones cosmeéticas,
de filtracién y biomédicas incluyendo ingenieria de tejidos, parches para heridas,
biosensores y sistemas de liberacion controlada (farmacos). Sin embargo en el
area de alimentos, su uso se ha visto limitado por el empleo de polimeros
sintéticos para su elaboracién (Okutan, Terzi, & Altay, 2014; Wongsasulak,
Patapeejumruswong, Weiss, Supaphol, & Yoovidhya, 2010; Zheng et al., 2013).
Una de las principales desventajas que enfrenta este tipo de sistemas de

encapsulacion es que los polimeros utilizados no son grado alimentario, sin
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embargo se han logrado elaborar nanofibras con diferentes polimeros naturales

como los que se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Polimeros utilizados para la fabricacién de nanofibras

Polimero Co-polimero Solvente Diametro Ref.
Zeina Ciclo dextrinas DMF 60 nm (Kayaci &
y-CD 10 Uyar 2012)
Zeina Polivinilpirrolidona  Etanol-agua 730 nm (Jiang, Mo, &
PVP Yu, 2012)
Proteina de B-lactoglobulina Agua 668nm (Sullivan,
suero PEO desionizada Tang,
(75:25) Kennedy,
Talwar, &
Khan, 2014)
Ciclodextrina Acetato de Etanol (Celebioglu &
celulosa Uyar 2013)
Albumina Mercaptoetanol  Trifluoroetanol/ (Dror et al.,
Bovina agua 2008)
Caseina PEO Agua 100-500nm  (Xie & Hsieh
2003)
Gelatina Quitosano Acido 250nm (X. Wang,
trifluoroacetico Yue, & Lee,
diclorometano 2015)
Nanofibras PVA Agua destilada (L. M. M.
de fibra pina Costa et al.,
2013)
Aislado PEO Agua (S. Wang,
proteico de Marcone,
soya Barbut, & Lim,
2013)
Proteina de PEO Solucién de 200 nm (Vega-Lugo &
soya PLA hidroxido de Lim 2009)
sodio (1%)
Colageno PLA Acido férmico 500 nm (Swarnalatha
Quitosano Cloroformo et al., 2013)
Acetona
Albumina de Acetato de Acido férmico 410 nm (Wongsasulak
huevo celulosa y acético et al., 2010)
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2.2.1.2. Aplicaciones

Debido a las diversas ventajas que las fibras producidas por el proceso de
electroestirado presentan, sus aplicaciones son variadas, desde la industria textil,
industria farmacéutica, industria biomédica e industria de alimentos (Zhong et al.,
2018).

En el area médica se han realizado diversos estudios sobre la produccién de
nanofibras cargadas con diversos antibiéticos. Por ejemplo las desarrolladas por
Sohrabi et al. 2013, quienes evaluaron el mecanismo de liberacion del antibidtico
ampicilina cargado en fibras electroestiradas, elaboradas con poli-metil-metacrilato
y nylon, observando que mantenia una liberacion sostenida que mejoraba su
efecto antimicrobiano, cuando se encontraban en contacto directo con la zona
afectada, por otro lado en la industria de alimentos, se esta incursionando en el
desarrollo de fibras a partir de polimeros naturales como zeina, que se utilizé para
la encapsulacién de acido galico en nanofibras, con el fin de incorporarlo como
ingrediente funcional en alimentos y asi aumentar su valor comercial (Neo, Swift,
et al., 2013). Otro uso de las nanofibras es la elaboracién de peliculas para el
recubrimiento de alimentos. Estas peliculas pueden proteger al alimento
encapsulando sustancias bioactivas como antioxidantes o antimicrobianos, tal es
el caso de las bactericionas que se estan utilizando para dar un valor agregado a
alimentos de la industria carnica y lactea. Recientemente, el grupo de trabajo en
colaboracion con el grupo de investigacion de nuevos materiales y nanotecnologia
del IATA-CSIC, Espafia, desarrollaron nanofibras basadas en aislados de
proteina de amaranto con la técnica de electroestirado (Patente P201131705;
Aceituno et al., 2013).

2.2.2. Electroestirado

El electroestirado es un método simple de produccién continua de fibras ultrafinas
con diametros desde unos pocos micrometros hasta unos pocos nanémetros con
la ayuda de un campo eléctrico (Zhong et al., 2018). Esta técnica utiliza la accién

de un campo eléctrico externo aplicado a la solucion del polimero. La morfologia y
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el diametro de las nanofibras, dependen de una serie de parametros, entre los que
se encuentran: las propiedades y composicion de la solucion, el tipo de polimero
utilizado, la viscosidad, conductividad y polaridad de la solucién, asi como la
tensién superficial del disolvente (Okutan et al., 2014).

El proceso de electroestirado consta de diferentes etapas, entre las que se puede
mencionar el bombeo de la solucién polimérica al electrodo (aguja), hasta la etapa
final de recoleccion de fibras. El principio basico de electroestirado, consiste en
aplicar una diferencia de potencial a una solucion polimérica, para superar la
tensién superficial del polimero y alcanzar un potencial critico, capaz de perturbar
el equilibrio de la gota en la punta del capilar y que ésta adquiera una forma conica
denominada cono de Taylor (Rogina, 2014; Subbiah, Bhat, Tock, Parameswaran,
& Ramkumar, 2005).

Cuando el potencial aplicado alcanza el valor critico, requerido para superar la
tension superficial del liquido, éste sufre un movimiento cadtico o inestabilidad de
flexion, un chorro de liquido es expulsado y el campo se dirige hacia el colector
cargado de forma negativa, que recoge las fibras. Como el chorro viaja a través de
la atmésfera, el solvente se evapora, dejando detras una fibra seca en el
dispositivo de recoleccion (Fig. 3). En las soluciones de baja viscosidad y poco
entrelazamiento de las cadenas del polimero, el chorro se rompe en gotitas,
mientras que para soluciones de alta viscosidad, se desplaza hacia el colector en
forma de fibras con diametros entre 50 nm y 10 pym (Subbiah et al. 2005;

Electrospinning and Aplicaciones 2007; Kong & Ziegler 2013)

Cono de Taylor

Fibras

B

=y

Jeringa
Soluciéon polimérica

Figura 3. Esquema general de equipo de electroestirado
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2.3.Bacteriocinas

2.3.1. Definicién y clasificacion

Las bacteriocinas son pequenos péptidos antimicrobianos que se sintetizan a nivel
ribosomal, pueden sufrir modificaciones postraduccionales y son segregadas al
exterior por una bacteria, principalmente acido lacticas (Chikindas, Weeks, Drider,
Chistyakov, & Dicks, 2018). La bacteria que la produce es inmune a la
bacteriocina. En condiciones normales, las bacteriocinas son activas
exclusivamente frente a bacterias Gram-positivas, sin embargo en presencia de
otros factores de estrés pueden ser activas contra bacterias Gram-negativas. La
amplitud en el numero de especies y cepas inhibidas depende de cada
bacteriocina, pues puede ser estrecho y confinado a la inhibicidon de especies que
se encuentren relacionadas con su crecimiento, o puede ser relativamente amplio

e incluir muchas especies bacterianas diferentes (Balciunas et al., 2013).

Muchas de las bacteriocinas de las BAL, son moléculas catidnicas, hidrofébicas o
anfifilicas, compuestas de 20 a 60 aminoacidos, generalmente tienen bajo peso
molecular (raramente mas de 10kDa), se someten a modificaciones
postraduccionales y muestran sensibilidad a las enzimas proteoliticas,
especialmente a las proteasas y son inofensivas para el consumo humano (Sidhu
& Nehra 2017). Estas bacteriocinas son clasificadas comunmente en 3 clases,
siendo la clase | una de las mas importantes debido a que en ella se encuentra a
la nisina la clase | también denominada como Lantibiéticos incluye a péptidos
pequenos activos a nivel de membrana que contienen aminoacidos inusuales o
poco comunes como lantionina (Lan), a-metil lantionina (MeLan), deshidroalanina
y deshidrobutirina, formados en modificaciones post-traduccionales (Chen &
Hoover 2003).

2.3.2. Uso en alimentos

En los ultimos anos, una gran cantidad de trabajos se han dirigido a la deteccion,
purificacion y caracterizacion de bacteriocinas. Se ha considerado su uso en las

estrategias de conservacion de alimentos, por ejemplo, la adiciéon a los alimentos
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de bacterias que produzcan bacteriocinas o la incorporacién de las bacteriocinas
en forma de concentrados, parcial o totalmente purificados. Sin embargo para su
adicion en alimentos se requiere una aprobacién especifica como conservantes de
acuerdo a la legislacion vigente. Hasta el momento, la nisina y la pediocina PA-1,
son las unicas bacteriocinas con licencia para usarse como conservantes de
alimentos (Balciunas et al., 2013). En el Cuadro 4 se muestran, algunas

bacteriocinas con aplicacién en alimentos.

Cuadro 4. Aplicacién de bacteriocinas en alimentos, acoplado de (Balciunas et

al., 2013)
Bacteriocina Productor Actividad Alimento  Reduccion
(log UFC/qg)
Nisina L. lactis B. thermosphacta Carne 3.5
Nisina L. lactis L. monocytogenes Leche 6
Pediocina L. plantarum L. monocytogenes Queso 1-2
Enterocina E. faecalis L. monocytogenes Leche 2
Enterocina E. faecium S. aureus Salchichas 5.3
Nisina Z L. lactis S. aureus Queso 2
2.3.3. Nisina

Nisina es un péptido pequeno descubierto en 1920, consta de 34 residuos de
aminoacidos (Figura 4) y tiene un peso molecular de 3.4 kD, es producido por la
bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis. Es un antibacteriano ampliamente
utilizado como conservador de alimentos, debido a su potente actividad bactericida
contra una gran variedad de bacterias que deterioran los alimentos, principalmente
Gram-positivas como L. monocytogenes Clostridiumbotulinum y Bacillus cereus.
Se produce por algunas cepas de Lactococcus lactis. Se han estudiado dos
grupos de nisina, Ay Z, diferenciadas por el aminoacido del residuo 27, el grupo A

contiene Histidina, mientras que el B tiene Asparagina, sin embargo no presentan
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diferencias en su poder antimicrobiano (Gruskiene, Krivorotova, & Sereikaite,
2017).

Figura 4. Estructura de la nisina que representa una cadena de 34 aminoacidos
con 5 anillos ciclicos (Khan & Oh 2015).

La nisina tiene el reconocimiento de ser una sustancia GRAS (Generalmente
reconocida como segura) por la FDA, pues se ha evaluado su toxicidad en
modelos animales de ratas y cobayos encontrandose inofensiva o con una muy
baja toxicidad, de acuerdo al comité FAO/WHO se permite una ingesta diaria de
33,000 unidades de nisina por 70kg de peso, sin embargo en cada pais el maximo
permisible difiere, siendo México unos de los paises que presenta el mas bajo con
500 Ul/g de alimento procesado o queso, tomando en cuenta estas legislaciones,
esta bacteriocina ha sido utilizada para la preservacion de diversos alimentos,
entre los que se incluyen queso, ensaladas, sopas instantaneas, reservorios para

pescado, comida de bebe y malteadas (Khan & Deog-Hwan 2015).

2.3.3.1. Mecanismo de accién
Uno de los principales mecanismos de accion antimicrobiana de nisina es la
formacion de poros, principalmente en aquellas bacterias que tienen en su
estructura celular la presencia del denominado lipido Il, esto debido a que es
capaz de formar un complejo estable nisina-lipido Il, mediante la unién el extremo
N-terminal, formando una jaula de pirofosfato alrededor del grupo de cabeza del
Lipido Il, posterior a esta unién la region C-terminal de la nisina se inserta en la
membrana celular, llevando a la formacién de poros como se muestra en la Figura
5, estos poros permiten la liberacion de los componentes celulares (Sun et al.

2009; Magalhaes & Nitschke 2013; Ibarguren et al. 2014) y una rapida disipacion
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del potencial electrostatico transmembrana que resulta en permeabilizacion de la
membrana y por tanto una muerte celular acelerada (Khan & Oh 2015).

Ademas de la generacién de poros, se sabe que la nisina es capaz de inhibir la
biosintesis de pared celular al interrumpir la produccion de peptidoglicano y de
igual manera inhibir el desarrollo de algunas esporas bacterianas (Khan & Deog-
Hwan 2015; Prince et al. 2016).

W NISINA

\‘ a. Inhibicion de la sintesis de la pared celular

g b. Formacion de poros
Lipido Il

OOOOOPOOOOO OO000O

Membrana celular

00000000000 O0000

Figura 5. Principales mecanismos de accidén de nisina en la célula bacteriana
(Prince et al., 2016)

2.3.3.1. Limitantes de uso

El uso de las bacteriocinas en su estado libre es caro y se relaciona con pérdidas
de la actividad antimicrobiana debido a la degradacion, oxidacién e interacciones
con componentes del alimento (Hosseini et al., 2014; Laridi et al., 2003).

Los factores que pueden influir en la pérdida de la eficiencia antimicrobiana se
relacionan con los componentes de los alimentos interaccionando con cationes
divalentes, enzimas, grasa, proteinas, glutation, proteasas, meta bisulfito de sodio

y diéxido de titanio entre otros (Khan & Deog-Hwan 2015).
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En diversos estudios se ha observado que las bacteriocinas interaccionan con la
grasa y proteinas del alimento, un ejemplo de ello es lo reportado por Aasen et al.
(2003), quienes estudiaron las interacciones de Sakacina P con matrices
alimentarias como un homogenizado de salmén ahumado, embutidos de pollo y
pollo crudo, usando como comparacién nisina. Se observé que mas del 80% de
las bacteriocinas se unié con las proteinas de los alimentos que no habian sido
tratados térmicamente, la interaccion con matrices de alto contenido de
triglicéridos provocé la desactivacién total de las bacteriocinas. En alimentos como
el queso se ha estudiado la adicién de nisina en su forma libre y de cultivos
productores de nisina, observando en el primer caso que existe una disminucion
considerable de la actividad al interaccionar con la caseina de la leche, por otro la
lado la adicién de cultivos iniciadores no permite una elaboracion eficaz del queso

y cambia las propiedades sensoriales del producto (Imran et al., 2012).

2.4.Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas (NPS) constituyen una nueva clase de estructuras
quimicas que se usan en diferentes campos cientificos, como la plasmodnica,
Optica, catalisis, bioquimica y alimentos (lllas, 2014). Se han elaborado
nanoparticulas con diferentes metales como el oro, cobre, zinc vy plata con
diferentes aplicaciones y formas de sintesis (Geethalakshmi & Sarada 2013). Las
nanoparticulas metalicas presentan propiedades O6pticas, térmicas, quimicas y
fisicas inusuales que se deben a la combinacion de una gran proporcion de
atomos de alta energia en la superficie en comparacion con los metales solidos y
a la escala de nandmetros, siendo una principal caracteristica el Plasmon formado

en la superficie de las nanoparticulas (Khan & Oh 2015).

2.4.1. Sintesis de nanoparticulas

Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias los
métodos de “arriba hacia abajo” y las de “abajo hacia arriba” (Rao & Paria, 2013;
Thakkar, Mhatre, & Parikh, 2010). La primera consiste en la division de particulas

de gran tamafio en porciones mas pequenas, involucrando procesos de molienda,
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métodos quimicos y volatilizacion de sélidos. Los segundos métodos consisten en
la fabricacion de nanoparticulas a través de la condensaciéon de atomos o
entidades moleculares en una fase gaseosa o solucion, es decir pasamos de algo
pequefio a algo mas grande, dentro de este enfoque se encuentra la reduccién
que es el método mas popular para la sintesis, la cual inicia con la reduccion de
los iones metalicos, seguida por la agregacion controlada de los atomos y
finalmente una estabilizacién como se muestra en la Figura 6 (A. Kumar, Chisti, &
Chand, 2013). Entre los métodos mas representativos de esta aproximacién
encontramos el proceso de micelas reversibles, la reduccidon por calentamiento
dieléctrico, irradiacién con microondas, irradiacion ultrasénica, radidlisis, sintesis
electroquimica y reduccién quimica de sales metalicas (Guzman, Dille, & Godet,
2008; Nano, 2012).

Reduccion
M+
Agente reductor

(enzimas, proteinas, flavonoides,
terpenos, cofactores, etc.)

Crecimiento

Estabilizacion

Figura 6. Proceso general de sintesis de nanoparticulas del “abajo hacia arriba (A.
Kumar et al., 2013).

Una de las mejores técnicas para llevar a cabo la reduccién de sales de metales
de transicién en presencia de agentes estabilizantes. El mecanismo de formacion
se basa en la reduccién del metal con carga positiva a un atomo cero valente, que
posteriormente actuara como centro de nucleacion, dando lugar a la formacién de
aglomerados cuyo crecimiento continuara a medida que se sigan agregando mas

atomos, formandose asi particulas de mayor tamafo y formas poliédricas mas
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compleja. Es necesario estabilizar las particulas mediante la envoltura de
moléculas o "agentes" estabilizadores (polimeros generalmente) que se adsorben
en su superficie, inhibiendo de esta manera el proceso de aglomeracién (Patel,
Kapoor, Dave, & Mukherjee, 2005).

La principal ventaja del método de reduccién quimica es su reproducibilidad y la
posibilidad de obtener coloides monodispersos con una distribucion estrecha en el
tamafno de las particula, razén por la cual, son frecuentemente preparadas
nanoparticulas metalicas siguiendo esta metodologia, empleando como agentes
reductores especies quimicas tales como: acidos organicos, alcoholes, polioles,
aldehidos y azucares (Sifontes et al., 2010), sin embargo una de las principales
desventajas de este método es el uso de agentes reductores toxicos, que limitan
su uso en ares como la médica, farmacéutica y alimenticia, es por ello que se
busca el uso de nuevos agentes reductores que sean compatibles con estas areas

(Muthuvel, Adavallan, Balamurugan, & Krishnakumar, 2014).

2.4.2. Sintesis verde

La sintesis de nanoparticulas metalicas ha sido ampliamente estudiada
empleando diversos métodos quimicos y fisicos, sin embargo se busca el
desarrollo de tecnologias confiables, debido a que estos métodos presentan
algunas desventajas ya que resultan costosos e implican el uso de algunos
compuestos quimicos téxicos que repercuten en el ambienta y en la salud de los
consumidores ya que las nanoparticulas producidas pueden presentar residuos de
los compuestos toxicos, utilizados para su sintesis, adheridos a su superficie lo
que resulta adverso para su aplicacion en ares como la biomédica de alimentos
(Phongtongpasuk, Poadang, & Yongvanich, 2016). Por lo que en los ultimos afos
han surgido nuevos métodos biolégicos basados en el uso de microorganismos,
enzimas y extractos de plantas y frutas, a los que se les denomina como sintesis
verde. Estos procesos son amigables con el medio ambiente, en donde no se
utilizan productos quimicos téxicos, son sencillos y sostenibles lo que los hace una

alternativa segura para la sintesis de nanoparticulas de plata (Rasheed, Bilal,
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Igbal, & Li, 2017). En este sentido el uso de extractos de plantas o frutas es uno
de los mas utilizados, ya que presentan algunas ventajas en comparacién con el
uso de microorganismos como se muestra en el Cuadro 5. Entre los métodos
bioldgicos encontramos el uso de extractos de plantas que van desde moringa y
manzanilla, extractos vegetales principalmente de cebolla y microorganismos
como hongos, levaduras, bacterias y virus (A. Kumar et al., 2013; Thakkar et al.,
2010). Ademas de esto existen métodos fisicos como la molienda que han sido
modificados para una produccion a mayor escala (Malik, Shankar, Malik, Sharma,
& Mukherjee, 2014).

Cuadro 5. Ventajas y desventajas de los métodos de sintesis verde de

nanoparticulas (Thakkar et al., 2010).

Técnica Ventaja Desventaja
Extractos de plantas y Rapido Variabilidad alta
vegetales Barato
No téxico
Microorganismos Barato Complicado
No téxico Consume mucho tiempo
Especifico

2421. Uso de extractos de plantas para sintesis de
nanoparticulas

Durante mucho tiempo se ha sabido que las plantas son capaces de reducir iones
metalicos tanto en su superficie como en diversos o6rganos y tejidos, esta
caracteristica ha sido utilizada para la obtencion de nanoparticulas metalicas, sin
embargo el tamano de particula y la falta de homogeneidad hacen poco posible el
uso de este método de sintesis, por lo que se utiliza un enfoque encaminado al
uso de extractos de plantas para la bioreduccion de iones metalicos (Makarov et

al., 2014). En la producciéon de nanoparticulas utilizando extractos de plantas, el
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extracto se mezcla con una solucién de la sal del metal a temperatura ambiente y
la reaccion se completa en minutos. Algunos factores que afectan la sintesis de
nanoparticulas son las caracteristicas de los componentes del extracto, su
concentracion, la concentracion de la sal metalica, el pH, la temperatura y el
tiempo de contacto (Gaur, Mishra, & Purohit, 2013). La sintesis de particulas
metalicas con extractos de plantas y frutas involucra la reduccién quimica de los
iones a un estado cero valente, llevada a cabo por los metabolitos secundarios de
los extractos, tal es el caso de terpenoides, flavonoides y acidos fendlicos (Figura
7). Se pueden identificar tres fases en la sintesis de nanoparticulas metalicas, la
primera denominada “nucleacién”, donde los atomos en estado cerovalente
forman un nucleo pequefio; la siguiente fase denominada de “crecimiento” en
donde los atomos comienzan a adherirse al nucleo y la ultima denominada como
“‘capping” en donde los metabolitos en su forma oxidada se adhieren a la
superficie de las nanoparticulas para estabilizarla (S. Ahmed, Ahmad, Swami, &
Ikram, 2016).
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Constituyentes quimicos de extractos naturales
Figura 7. Componentes de plantas responsables de la reduccion de sales
metalicas (A. Kumar et al., 2013).
Existe una gran diversidad de extractos de plantas y frutas usados para la sintesis
de nanoparticulas metalicas (Cuadro 6) siendo los metales mas utilizados oro,

cobre, platino y plata (Muthuvel et al., 2014).
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Cuadro 6. Ejemplos de nanoparticulas elaboradas a partir de extractos de plantas

Planta

Metal

Tamafo (nm)

Referencia

Trianthema decandra L Au 17.9- 56.7 (Geethalakshmi &
Sarada 2013)
Eucalyptus oleosa Au 21 (Pourmortazauvi,
Taghdiri, Makari, &
Rahimi-Nasrabadi,
2015)
Solanum nigrum Au 50 (Muthuvel et al.,
2014)
Magnetospirillum Au 10-40 (Cai, Li, Sun, & Ji,
gryphiswaldense 2011)
Euphorbia hirta Au 6-71 (Annamalai,
Christina, Sudha,
Kalpana, &
Lakshmi, 2013)
Diopyros kaki Pt 15-19 (Song, Kwon, &
Kim, 2010)
Jatropha curcas L. latex Pb 10-12.5 (Joglekar, Kodam,
Dhaygude, &
Hudlikar, 2011)
Hovenia dulcis Au 20 (Basavegowda,
Idhayadhulla, &
Lee, 2014)
Chenopodium album Au 10-30 (Dwivedi & Gopal
2010)
Terminalia arjuna Au 20-50 (Gopinath, et al.,
2013)
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2.4.3. Nanoparticulas de plata

La plata es un agente antibacteriano seguro y no téxico que es capaz de inhibir el
crecimiento o matar alrededor de 650 tipos de microorganismos patégenos, se ha
observado que en su estado nanomeétrico es decir en forma de nanoparticulas
exhiben un efecto antimicrobiano mejorado (Ibrahim, 2015). Las nanoparticulas de
plata (AgNPs) han sido ampliamente estudiadas debido a las excelentes
propiedades fisicoquimicas y en consecuencia sus potenciales aplicaciones en los
campos de fisica, quimica, ciencia de los materiales, opto eléctrica, energias
renovables, remediacion del medio ambiente y dispositivos biomédicos (Ruiz-
baltazar, Reyes-lopez, Larrafiaga, & Estévez, 2017). Las nanoparticulas de plata
tienen como propiedades gran area superficial, tamano muy pequeno (<20 nm) y
alta conductividad eléctrica y térmica, dispersion Raman mejorada en la superficie,
estabilidad quimica, alta actividad catalitica y actividad antimicrobiana (Rasheed et
al., 2017). Diferentes rutas de produccion de nanoparticulas de plata han sido
investigadas, algunas estan basadas en la reduccién de nitrato de plata por
borohidruro de sodio o citrato de sodio. Otros métodos incluyen el uso de
microondas, electrolisis, co-condensacion, microemulsion y fotoreduccién de iones
Ag y la sintesis verde mediante el uso de extractos de plantas o frutas (Sulaiman
et al., 2013). Las nanoparticulas de plata poseen muchas aplicaciones potenciales
tales como agentes antimicrobianos, purificadores de aire y agua, ingredientes
para tintas, industria textil, electronica y medicina (Khalil et al. 2013; Rao & Paria
2013). Como se menciond6 en el apartado anterior los compuestos fendlicos son
los responsables de la reduccion de los iones de Ag*a Ag® y posteriormente de

funcionalizar la superficie (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de sintesis de nanoparticulas de plata mediante el uso de

compuestos fendlicos (Park & Seonho 2016).
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Algunos ejemplos del uso de extractos naturales de plantas y residuos de frutas

usados para la sintesis de nanoparticulas de plata se presentan en el Cuadro 7.

La mayoria de estos estudios estan enfocados en la investigacion de su actividad

antimicrobiana y catalitica.

Cuadro 7. Nanoparticulas de plata elaboradas por reduccion con extractos de

plantas

Planta

Tamano

(nm)

Morfologia

Referencia

Olive 20-25 Esféricas (Khalil et al., 2013)
Moringa oleifera 57 Esféricas (Prasad & Elumalai 2011)
Chenopodium 30-50 Esféricas (Abdel-aziz, Shaheen, &
murale El-nekeety, 2014)
Piper longum 15-200 Esféricas (Reddy, Vali, Rani, &
Rani, 2014)
Boerhaavia diffusa 25 Esféricas (P.P.N. V. Kumar, et al,
2014)
Ziziphora tenuior 8-40 Esféricas (Sadeghi &
Gholamhoseinpoor 2015)
Pistacia atlantica 10-50 Esféricas (Sadeghi &
Gholamhoseinpoor 2015)
Cocos nucifera 22 Esféricas (Mariselvam et al., 2014)
Arandanos 30-50 Esféricas (Puiso et al., 2014)
Cascara de platano 23.7 Esféricas (Park & Seonho 2016)
Piel de papaya 16-29 Esféricas (Park & Seonho 2016)
Residuos de Té 45 Esféricas (Qing, Chen, Wang, Liu, &

Lu, 2017)
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2.4.4. Mecanismo de accién antimicrobiana y espectro antimicrobiano

Las nanoparticulas de plata muestran mejores propiedades antimicrobianas en
comparaciéon con otras sales metalicas debido a su area de superficie
extremadamente grande que proporciona un mejor contacto con los
microorganismos. Las nanoparticulas se unen a la membrana celular y tienen la
capacidad de penetrar en el interior de las células bacterianas. La membrana
bacteriana contiene proteinas que presenta azufre y las nanoparticulas de plata
interactuan con estas proteinas en la célula, asi como con los compuestos que
contienen fésforo como el ADN. Las nanoparticulas de plata que ingresan en la
célula bacteriana forman conglomerados de iones en el centro de las bacterias, los
cuales interactuan con grupos tiol de enzimas vitales para el crecimiento
microbiano. Las nanoparticulas atacan preferentemente la cadena respiratoria, la
divisién celular y finalmente conducen a la muerte celular. Las nanoparticulas
liberan iones de plata en las células bacterianas, que potencian su actividad
bactericida mediante la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
generan un desequilibrio celular y finalmente la muerte (Figura 9) (Rai et al. 2009;
Prabhu & Poulose 2012).

. © s, Nanoparticula de
Se plata

@ lones plata

Proteinas de
mambrana

Figura 9. Diagrama que resume la interaccion de nanoparticulas de plata con
células bacterianas. Nanoparticulas pueden (1) liberar iones de plata y generar

ROS; (2) interactuar con las proteinas de membrana que afecta a su correcto
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funcionamiento; (3) acumularse en la membrana celular que afecta a la
permeabilidad de membrana; (4) entrar en la célula en la que puede generar ROS,

liberar iones de plata y afectar el ADN.

El espectro antimicrobiano de las nanoparticulas de plata es muy amplio, se ha
estudiado contra diversos microorganismos como Escherchia coli, Pseudomonas
aeroginosa, Klebsiella pneumonia, S. aureus, B. cereus, Yersinia enterocolitica,
Candida albicans, incluso contra virus como el sida, obteniendo resultados
similares a los de antibiéticos comerciales como el cloranfenicol (Prasad &
Elumalai 2011; Annamalai et al. 2013; Geethalakshmi & Sarada 2013; Mocanu et
al. 2014).

2.4.5. Uso en alimentos

Las AgNPs (Nanoparticulas de plata) tienen aplicacion en el sector alimentario,
concretamente en la agricultura y en el envasado de los alimentos. Dentro del
campo de la agricultura, las AQNPs se emplean para prolongar la conservacion de
frutos, ya que ademas de su actividad antibacteriana presentan un efecto
fungistatico que retarda el crecimiento de hongos fitopatdogenos. Estas NPs
pueden aplicarse junto con un recubrimiento biodegradable en los frutos, mediante
la inmersion de los mismos en la solucién formadora de recubrimiento (Mendez,
2009). Ademas, las AgNPs también son empleadas en la fabricacion de materiales
en contacto con los alimentos, eliminando hasta en un 90% el crecimiento de
microorganismos en los alimentos (Avalos, Haza, & Morales, 2013), siendo una
alternativa a otros métodos de conservacion de alimentos que emplean la
radiacion o el tratamiento térmico. En el cuadro 8 se presentan ejemplos de
peliculas poliméricas empleadas para empaques alimentarios adicionadas con
nanoparticulas metalicas, observado que el metal mas utilizado es la plata.
Ejemplos de empaques en la industria se encuentra el desarrollado por la empresa
ucraniana Biomaster que produce aditivos a base de AgNPs con actividad

antimicrobiana contra Campylobacter y la empresa espafiola Nanobiomatters
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donde se desarrollo un empaque a partir de la mezcla de AgNPS y nanoarcilla,

denominado BactiBlock.

Cuadro 8. Nanoparticulas metalicas incorporadas en materiales de empaque

Método de Pelicula Propiedades Fuente
sintesis utilizada antimicrobianas

Plata Reduccion Polietileno S. aureus 'y E.coli (Sadeghnejad,
quimica con Arouijalian,

fructosa Raisi, & Fazel,
2014)
Plata Reduccion Agar Propiedades barrera  (Rhim, Wang,
quimica con contra vapor de agua Lee, & Hong,
citrato Listeria 2014)
monocytogenes y
Escherichia coli
0157:H7
Plata Reduccion con Celulosa ) . (Fortunati et
borohidruro de Bacillus subtilis, al., 2014)
sodio Staphylococcus
aureus Klebsiella
pneumoniae.

Zinc Reduccion S. Typhimurium (Akbar & Anal
quimica con  Alginato de y S. aureus 2014)
hidréxido de calcio

sodio
Zinc Gelatina Escherichia coli (Nafchi,
Proceso de bovina O157:H7 Nassiri,
malla Sheibani,
Ariffin, &
Karim, 2013)
Cobre Tratamiento Celulosa Hongos y levaduras (Llorens,
térmico y UV Lloret,
Picouet,
Trbojevich, &
Fernandez,
2012)

2.5.0régano mexicano (Lippia graveolens)
La planta de orégano (Figura 10) es un arbusto distribuido ampliamente en la

Republica mexicana, en zonas tropicales, templadas, aridas y semiarida. Se tiene
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identificadas alrededor de 40 especies de plantas a las cuales se les denomina
como “orégano”, estas pertenecen a cuatro familias botanicas: Asteracea
(Compositae), Laminaceae (Labiatae), Fabacee (Leguminoseae) y Verbenaceae,
de esta ultima se desprende el género Lippia, del cual se desarrollan tres
especies: Lippia graveolens HBK., L berlandieri Schauer y L. palmeri (Fuentes &
Mendoza 2011). En la medicina tradicional mexicana, las partes aéreas de la
planta se usan como antiséptico, antipirético, analgésico, abortivo,
antiespasmodico, agente antiinflamatorio y para el tratamiento de trastornos
menstruales y diabetes. El orégano es una de las principales hierbas culinarias en
el comercio mundial y su aceite esencial se utiliza para preparar bebidas
alcohdlicas, productos horneados, carnes, productos lacteos, vegetales
procesados, bocadillos, grasas y aceites que involucran un mercado importante
(Hernandez-Sandoval et al. 2008). Actualmente también se emplea como
antimicrobiano para combatir algunas bacterias patdgenas, tanto bacterias Gram-
positivas como Gram-negativa, también contra levaduras y hongos filamentosos
(Soto-Dominguez, Garcia-Garza, Ramirez-Casas, Moran-Martinez, & Serrano-
Gallardo, 2012); es por ellos que se utiliza como antimicrobiano con un amplio
espectro. Sus propiedades antimicrobianas se relacionan con la presencia de
monoterpenos como el timol, carvacrol p-cimeno y otros compuestos fendlicos
presentes en los extractos o aceites esenciales (Salgueiro, Cavaleiro, Goncalves,
& Proenca da Cunha, 2003).

Figura 10. Imagen de A) Pericon B) Orégano C) Bagazo de naranja y D) Mosto de

uva secos, materiales utilizados para la sintesis de nanoparticulas de plata.
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2.6.Pericon (Tagetes lucida)

El género Tagetes Lucida Cav (Figura 10), corresponde a una planta Asteracea
aromatica nativa de México que fue y sigue siento una de las plantas rituales mas
importantes, se puede encontrar en Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México, Michoacan . Sus nombres comunes incluyen “Pericon”,
“yauhtli” (nahualt), “hierba anis” 6 “hierba de Santa Maria”. Las infusiones de esta
planta son ampliamente utilizadas para el tratamiento de la ansiedad, espanto o
susto, en algunas regiones de México es conocida por su actividad antidepresiva.
Las partes aéreas de la planta son consumidas por via oral en infusiones y
extractos hidroalcohdlicos, los cuales han mostrado propiedades antimicrobiana,
insecticidas, antioxidantes y citotdxico que estan relacionados con la presencia de
compuestos como terpenos, flavonoides y algunas cumarinas (Abdala, 1999;
Pérez-Ortega et al., 2016).

2.7.Bagazo de naranja

El naranjo es un arbol de la familia de las Rutaceas, subfamilia arancioiea del
genero Citrus. Se requieren de tres a cinco anos para que produzca frutos.
Actualmente, se producen mas de 120 millones de toneladas de citricos en todo el
mundo, de las cuales el 40% es utilizado por la agroindustria para extraer cerca de
la mitad del peso del fruto como zumo. El resto, la piel, las semillas y la pulpa se
convierten en residuos (Londofio-Londofio, Sierra, Alvarez, Restrepo, & Passaro,
2012).

El cultivo es tipico de las regiones tropicales y subtropicales. Su fruto es uno de
los mas populares en México, conocido como naranja, que es un citrico rico en
vitamina C y aceites esenciales; su pulpa esta formada tipicamente por once gajos
llenos de jugo que van de sanos acido a dulce (Sagarpa, 2016). En el afio 2017 se
produjeron 320,793.57 ha, siendo los principales productores Aguascalientes, Baja
California, Baja California Sur y Campeche (SIAP, 2017). De esta produccion mas
del 80% es utilizado para la produccion de Jugo de Naranja, del cual se obtienen

diferentes subproductos, siendo el principal el conocido como “bagazo” (Figura
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10), este constituye aproximadamente el 50% de la fruta y estd compuesto por la
piel (albedo y flavedo), pulpa y semillas, se ha estimado que se producen
aproximadamente 15 millones de toneladas en el mundo, después de la extraccion
del jugo. El bagazo, por su alto contenido de agua y su potencial contaminante del
ambiente, genera un problema a nivel de las plantas industriales, sin embargo ha
sido utilizado como una alternativa en alimentacién suplementaria para rumiantes,
especialmente los bovinos, por su alto contenido de fibra ( Laufenberg, Kunz, y
Nystroem, 2003, Navarro-cortez et al. 2018). Ademas es una fuente importante de
compuestos bioactivos incluyendo antioxidantes como acido ascorbico,
flavonoides, compuestos fendlicos y pectinas, los cuales son de gran importancia

para la nutricion humana (Kaderides & Goula 2017).

2.8.Mosto de uva

La uva (Vitis spp.) es una de las frutas mejor valuada en todo el mundo, esta
puede consumirse en fresco o ser usada como base para la fabricaciéon de
diversos productos como el vino, mermelada, gelatina y aceite de la semilla, es
uno de los cultivos mas sembrados y se producen a nivel mundial
aproximadamente 50 millones de toneladas cada afo, de las cuales el 75% es
utilizado para la produccion de vino (Beres et al., 2017). La especie mas utilizada
para la produccién de vino es Vitis vinifera que comprende una gran variedad de
uvas que van desde coloraciones blancas (Chardonnay, Pinot Blanc,
Gewidirztraminer, Comtessa, Noblessa) y rojas (Pinot noir, Cabernet Sauvignon,
Cabernet franc, Merlot, Petit Verdot), dependiendo del tipo de vino que se
produzca sera la uva utilizada. Durante la produccién de vino, como resultado del
prensado y la fermentacion se producen toneladas de desechos conocidos como
mosto de uva u orujo (Figura 10), el cual se compone en gran medida por las
semillas, cascara y tallos de la fruta (Peixoto et al., 2018). Generalmente se ha
utilizado para la fertilizacion de los mismos vifiedos, metanizacién o produccion de
energia y alimentacion animal, sin embargo, la eliminacion del mosto o su uso
como compostaje es dafino para el medio ambiente, ya que demora un tiempo

considerable en descomponerse (Oliveira et al., 2018). Por esta razén actualmente

39



se buscan nuevos usos para estos desechos, entre los que se encuentran su
incorporacion a productos cosméticos, farmacéuticos y alimenticios,
principalmente por su alto contenido de compuestos fendlicos, que pueden
clasificarse en tres tipos: acidos fendlicos (dcidos hidrobenzodicos e
hidroxixinamicos), flavonoides (catequina, flavonoles vy antocianinas) vy
proantocianidinas, los cuales pueden ser utilizados para la produccion de

nanoparticulas de plata (Peixoto et al., 2018).

2.9.Nanocompositos

La fabricacidon de empaques para alimentos a partir de biopolimeros presenta
diversas desventajas, principalmente en propiedades mecanicas y de barrera, por
lo que requiere la combinacion de varios materiales e incluso, la creacion y
desarrollo de materiales denominados nanocompositos (Arora & Padua 2010). Los
nanocompositos consisten tipicamente de una matriz polimérica o fase continua y
una fase discontinua o relleno. Las fibras, nanoarcillas y particulas, se han
utilizado durante décadas para formar compuestos de polimero con una mejora de
las propiedades mecanicas y térmicas. Se denomina biocomposito cuando el
material de relleno que se emplea proviene de fuentes naturales, y en algunas
ocasiones, también se incluyen aquellos materiales cuya matriz es biodegradable.
Los nanocompositos poliméricos pueden ser usados como materiales para la
fabricacion de empaques activos y de acuerdo con Huang et al. 2015 se pueden

clasificar en cuatro tipos dependiendo de su uso:

1. Mejora de empaques: polimeros con nanonorellenos, es decir adicion de
nanocompuestos con el fin de mejorar las propiedades del empaque como
de barrera a gases, estabilidad a temperatura y humedad e incluso mejorar
sus propiedades de bloqueo ultravioleta, para incrementar la vida util.

2. Empaques activos: incorporacion de nanorellenos con actividad
antimicrobiana o antioxidante, que resultan retienen el crecimiento

microbiano o inhiben por completo su crecimiento.
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3. Empaques inteligentes: incorporacion de nanosensores para la deteccién
o monitoreo de las condiciones del alimentos durante el almacenamiento y
el transporte del producto.

4. Uso de materiales biodegradables: la unién de polimeros biodegradables

para la mejora de propiedades de barrera.

Entre los sistemas nanométricos que pueden ser incorporados se encuentran
las nanoparticulas de metalicas (oro, cobre, plata) que presentan propiedades
antimicrobianas, siendo las nanoparticulas de plata las mas utilizadas para
funcionalizar materiales poliméricos, como el quitosano, almidones y otros
carbohidratos, proporcionando acciéon antimicrobiana contra E. coli vy
Salmonella y mejorando las propiedades térmicas y de barrera de los

empaques (Huang et al., 2015).

41



3. JUSTIFICACION

Durante el proceso de fabricacion de un alimento, este se encuentra expuesto a
diversas fuentes de contaminaciéon, como microorganismos deterioradores que
disminuyen la calidad organoléptica de los productos y/o microorganismos
patdbgenos que disminuyen la inocuidad de los mismos, los métodos
convencionales de conservacion no presentan un amplio espectro antimicrobiano
y solo eliminan parcialmente la carga de microorganismos, mientras que la adicion
de diferentes compuestos antimicrobianos permite eliminar de manera mas
eficiente la contaminacion en un alimento. Sin embargo, en los ultimos afios existe
una demanda creciente en la incorporacion de antimicrobianos naturales a los
alimentos para disminuir el uso de compuestos quimicos, pero presentan la
desventaja de ser inestables a factores como el pH y temperatura, ademas de
presentar interacciones con el alimento que disminuyen su actividad. La
encapsulacion de estos compuestos representa una alternativa viable para
resolver los problemas de estabilidad y disminucion de actividad biolégica. Las
nanofibras electroestiradas pueden fabricarse a partr de materiales
biodegradables y encapsular compuestos con diferentes mecanismos

antimicrobianos como la nisina y las nanoparticulas de plata.
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4. HIPOTESIS

La incorporacion de diferentes compuestos antimicrobianos en nanofibras de
proteina de amaranto y pululano modificara las caracteristicas fisicoquimicas del

sistema de encapsulacion, asi como sus propiedades antimicrobianas.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Desarrollar y caracterizar fisicoquimicamente fibras electroestiradas de aislado

proteico de amaranto incorporando bacteriocinas y/o nanoparticulas de plata

sintetizadas con extractos naturales para la fabricacién de empaques activos.

5.1. Objetivos especificos

1. Evaluar perfiles de liberacién de nanofibras electroestiradas de proteina de

amaranto cargadas con bacteriocinas.

2. Obtener y caracterizar extractos metandlicos y acuosos de uva, naranja,

orégano y pericon.

3. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata con extractos metandlicos y

acuosos de diferentes materiales.

4. Evaluar el mecanismo de accion antimicrobiana de las nanoparticulas de

plata.

5. Desarrollar nanocompositos de AgNPs, nanofibras electroestiradas de APA-

PUL y nisina.

6. Caracterizar fisica y microbiolégicamente los nanocompositos de AgNPs

nanofibras electroestiradas de APA-PUL y nisina.
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6. METODOLOGIA

6.1. Materiales
Concentrado proteico de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L. variedad
Revancha) suministrado por Nutrisol, San Miguel de Proyectos Agropecuarios
S.P.R. de R.S. (SMPA), orégano (Lippia graveolens) de la regién de San Juan
Raya, Puebla, bagazo de naranja (recolectado de juguerias del mercado de la
Cruz, Querétaro), mosto de uva Vitis vinifera variedad “Cavernet Sauvignon” seco
proporcionado por la Vinicola La Redonda ubicada en Ezequiel Montes, Querétaro
(Produccién 2015), pericon (Tagetes lucida). Acido clorhidrico (HCI), hidréxido de
sodio (NaOH), pululano, Tween 80, acido férmico, nisina, agar para métodos
estandar (AME), medio MRS, solucion amortiguadora de fosfatos y citratos,
carbonato de sodio, cloruro de sodio, Nitrato de plata (AgNO3), Limoneno, Kit BCA

para cuantificacién de proteina, Cloruro de amonio (NH4CI).

6.1.1. Cepas
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028); Leuconostoc mesenteroides (ATCC
8923), Listeria monocytogenes (ATCC 19115) Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus (ATCC 89213).

6.1.1.1. Lavado de cepas
Cepas de los diferentes microorganismos se activan en caldo soya tripticaseina
por 24 h a 35°C, pasado este tiempo las cepas se transfieren a tubos eppendorf
para centrifugarse a 6000 rpm durante 5 min, el pellet obtenido se resuspendi6 en
1 mL de solucion salina estéril al 10% y se centrifuga nuevamente en las mismas

condiciones, este proceso de repite por lo menos 3 veces.

6.2. Desarrollo y caracterizacion de fibras electroestiradas de proteina de

amaranto y pululano

6.2.1. Elaboracion de soluciones poliméricas y proceso de
electroestirado
Para la produccion de fibras electroestiradas, se elaboraron soluciones poliméricas

de aislado proteico de amaranto y pululano en una relacion 50:50, adicionando
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como tensoactivo Tween 80 al 29% (con respecto a la proteina) en acido férmico,
tomando como consideracion un 10% de solidos totales en la solucion. Para las
fiboras cargadas con bacteriocinas se adicionaron por separado dos
concentraciones de nisina, 10 y 20 mg mg/mL, las soluciones se dejaron en
agitacion por 2 h, posteriormente se llevd a cabo una caracterizacién de las
soluciones en cuanto a su viscosidad (Redmetro Brookfield DV3T con software
Rheocalc T 1.2.19) vy conductividad eléctrica (Conductimetro ORION Star A212
de Thermo Scientific). Una vez caracterizadas las soluciones se sometieron al
proceso de electroestirado en un aparato equipado con una fuente de alto voltaje
que proporciona un rango variable de 0-30 KV. Todos los experimentos se llevaron
a cabo a temperatura ambiente y las condiciones de voltaje, distancia al colector y
flujo de alimentacion se fijaron a 22 kV, 10 cm y 0.4 mL/h, respectivamente
(Aceituno, 2013).

6.2.2. Determinaciéon de morfologia y tamafo de particula
La morfologia de las fibras electroestiradas se examind utilizando microscopia
electronica de barrido (SEM). Las muestras se recubrieron con una capa de oro,
al vacio. Todos los experimentos se llevaron a cabo a un voltaje de aceleracién de
10 kV, para determinar los diametros de las fibras obtenidas se midieron al menos

100 fibras de las micrografias obtenidas con ayuda del Software Image J.

6.2.3. Actividad antimicrobiana en medio liquido
La actividad antimicrobiana de las fibras cargadas con nisina se evalué mediante
la construccion de una curva de crecimiento microbiano de Leuconostoc
mesenteroides 'y L. monocytogenes, para lo cual 25 mg de las fibras
electroestiradas (cargadas con 10 y 20 mg de nisina) se colocaron en 15 mL de
caldo MRS o CST previamente inoculado con una concentracién aproximada de
10> UFC/mL y se incubaron a 30 y 35°C respectivamente durante 48 h. A
diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 24 hrs) se tomaron alicuotas de 1mL y se realiz6

el recuento de microorganismos mediante la técnica de vertido en placa.
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6.2.4. Perfiles de liberacion a diferentes valores de pH
Para evaluar los perfiles de liberacién de las fibras cargadas se suspendieron 10
mg de nanofibras cargadas con nisina (20 mg/mL) en 2 mL de solucién
amortiguadora de acetato 0.1 M pH 3.4 o en 2mL de solucién amortiguadora de
fosfatos 0.1 M pH6.1. La suspensién se agitdé y luego se sometié a ultrasonidos
durante 2 minutos y se mantuvo a temperatura ambiente con agitacién suave. A
diferente tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 y 96 h) se reemplazoé la solucion
tampdn por una fresca y el liquido obtenido se centrifugo a 5000 rpm, la solucion
se filtr6 a través de una membrana de celulosa regenerada de la marca Agilent
con tamano de poro de 0.2 ym. La cantidad de nisina en cada tiempo se evalu6
mediante HPLC/DAD (Agilent Technologies serie 2100), la separacion se llevo a
cabo a 35°C utilizando una columna Agilent de fase reversa Poroshell 120 (EC-
C18, Agilent Technologies, 2.7 um, 4.6 mm x 50 mm). Las fases maviles utilizadas
fueron: A) 4cido trifluoroacético al 0.05% y B) Acetonitrilo con un flujo de 0.9
mL/min. Las fases moviles se alimentaron con el siguiente gradiente de
concentracion: 0-5 min 20%B, 5-10 min 40%B, 10-15 min 60%B, 15-20 80%B. La
concentracion de nisina se calculé6 mediante la construccion de una curva de

calibraciéon de nisina en solucion.

6.2.5. Determinaciéon del mecanismo de liberacién
A partir de las curvas de liberacion a los diferentes pH se evalu6 el mecanismo de
transporte de masa de las nanofibras de APA y Pululano, para lo cual los datos se

ajustaron a la ecuacion de Ritger y Peppas:

Mt/Moo = kt™n (1)

donde Mt es la cantidad de nisina liberada en cualquier momento (t); M es la
cantidad de nisina en el ultimo tiempo de las mediciones, que en principio
corresponde a la carga inicial; k es la constante de velocidad de liberacion, y n
indica el exponente de liberacion. ElI exponente de liberacion (n) se determiné
minimizando la diferencia entre la ecuacién (1) y un grafico logaritmico de las

curvas experimentales utilizando la herramienta Solver en Microsoft Excel.
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Ademas, se utilizaron cuatro modelos de liberacion cinética mas para analizar el

perfil de liberacion ajustando los datos experimentales de la siguiente manera:

Orden cero: M; /M., =kt (2)
Primer Orden: In (1- M; /M.)= -kt 3)
Modelo de Higuchi : M; /M..= kt'"? 4)
Modelo de Hixson Crowell: (1- M; /M.,)"”* = -kt (5)

6.2.6. Perfiles de liberacion en diferentes matrices alimentarias

6.2.6.1. Perfil de liberacion en jugo de manzana
Se utilizé jugo de manzana de la marca Gerber y se esteriliz6 mediante filtracién
con un membrana de celulosa regenerada de la marca Agilent con tamafo de poro
de 0.2 ym, se verificd su esterilidad con recuentos microbianos de bacterias
mesofilas aerobias, coliformes totales y bacterias lacticas. 15 mL de jugo estéril
se colocaron en tubos estériles de 50 mL y se inocularon con 10 uL (106 UFC/mL)
de diferentes cepas ( L. monocytogenes, L. mesenteroides y S. Typhimurium), se
conto con cuatro tratamientos por microorganismo: C- (microorganismo sin
tratamiento), T1 (adicion de nisina en forma libre), T2 (adicibn de nanofibras
cargadas con 10 mg de nisina) T3 (nanofibras sin cargar o control), los tubos se
almacenaron a temperatura ambiente y se realizaron recuentos microbianos a
diferentes tiempos 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 h. Para realizar el
recuento se tomaron alicuotas de 1 mL de los tubos y se realizaron diluciones que
se sembraron por extension en placa en agar MRS para L. mesenteroides y AST
para L. monocytogenes y S. Typhimurium. Las placas se incubaron a 35°C

durante 24 horas y se procedi6 al conteo de UFC/mL.

6.2.6.2. Perfil de liberaciéon en queso fresco
Se utilizé queso panela fresco de venta en el mercado y de manera aséptica se

cortd en cubos de 1 cm? aproximadamente, posteriormente se inoculé con una
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concentracion de 10° UFC/mL de L. monocytogenes y S. Typhimurium por
separado, el inoculo se dej6 secar en una campana de flujo laminar y
posteriormente se formaron cuatro tratamientos; C-) queso panela inoculado con
el microorganismo (Control negativo), T1) queso panela adicionando nisina
(20mg) en la superficie, T2) queso panela adicionado con la fibra cargada de
nisina (20mg), T3) queso panela adicionado con fibras control. En los tratamientos
en los que se adicionaron las fibras, estas se colocaron en forma de pelicula sobre
la superficie de los cubos de queso inoculado y posteriormente se almacenaron en
bolsas herméticas (Ziploc) a temperatura de refrigeracion (4°C). Se realizaron
recuentos microbianos a diferentes tiempos 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144
y 168 h. Para realizar el recuento se tomaron aleatoriamente los cubos de queso
de cada tratamiento y se les adicionaron 9mL de diluyente de peptona,
posteriormente se homogenizaron en un stomacher Bag Mixer de Interscience.
Posteriormente se tomé una alicuota de 1mL y se realizaron diluciones que se
sembraron mediante la técnica de vertido en placa en agar MRS para L.
mesenteroides y AST para L. monocytogenes y S. Typhimurium, las placas se
incubaron durante 24 h a 30 y 35 °C respectivamente. Posteriormente se realizo el

conteo de UFC/mL y se calculé el contenido por cm? de queso panela.
6.3. Desarrollo de nanoparticulas de plata mediante sintesis verde

6.3.1. Elaboracion de extractos acuosos de orégano, pericon, bagazo
de naranja y mosto de uva
La obtencién de extractos acuosos se realizé mediante el método de decoccion
donde 10 g del material vegetal seco y molido (orégano, pericon, bagazo de
naranja y mosto de uva) se adicionaron a 100 mL de agua y se llevaron a
calentamiento por 10 min a 60°C, el extracto obtenido se dejo6 enfriar, se centrifugd
por 5 min a 4000 rpm y el sobrenadante se filtr6 a vacio con papel Whatman No,1.
El liquido restante se congel6 a -70°C y se liofilizé hasta la obtencion de polvos

finos, los extractos se almacenaron en un desecador hasta su posterior uso.
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6.3.1.1. Determinacion de capacidad antioxidante

6.3.1.1.1. Ensayo DPPH
Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras se determind la
concentracion minima inhibitoria 50 (ICso) de las diferentes muestras mediante el
software Prism GraphPad 6, para lo cual se probaron diferentes concentraciones
de los extractos en ppm. Se prepard la solucion de radical DPPH disolviendo
0.0015 g del radical en 20.5 ml de metanol y aforando con agua destilada a 25 mL.
Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro Spectra Max 190
(Molecular Devices, USA). La reaccion se llevd a cabo en microplacas
transparentes de 96 pozos para lo cual se adicionaron 20 pl de los extractos que
se hacen reaccionar con 200 pl de solucion de DPPH. Para la curva de calibracion
se prepararon diferentes concentraciones de Trolox en rangos de concentraciones

de 50-800 uM. La disminucion de la absorbancia durante 90 minutos a 520 nm.

6.3.1.1.2. Ensayo ABTS

El método del radical cation ABTS®*" (Re et al., 1999), se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™, debido a la interaccion con
especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical cationico ABTS™ es un
croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino- bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato
de amonio) con persulfato de potasio. Las mediciones se realizaron a una longitud
de onda de 734 nm en una microplaca de 96 pozos (Nalge Nunc Intl., N.Y.,
U.S.A.). Se empled una curva de Trolox en metanol como referencia, al igual que
la técnica de DPPH los resultados se expresan como la concentracion inhibitoria
50 en ppm, tomando en cuenta la respuesta de diferentes concentraciones de los
extractos. La determinacion del ICso se llevd a cabo en el software Prism
GraphPad.

6.3.1.1.3. CUPRAC electroquimico
Para la técnica CUPRAC se prepard una solucion amortiguadora de acetato de
amonio 1.2 M a pH 7, una solucién de CuCl, 1.2 x 10®M en agua tridestilada y

soluciones de Trolox y neocuproina a 1uM ambas en etanol. En un vaso con
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fondo coénico se mezclaron 3mL del buffer con 1 mL de CuCl, y 1mL de
neocuproina, se pasé un flujo de nitrégeno para eliminar el oxigeno.
Posteriormente la solucion se analizé utilizando voltamaperometria ciclica con
una velocidad de barrido de 100 mV/s, comenzando con el escaneo del potencial
de circuito abierto (OCP) (determinado después de agitar la muestra) y cuando la
variacion de potencial fue menor a 1 mV/s, se uso la corriente en el pico de
oxidacién para cuantificar la concentracion de [Cu (Nc) 2] *. De la misma manera
se llevo a cabo la determinacion de la capacidad antioxidante realizando una curva
con diferentes concentraciones de Trolox o afiadiendo 20 uL del extracto. Los

resultados se reportan como ug equivalentes de Trolox/g de muestra.

6.3.1.2. Determinacion de fenoles totales
La determinacion de fenoles totales se realizé de acuerdo al método descrito por
Beta y colaboradores (2005), donde 200 pl de los diferentes extractos fueron
mezclados con 1.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido 10 veces en agua
destilado). Se permiti6 que la mezcla alcanzara el equilibrio por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 1.5 mL de solucion de
carbonato de sodio (60 g/L). La reaccion se incubo durante dos horas a
temperatura ambiente y posteriormente se llevd a cabo la medicion de la
absorbancia de la solucion a 725 nm contra un blanco del solvente utilizado para
la extraccion (agua). Se utilizdé acido galico como estandar y los resultados se
expresaron como ug de equivalentes de acido ferulico/g de muestra. Los andlisis

se condujeron por triplicado.

6.3.1.3. Determinacion de compuestos fenélicos mediante HPLC

La determinacién de compuestos fendlicos de los extractos metandlicos y acuosos
se llevo a cabo mediante HPLC/DAD (Agilent serie 2100). La separacion se realizd
a 35 °C en una columna Agilent fase reversa Sorbax XDB-C18 de (4.6 x250 mm, 5
Mm de tamano de particula). Las fases moviles utilizadas fueron A: acido acético
1% y B: acetonitrilo con un flujo de 1 mL/min. Se utilizd6 el gradiente de
concentraciones que se muestra en el cuadro 9, los estandares utilizados fueron

acido galico, acido protocatecuico, acido cafeico, acido cumarico, acido ferulico,
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acido cinamico, acido clorogénico, acido elagico, acido rosmarinico, (+) catequina,
apigenina, vainillina, kaempferol, rutina, resveratrol, quercetina, timol, carvacrol y
naringenina.

Cuadro 9. Gradiente para la separacion de compuestos fenodlicos en extractos

metanolicos.

Tiempo (min) A% B%

0 85 15

25 60 40

5 70 30

10 80 20

12 40 60

13 50 50

15 85 15

Para determinar la concentracion de los diferentes estandares se construyeron
curvas de calibracion a diferentes concentraciones utilizando el area bajo la curva,
para la concentracién en la muestra se determinaron los picos presentes y se

interpolaron a las curvas de calibracion.

6.3.2. Sintesis verde de nanoparticulas de plata y efecto de
temperatura y tiempo de reaccion

La elaboracién de nanoparticulas de plata se llevé a cabo mediante sintesis verde,
a partir de una solucién acuosa de AgNOs 0.1M, a la cual se adicioné una
concentracion de 0.2% p/v de cada extracto liofilizado por separado, se mezcld
mediante agitacion en Vortex. Para determinar la temperatura mas eficiente para
la sintesis, diferentes mezclas se llevaron a calentamiento a 20, 40, 60, 80 y
100°C durante 10 minutos, por separado. La formacion de las nanoparticulas de
plata se observo visualmente mediante un cambio de coloracion de transparente a
marron y esta se confirmé mediante un analisis UV-Vis en donde se evalud el
espectro de absorcién de las muestras en la region de exploracion de 200-800 nm.

Los espectros de absorcion se registraron por espectrometro UV-Vis Spectra Max
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190 (Molecular Devices, USA). Para evaluar el tiempo de reacciéon se fijo la
temperatura a 80 °C y se fue monitoreando la sintesis mediante un barrido en el

espectro a diferentes tiempos, tomando una alicuota.

6.3.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia de las nanoparticulas que presentaron los mejores espectros se
examind utilizando microscopia electrénica de barrido (SEM), para lo que en una
oblea de silicio se colocaron gotas de la soluciéon obtenida y se dejaran secar,
posteriormente las obleas se observaron sin recubrimiento en un microscopio
EPMA JXA-8230 de JEOL, los experimentos se llevaron a cabo con un voltaje de
aceleracion de 3,0 KV, se tomaron 5 imagenes de diferentes campos de la oblea

para determinar la morfologia.

6.3.2.2. Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)
Para la determinacion de la morfologia y diametro de las particulas se montaron
en rejillas de cobre de 3.5mm de diametro, las rejillas se sumergieron en la
solucion de nanoparticulas y se dejaron secar por 20 min. Posteriormente las
muestras se observaron en un microscopio electronico de transmision JEOL,
modelo JEM-1010 acoplado a una camara Gatan Bioscan de 1Kx1K que utiliza el
programa Digital Micrograph 3.1 para adquisicion de imagenes. Se tomaron 5
fotos a diferentes amplificaciones para observar la morfologia de las particulas
obtenidas, el diametro medio se calculé con ayuda del software Image J mediante
la medicion de 100 particulas y posteriormente se construyeron los histogramas de

distribucion de frecuencia.

6.3.2.3. Espectroscopia de infrarrojo con Reflectancia difusa
Las muestras de nanoparticulas de plata se centrifugaron a 20000 rpm por 15 min
y el pellet se dejé secar a 60°C en cajas Petri, las muestras secas se analizaron
por espectroscopia de reflectancia difusa realizando 16 barridos a 4 cm™ de
resolucioén, para lo cual se pesaron 2mg y se formd una pastilla con bromuro de

sodio, de igual manera se analizaron los extractos acuosos liofilizados.
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6.3.2.4. Difraccion de rayos X

Para obtener los difractogramas de Rayos X en un portaobjetos de vidrio se
colocaron en el centro gotas de la suspension de nanoparticulas de plata
sintetizadas con los diferentes extractos, los espectros se obtuvieron en un
difractometro de Rayos X (Dmax 2100 Rigaku Americas, Texas, USA). Con un
generador de radiacién de Cu Ka (K=1.5428 A°), el voltaje y la corriente se
mantuvieron constantes a 30 y 40 mA respectivamente. El angulo de incidencia se
varié en un rango 26 de 5-40° en intervalos de 0.02. El diametro de las particulas
cristalinas se determindé mediante la ecuacion de Debye-Scherrer:

(6)

KA
* 7 Beos(85)

Donde consideraremos un factor de forma = 0.9, = 1.5406, B es el ancho medio
del pico considerado para el calculo y 6g es el angulo correspondiente con el

maximo del pico (20).

6.3.3. Caracterizacion microbiolégica de nanoparticulas recién

sintetizadas

6.3.3.1.1.  Difusién en placa

Se utilizaron cepas previamente lavadas de Salmonella, Listeria monocytogenes,
Escherichia coliy Staphylococcus aureus, para evaluar la actividad antimicrobiana
de las diferentes nanoparticulas obtenidas mediante la técnica de difusién en
placa. Se colocé Agar Soya Tripticaseina (AST) fundido en tubos de 10mL y se
inoculo con 5 ulL de los diferentes cultivos de manera separada, los tubos se
agitaron en Vortex e inmediatamente se vaciaron en cajas Petri estériles, una vez
solidificadas se adicionaron 20uL de la suspensién de nanoparticulas sintetizadas
con los diferentes extractos y se incubaron por 24h a 35°C, pasado el tiempo de
incubacion se midié con ayuda de un vernier automatico los halos de inhibicién

formados, para poder comparar la actividad antimicrobiana con un control se
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utilizé cloranfenicol y de igual manera se probaron los extractos utilizados para la

sintesis de las AgNPs.

6.3.3.1.2. Densidad 6ptica (Bioscreen)
El bioescreen proporciona una medicién de la densidad Optica a partir de la
turbidez, la cual indica el desarrollo de microorganismos y es proporcional al
crecimiento. Para llevar a cabo la medicion de la actividad antimicrobiana
mediante esta técnica, los extractos liofilizados se disolvieron en agua destilada a
una concentracién de 0.02% (Cantidad usada para la sintesis de nanoparticulas) y
se utilizd la suspension formada después de la sintesis de AgNPs, se colocaron
diferentes concentraciones de extracto y nanoparticulas como se muestra a
continuacién 20, 40, 60, 80 y 100 uL en diferentes pozos de la microplaca, el
mismo pozo se llené con 100 uL de caldo ST y 20 uL de las cepa correspondiente.
Posteriormente se incubo a 37°C durante 48 horas con un precalentamiento de 5
min, hasta llegar a la temperatura requerida, tomando lecturas de absorbancia en
intervalos de 30 min. Dichas lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud
de onda de 600nm. Se utilizaron blancos el CST + Extracto y CST +
Nanoparticulas y como control (-) la mezcla de CST y la cepa de microorganismo.
Con los datos obtenidos se construyeron graficas de crecimiento microbiano en el
software Prism y se determiné el porcentaje de inhibicién con respecto al control

positivo.

6.3.3.1.3. Modelamiento matematico del crecimiento
microbiano
A partir de las curvas de crecimiento obtenidas en el Bioscreen los datos se
ajustaron al modelo matematico de Baranyi (Baranyi y Roberts 1995), utilizando el
software DMFit v3.0 (ComBase; http://www.combase.cc/tools/) para estimas la
fase de latencia (h), la densidad de poblacibn maxima (ODmax y la tasa de

crecimiento (u = OD / h).
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6.3.3.2. Caracterizacion microbiolégica de nanoparticulas secas

6.3.4. Secado de nanoparticulas de plata
Para el proceso de electroestirado de las fibras de proteina de amaranto y
pululano, se requirié de llevar a sequedad las AgNPs sintetizadas, para lo cual se
probaron dos métodos, un proceso de liofilizacién por 2 dias y un proceso de
centrifugacion a 20000 rpm por 15 min y se realizaron tres lavados, posteriormente
se secaron a 60°C para su almacenamiento, una vez secas se pesaron y se

calcularon los porcentajes de rendimiento.

6.3.4.1. Microscopia electrénica de transmision
Para la obtencién de micrografias de microscopia electronica de transmision se re
suspendieron 100 mg de AgNPs en una solucién acuosa adicionada con 10%
Tween80, las muestras se montaron en rejillas de cobre sumergiéndolas en la
suspension, se dejaron secar y se observaron en un microscopio JEOL, modelo
JEM-1010 acoplado a una camara Gatan Bioscan de 1Kx1K que utiliza el
programa Digital Micrograph 3.1 para adquisicion de imagenes. Al igual que en las
AgNPs se tomaron 5 fotos a diferentes amplificaciones para observar la morfologia
de las particulas obtenidas y el diametro medio se determind con ayuda del
software Image J mediante la medicion de 100 particulas y posteriormente se

construyeron los histogramas de distribucion de frecuencia en Prism.

6.3.4.2. Actividad antimicrobiana de AgNs secas
Para probar la actividad antimicrobiana se utilizé la técnica de difusién en agar en
la cual se colocan 5 L de la cepa de microorganismos (E. coli, L. monocytogenes
y S. aureus) en 10 mL de agar soya tripticaseina atemperados a 45°C, se mezclan
e inmediatamente se transfirieron a una caja Petri estéril, cuando el agar solidifico
se adicionaron 10 pL de cada tratamiento por separado y se incubaron a 35°C por
48 h, después de la incubacién se midieron los halos de inhibicién con ayuda de
un vernier digital. Se usaron como controles los extractos (100 mg/mL) y el
cloranfenicol (500 mg/mL), se probaron diferentes concentraciones de las
nanoparticulas (20, 40, 60, 70, 80, 90 y 100 mg/mL) resuspendidas en una

solucién acuosa con 10% de tween 80.
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6.3.5. Desarrollo de nanocompositos de nanoparticulas de plata y
fibras electroestiradas de APA-PUL

6.3.5.1. Preparacién de soluciones y proceso de electroestiradas
Se prepararon soluciones de aislado proteico de amaranto y pululano en una
proporcion 50:50 y se les adicion6é una concentracién de 100 mg/mL de AgNPs
secas (se selecciond unicamente las sintetizadas con los residuos de frutas), las
soluciones obtenidas se caracterizaron midiendo su viscosidad en un Redmetro
Brookfield DV3T con software Rheocalc T 1.2.19 y conductividad eléctrica en el
Conductimetro ORION Star A212 de Thermo Scientific. Una vez caracterizadas las
soluciones se sometieron al proceso de electroestirado un aparato equipado con
una fuente de alto voltaje que proporciona un rango variable de 0-30 KV. Todos
los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y las condiciones de
voltaje, distancia al colector y flujo de alimentacion se fijaron a 22 kV, 10 cm y 0.4

mL/h, respectivamente (Aceituno, 2013).

6.3.5.2. Caracterizacion de nanocompositos de AgNPs y fibras
electroestirada de APA-PUL

6.3.5.2.1. Evaluacion de morfologia (SEM)
La morfologia de las nanofibras se examiné utilizando microscopia electrénica de
barrido (SEM). Las muestras se recubrieron con una capa de oro, al vacio. Todos
los experimentos se llevaron a cabo a un voltaje de aceleracién de 15 kV. Los
didmetros de las estructuras se obtuvieron por medio del software Image J, a
partir de las micrografias obtenidas. Tomando en cuenta la medicion de 100
estructuras de cada muestra y posteriormente se construyé un histograma de
distribucién.

6.3.5.2.2. Morfologia y distribuciéon de nanoparticulas de plata

en las fibras (TEM)

Con el fin de determinar la distribucion de las nanoparticulas de plata dentro de las
fibras de proteina de amaranto, se observaron en un microscopio electronico de

transmision microscopio JEOL, modelo JEM-1010 acoplado a una camara Gatan
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Bioscan de 1Kx1K que utiliza el programa Digital Micrograph 3.1 para adquisicién
de imagenes. Las muestras se montaron en rejillas de cobre, electroestirado

directamente sobre ellas durante 10 segundos.

6.3.5.2.3. Distribucion de nanoparticulas de plata por
microscopia electrénica de barrido con detector EDS

Para determinar la distribucién de la plata en las nanoparticulas de plata se utilizd
microscopia electrénica de barrido acoplada a un detector de Rayos X, para lo
cual las muestras se observaron con la técnica de emision de electrones
retrodispersados que depende fuertemente del numero atémico de la muestra.
Esto implica que dos partes de la muestra que tengan distinta composicion se
revelan con distinta intensidad aunque no exista ninguna diferencia de topografia
entre ellas y los rayos X que se generan en una muestra sometida en esta técnica

permiten identificar los elementos presentes y establecer su concentracion.

6.3.5.2.4. Permeabilidad a vapor de agua
Para determinar la permeabilidad de vapor de agua (PVA) se seleccioné el método
desecante segun la norma ASTM-96. En una capsula de porcelana (peso
constante), se agrego silica gel (0% HR), se cubri6é con los films, posteriormente
esta capsula fue ingresada en un desecador (50% HR) a una temperatura de
24°C. Las capsulas se pesaron en una balanza analitica Sartorius CP225D. Se
registré el peso cada hora obteniendo una correlacion mayor a 0.9, igualmente
cada hora se determiné el porcentaje de humedad y la temperatura. A partir de la
pendiente de la curva peso vs tiempo (J) se calculd la velocidad de transmision de
vapor de agua, VTVA, (Ec.7) y con las presiones parciales de vapor de agua de

ambas caras de la pelicula y el espesor de la pelicula se calculé la PVA (Ec. 8):

(7)

J

VTVA =
T=A

(8)
VTVA L

PVA = bR —RED)
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Donde PVA es la permeabilidad al vapor de agua (g/Pa*S*m); L es el espesor
promedio de la pelicula [m]; A es el area de la pelicula [m?]; (RH1-RH2) es la
diferencia de humedades relativas y Pw es la presion de vapor parcial de vapor de

agua a la temperatura de ensayo [Pa].

6.3.5.2.5. Actividad antimicrobiana
Para esta etapa se seleccion6 como una de las cepas mas susceptibles E. coli. En
tubos Falcon de 50 mL se adicionaron 15 mL de caldo soya tripticaseina y se
inocularon 5 pL de la cepa previamente lavada, posteriormente se adicionaron las
fibras electroestiradas (fibras con AgNPs y fibras sin activo), los tubos se
incubaron a 35°C y a diferente tiempos de incubacion se (0, 2, 4, 8 y 12 h) se tomé
una alicuota de 1mL y se realizaron 6 diluciones que se sembraron por el método
de vaciado en placa, las cajas se incubaron a 35°C por 24h y se realiz6 el conteo
de colonias para construir la curva de crecimiento. Se utilizd6 como control el

crecimiento del microorganismo sin ningun tipo de estrés.

6.3.6. Desarrollo de nanocompositos de AgNPs, nanofibras

electroestiradas de APA-PUL y nisina

6.3.6.1. Preparacion de soluciones

Se prepararon soluciones de aislado proteico de amaranto y pululano en una
proporcion 50:50 y se les adicion6é una concentracién de 100 mg/mL de AgNPs
secas (sintetizadas con mosto de uva) y 20 mg de nisina, las soluciones obtenidas
se caracterizaron midiendo su viscosidad en un Redmetro Brookfield DV3T con
software Rheocalc T 1.2.19 y conductividad eléctrica en el Conductimetro ORION
Star A212 de Thermo Scientific. Una vez caracterizadas las soluciones se
sometieron al proceso de electroestirado un aparato equipado con una fuente de
alto voltaje que proporciona un rango variable de 0-30 KV. Todos los experimentos
se llevaron a cabo a temperatura ambiente y las condiciones de voltaje, distancia
al colector y flujo de alimentacion se fijaron a 20 kV, 10 cm y 0.4 mL/h,

respectivamente.
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6.3.6.2. Actividad antimicrobiana

En tubos Falcon de 50 mL se adicionaron 15 mL de caldo soya tripticaseina y se
inocularon 5 yL de la cepa de Listeria monocytogenes previamente lavada,
posteriormente se adicionaron las fibras electroestiradas (fiboras con AgNPs y
fibras sin activo), los tubos se incubaron a 35°C y a diferente tiempos de
incubacion se (0, 2, 4, 8 y 12 h) se tomd6 una alicuota de 1mL y se realizaron 6
diluciones que se sembraron por el método de vaciado en placa, las cajas se
incubaron a 35°C por 24h y se realiz6 el conteo de colonias para construir la curva
de crecimiento. Se utiliz6 como control el crecimiento del microorganismo sin

ningun tipo de estrés.

6.4. Analisis estadistico

Los analisis se realizaran por triplicado y se calculara la media y error estandar.
Para ello, se empleara el paquete estadistico JMP 8 y se realizara comparacion de

medias entre tratamiento.
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7. RESULTADOS

7.1.Caracterizacion de soluciones APA-PUL: Nisina

En el proceso de electroestirado existen diversos factores que pueden cambiar la
morfologia y el diametro de las fibras, entre los que se pueden encontrar
caracteristicas de la solucion principalmente la viscosidad, conductividad eléctrica
y tensién superficial (Bhardwaj & Kundu 2010), las cuales pueden variar con la
adicion del compuesto activo. En el cuadro 10 se presentan los valores de la
viscosidad y conductividad eléctrica de las soluciones de APA-PUL en acido
férmico con y sin nisina, antes del proceso de electroestirado. Las soluciones
APA-PUL sin activo presentaron una viscosidad y conductividad de 67.30 mPa.sy
7.68 mS/cm respectivamente. La incorporacion de nisina disminuyo
significativamente (P<0.05) ambos parametros, la conductividad eléctrica de la
solucion se vio afectada cuando se adicionan compuestos activos que presentan
funcionalidades idnicas, tal es el caso de la nisina la cual al pH de la solucién (2.3)
se encuentra cargada de manera positiva al encontrarse por debajo de su punto
isoeléctrico, lo que podria saturar la soluciéon impidiendo el movimiento libre de los
iones y disminuyendo asi la conductividad, de igual manera esta disminucion fue
dependiente de la concentracion (Okutan et al., 2014). En el caso de la viscosidad
unicamente la concentracion mas alta de nisina presenté diferencias significativas
con respecto al control, observandose una disminuciéon de hasta el 30%, estos
resultados son similares a los reportados por Aceituno et al., 2012 y Wongsasulak
et al., 2010, quienes observaron que al aumentar la concentracion de sustancias

proteicas en soluciones poliméricas la viscosidad tiende a disminuir.

Cuadro 10. Caracterizacion de las soluciones API-PUL vy fibras electroestiradas

Concentracion de Conductividad Viscosidad Diametro EE (%)
nisina (mg/mL) (mS cm") (mPa.s) (nm)
0 7.68 = 0.125° 67.30 = 0.066" 229.6 + 8.4° ---
10 4.42 £0.132° 63.46 +0.203* 1732 +6.8° 80.82+0.06"
20 3.41 +0.124° 46.76 £2.74° 1241 £15.7° 95.41+0.10°

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas, letras
distintas en la misma columna representan diferencias significativas con la prueba de
Tukey (P<0.05).
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7.2.Morfologia y distribucion de tamano de fibras

La figura 11 muestra las imagenes de microscopia electronica de barrido de las
fibras electroestiradas de APA-PUL sin nisina (a) y para las fibras con 10 (b) y 20
(c) mg de nisina, en las que se puede observar la obtencion de fibras lisas,
continuas, sin ninguna clase de defectos. Esto esta relacionado con una
distribucion uniforme de los componentes en las fibras formadas, resultados
atribuidos a una alta miscibilidad entre los compuestos y que la adicion de nisina
no afectd la producciéon de fibras y no modificé su morfologia (Aceituno-Medina,
Mendoza, et al., 2013; Wongsasulak et al., 2010). La produccién de fibras lisas
con diametros en escala nanométrica conlleva a areas superficiales mas grandes
que superan la limitacion de una liberacion rapida, asociada generalmente con
otros sistemas de encapsulacion, ademas mejora la difusion del activo por su
elevada area superficial y arquitectura interconectada porosa (Pillay et al., 2013),
por lo que los sistemas obtenidos son prometedores para una liberacion
controlada de nisina.

En la figura 11 también se pueden observar los histogramas de distribuciéon de
tamano de las fibra, en los tres casos se observa una distribucién no homogénea
del tamafo presentando las mayores frecuencias a 200, 160 y 100 nm para las
fibras APA-PUL sin cargar y las fibras con nisina en 10 y 20 mg respectivamente.
Se observo una disminucion de aproximadamente el 46% con respecto a las fibras
control y la concentracion mas alta de nisina. Existe una clara relacion entre la
adicién de nisina y la disminucién del diametro, lo que se puede explicar con los
cambios en cuanto a viscosidad y conductividad de las soluciones utilizadas para
producirlas. La disminucién de la viscosidad propicié un mayor entrecruzamiento
molecular de los componentes y mejord las propiedades de estiramiento de la
solucion, lo que resultd en una disminucién del diametro de las fibras (Neo, Ray,
et al.,, 2013). Para el caso de la conductividad eléctrica se ha reportado que
disminuciones de esta se relacionan con aumento en el diametro de la fibra, sin
embargo en este trabajo se observd lo contrario, esto indica que tenemos el
suficiente numero de cargas para poder llevar a cabo el proceso de electroestirado

tal como lo observd Neo et al. 2013. Es interesante resaltar que los diametros
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obtenidos son menores a los reportados para un sistema de PDLA y PEO
adicionado con nisina, en donde los didmetros se encontraron entre los 400 y
450nm (Ahire & Dicks 2014).
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Figura 11. Microscopia electronica e histograma de frecuencias de diametro fibras
electroestiradas de proteina de Amaranto-Pululano a) Mezcla (50:50), b) mezcla
50:50:10 mg Nisina, c) mezcla 50:50:20 mg Nisina.
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7.3.Evaluacion de la actividad antimicrobiana en medio liquido
La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las fibras se midié en medio
liquido contra un microorganismo deteriorador (Leuconostoc mesenteroides) y un
microorganismo patoégeno (Listeria monocytogenes). Leuconostoc mesenteroides
se considera un microorganismo de descomposicion, que ha sido aislado de
productos lacteos y productos carnicos, vinos, frutas y verduras, es causante de
olores y sabores desagradables, moco y coloraciones verdosas en productos
alimenticios (Basak, Ramaswamy, & Piette, 2002). L. monocytogenes es una
bacteria patdgena causante de la enfermedad conocida como Listeriosis cuyos
sintomas mas frecuentes son fiebre, dolor muscular, problemas gastrointestinales
y recientemente se ha relacionado con problemas del sistema nervioso, listeria se
puede encontrar en el tracto gastrointestinal de humanos, suelo, agua, vegetales
frescos y productos lacteos (A. Costa, Lourenco, Civera, & Brito, 2018; Kljujev et
al., 2018). Debido a los problemas relacionados con ambos microorganismo es
importante el desarrollo de empaques que eviten la contaminacion o inhiban el
crecimiento, en este sentido las fibras electroestiradas cargadas con nisina

representan una alternativa viable para la produccién de empaques.

En la figura 12 se presentan las curvas de crecimiento de estos microorganismos
usando como antagonistas las fibras control y las fibras cargadas con nisina. En el
caso de Leuconostoc se puede observar una diferencia significativa en el
crecimiento cuando se adicionan las fibras con nisina, ya que en ambas
concentraciones se observa un efecto bacteriostatico después de las 6 y 4 horas
en las fibras con 10 y 20 mg, respectivamente. Por el contrario, el tratamiento con
las fibras control presenta un crecimiento similar al crecimiento del
microorganismo sin tratamiento, lo que nos indica que los componentes de las
fibras no presentan actividad antimicrobiana por si solos y que la actividad
observada corresponde Unicamente a la nisina encapsulada, al final del
tratamiento existié una diferencia de 7 log de las fibras con nisina y el crecimiento
normal del microorganismo, resultados satisfactorios para poder usar el sistema

de encapsulacion, contra microorganismos deterioradores como Leuconostoc.
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Figura 12. Curvas de crecimiento microbiano de a) L. mesenteroides y b) L.

monocytogenes en caldo de cultivo MRS y ST respectivamente tratadas con las
fibras control y fibras cargadas con nisina.
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La curva de crecimiento de L. monocytogenes se muestra en la figura 12b, en
donde se pueden observar resultados similares al experimento de L.
mesenteroides. Las fibras control (sin nisina), presentan un crecimiento similar que
el crecimiento normal del microorganismo, mientras que las fibras adicionadas con
10 mg de nisina presentaron una disminucion de 1.22 log con respecto a la
concentracion inicial a las 6 horas de tratamiento y nuevamente un efecto
bacteriostatico y en las fibras con 20 mg de nisina se logré la inactivacién total del
microorganismo a las 6 horas de tratamiento, lo que nos indica un efecto dosis
dependiente. Resultados similares fueron reportados por Imran et al. (2015)
quienes elaboraron nanoliposomas de lecitina marina y lecitina de soya cargados
con nisina, en donde observaron el mismo efecto bacteriostatico contra L.
Monocytogenes. Sin embargo no llegaron a la inactivacion completa del
microorganismo hasta que adicionaron nisina libre, estas diferencias con nuestro
sistema pueden estar relacionadas con las eficiencias de encapsulacion obtenidas
ya que ellos presentan del 47% mientras que las fibras de APA-PUL tienen
eficiencias del 80 al 95% (Cuadro 10), lo que representa una ventaja importante
para poder ser usados como sistema de liberacion de compuestos antimicrobianos

como la nisina.

7.4.Evaluacién de perfiles de liberacion

7.4.1. Perfiles de liberacion a diferentes valores de pH

El perfil de liberaciéon de nisina de fibras electroestiradas de APA-PUL se midi6 a
dos diferentes valores de pH en una solucién amortiguadora de acetatos a 3.4 y
una solucién amortiguadora de fosfato a 6.1, valores de pH que normalmente
presentan el jugo de manzana y el queso Panela fresco, utilizando las fibras con la
mayor concentracién de activo (20mg). El porcentaje de nisina liberado se calculé
de acuerdo a la eficiencia de encapsulacién del 95.4%. La figura 13 muestra la
liberacion de nisina con respecto al tiempo en los dos valores de pH, en ambos
valores se observd una liberacion rapida en las primeras 10 horas del

experimento, seguido de una liberacion gradual mas lenta. Se puede observar que
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en un medio acido existe una mayor liberacion alcanzando hasta un 92.77%,
mientras que en un pH neutro se alcanzan valores mas bajos de hasta el 65.12%,
esta diferencia puede explicarse con el punto isoeléctrico de las proteinas
utilizadas. El punto isoeléctrico del APA vy nisina es 5.0 y 8.5 respectivamente
(Shevkani, Singh, Rana, & Kaur, 2014; Stunkard, 2009), por tanto al ser colocadas
en una solucibn con pH 3.4 ambas proteinas se encuentran cargadas
positivamente, existiendo una repulsion electronica entre la estructura de la fibra y
el activo, lo que facilita la difusion de nisina desde las nanofibras al medio. Por el
contrario, cuando el pH es de 6.1 la proteina de amaranto se encuentra cargada
de manera negativa y la nisina permanece con cargas positivas, por lo que las
interacciones electrostaticas entre el APA y la nisina se vuelven atractivas, estas
interacciones junto con las interacciones hidrofébicas pudieron haber causado
una menor liberacion de nisina en un pH cercano al neutro (D. Xiao, Davidson, &
Zhong, 2011). Otro factor importante para la liberacion de nisina es la solubilidad
de los componentes de las fibras, el pululano es un polimero altamente soluble en
agua lo, que explica la liberacién rapida en las primeras horas, mientras que el
APA cambia su solubilidad con respecto al pH, siendo mas soluble en pH alcalinos
y acidos que a pH neutros (Aceituno-Medina, Lopez-Rubio, Mendoza, & Lagaron,
2013). La figura 13b muestra la morfologia de las fibras después de 8 horas de ser
colocadas en jugo de manzana (pH 3.4) y queso panela (pH 6.1), similar a lo que
se observa en la curva de liberacion en soluciones amortiguadoras, existe una
mayor degradacion de la morfologia cuando se encuentra a un pH acido
comparado con el neutro, ademas el contenido de agua es diferente lo que
conduce a una mayor hinchazén y pérdida de la morfologia de las fibras
electroestiradas. La liberacion de nisina a partir de las fibras API-PUL es mas lenta
que la observada en nano capsulas de zeina elaboradas por Xiao et al. 2011,
quienes tuvieron una liberacion del 100% en pH acidos despues de 30 minutos,
estos resultados representan una ventaja, ya que la liberacion rapida a las
primeras horas puede ayudar a disminuir la carga inicial del microorganismo vy

posteriormente una liberacion paulatina ayudaria a inhibir el crecimiento de los
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microorganismos que hayan quedado remanentes ayudando a alargar la vida de

anaquel del producto al que sean adicionadas.
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Figura 13. a) Perfil de liberacion de nisina de las fibras APA-PUL a diferentes
valores de pH, b) nanofibras APA-PUL 20 mg de nisina en jugo de manzana y c)

nanofibras APA-PUL 20 mg de nisina en queso panela
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7.4.2. Modelos de liberacion

El estudio del mecanismo de liberacion de nisina de las fibras electroestiradas es
una caracteristica importante para determinar sus posibles aplicaciones en la
industria alimentaria, asi como las posibles mejoras que el sistema de transporte
pueda necesitar. Los modelos matematicos brindan informacion sobre los
fendbmenos de transporte del compuesto activo desde las fibras electroestiradas
hacia el medio, lo cual es fundamental para el desarrollo de sistemas de
administracién controlada (Neo et al., 2013). El proceso de liberacién de un
compuesto activo incluido en un sistema de encapsulacion se puede llevar a cabo
mediante diversos mecanismos tales como difusion, relajacién o hinchamiento de
las cadenas de polimero. La difusidon ocurre cuando un activo atraviesa el material
de pared, estimulado por el gradiente de concentracion que existe entre el sistema
de liberacion del compuesto y el medio circundante. Mientras que en el proceso de
hinchamiento de un polimero, la matriz polimérica que inicialmente se encuentra
en estado cristalino sufre una transicion vitrea y se forma un hidrogel. En ambos
casos los perfiles de liberacion de estos sistemas se caracterizan por presentar
una disminucién de la velocidad de liberacion con el tiempo, que se relaciona con
la mayor distancia que tiene que recorrer el compuesto activo desde dentro de la
matriz hasta el medio (Heunis, Bshena, Klumperman, & Dicks, 2011).

Con el fin de estudiar el mecanismo de la liberacion de nisina a partir de las fibras
electrohiladas API-PUL, se utilizaron cinco diferentes modelos cinéticos que se
ajustaron a los datos de liberacion del 65% y del 80% (nisina liberada) para los
modelos Kors-Peppas y los demas, respectivamente. El cuadro 11 muestra el
coeficiente de correlacién (r%) de la relacion lineal entre la liberacién de nisina (%)
y el tiempo en diferentes valores de pH. Se puede observar que el modelo de
liberacion de nisina a pH 3.4 presenta un valor "n" de 0.48 (obtenido de la
ecuacion de Ritger-Peppas), caracteristica de una difusion de tipo Fickiano
(Singhvi & Singh 2011). El mayor valor de r? (0,968) se obtuvo con el modelo de
Higuchi, que describe una liberacion controlada por difusién de matrices porosas,
que sigue un mecanismo tipo Fickiano, este resultado se correlaciona con el valor
de "n" obtenido (MacRi et al., 2012; Yao & Weiyuan 2010). Por otro lado, para la
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liberacién a pH 7,1, el modelo que mejor se ajustd a la mayoria de los datos fue el
modelo Ritger-Peppas con un r* de 0,93 y un valor n de 0,385 que corresponde a
un mecanismo de difusion andmalo o no fickiano, en el que se combinan los
mecanismos de difusion parcial a través de una matiz hinchada y poros llenos de
agua (MacRi, Sheihet, Singer, Kohn, & Clark, 2012). Debido a lo anterior se puede
sugerir que la principal liberacion de nisina esta controlada por el mecanismo de
difusion donde, la rapida liberacion en las primeras 10 horas se debe a las
moléculas de nisina que se encuentran en la superficie de las fiboras APA-PUL, las
cuales se liberan de manera mas facil al medio. Posteriormente la liberacién de 10
a 12 horas puede explicarse como la consecuencia de la hinchazén y la erosién de
las fibras, posteriormente la lenta liberacion de nisina en las ultimas horas se debe
a que existe un aumento de la longitud de recorrido a través de la fibra. Un
comportamiento similar a la liberaciéon de nisina en las fibras de APA-PUL fue
observado por Sun et al. (2013) en donde se estudio la liberacién de curcumina de

fibras electroestiradas elaboradas con alcohol poli vinilico (PVA).

Cuadro 11. Valores de r* del ajuste de las curvas de liberacion a pH acido y
neutro con diferentes modelos matematicos

Modelo pH 3.4 pH 6.1
Ritger-Peppas M¢/M..= kt" 0.909 0.932

N 0.481 0.385

Orden-cero M{/M..= kt 0.805 0.661
First order In (1 M¢/M..)= -kt 0.962 0.802
Higuchi M/M..= kt'* 0.968 0.824
Hixson-Crowell (1-M¢/M.,)"*= -kt 0.929 0.761

Los valores de r* se obtuvieron en Excel y el valor n utilizando solver

7.4.3. Perfil de liberacion en jugo de manzana

El jugo de frutas en una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo debido
a que presenta un aporte importante de compuestos bioactivos como vitaminas,
compuestos fendlicos, antocianinas, carotenoides, entre otros (Sung, Song, Kim,
Ryu, & Kang, 2014). Entre los jugos mas consumidos se encuentra el de manzana

el cual tiene un rango de pH de 3.1 a 4.4 por lo que se considera como un
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alimento con bajo riesgo de contener microorganismos patégenos, en este sentido
se han reportado algunos brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAS) causados por esta bebida relacionados con microorganismos como
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella y Listeria monocytogenes (M.-R. Choi et al.,
2012). Lo que conlleva a la busqueda de técnicas para la inactivacion de estos
microorganismos, una de las mas utilizadas es la pasteurizacién que implica un
calentamiento del jugo a temperaturas de hasta 100°C, afectando sus
caracteristicas sensoriales y por ende su venta (Gouma, Alvarez, Condén, &
Gayan, 2015). Una alternativa a técnicas como la pasteurizacion es la adicién de
agentes antimicrobianos naturales como las bacteriocinas, sin embargo en
diversos estudios se ha observado que la adicion de estos compuestos a una
matriz alimentaria disminuye su actividad antimicrobiana, pues interaccionan con
compuestos propios del alimentos como iones o incluso otras proteinas, motivo
por el que se ha optado por proteger estos compuestos mediante encapsulacién
en materiales de pared como las nanofibras de amaranto (Blanco-Padilla et al.,
2014). En la figura 14 se presenta la cinética de crecimiento de L. mesenteroides
en jugo de manzana estéril, este es un microorganismo considerado como
deteriorador de diversos alimentos entre los que se encuentran productos carnicos
y jugos de frutas (Alonso & Alvares 2010). En el grafica se puede observar que la
poblacién del microorganismo sufre una disminucidén de aproximadamente 1 log
UFC/mL después de las 98 horas de estudio, siendo similar este comportamiento
en los jugos donde se colocaron nanofibras sin activo, este comportamiento puede
deberse a el pH acido del jugo de manzana que se encontraba a 3.4 al inicio del
experimento y disminuyé hasta 2.8 al final del mismo, debido al crecimiento de los
microorganismos inoculados. En el caso del jugo adicionado con nisina libre no se
observaron diferencias significativas con respecto al jugo sin tratamiento, en otros
estudios se ha demostrado que la nisina es inestable en pH acidos como el del
jugo de manzana, llegando a la inactivacion total de la actividad antimicrobiana,
como se observa en los resultados obtenidos (Aasen et al., 2003). Por el contrario,
los tratamientos de jugo de manzana adicionados con nisina en nanofibras

lograron una reduccién aproximadamente de cinco logaritmos de UFC/mL con
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respecto a la concentracién inicial, siendo una reduccion mayor a otros
tratamientos como las altas presiones en donde se observaron reducciones de
hasta 2 logaritmos en jugos de frutas (Basak et al., 2002). Observar una mayor
reduccién con nisina en nanofibras no representa un aumento de la actividad
antimicrobiana, si no que indica que existe una proteccion y una liberacion

controlada del activo al incorporarse en nanofibras de amaranto.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de L. mesenteroides en jugo de manzana

estéril con diferentes tratamientos.

En la figura 15 se presenta la cinética de crecimiento de Salmonella Typhimurium
donde se observa un comportamiento similar al de Leuconostoc, las nanofibras sin
activo y el microorganismo como tal presentan una disminucién significativa de la
concentracion inicial del microorganismo, pues es bien sabido que el pH es un
factor de crecimiento intrinseco critico para la inhibicion de la proliferacion
microorganismos y uno de las principales factores conservadores de alimentos. Es

ampliamente conocido que el bajo pH inhibe el crecimiento de microorganismos y
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se ha estudiado el efecto sinérgico que presenta con otros tratamientos como el
térmico (J.-Y. Lee, Kim, & Kang, 2015). Comparando las curvas de crecimiento de
la nisina libre y encapsulada podemos observar que al adicionar nisina en el jugo
de manzana, ésta pierde su actividad calentamiento 6hmico y gas ozono, sin
embargo estos tratamientos requieren de calentamiento para lograr la inactivacion,
lo que representa una desventaja del uso de estos, ademas que las reducciones
en la poblacién microbiana son menores a las observadas con los tratamientos
evaluados en este estudio (Choi et al. 2009; Gabriel & Nakano 2009; Sung et al.
2014).
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Log UFC/mL
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-o— Nisina Libre -=- Flbras APA-PUL ---- Fibras APA-PUL  ==- S. Typhimurium
20 mg Nisina

Figura 15. Cinética de crecimiento de S. Typhimurium en jugo de manzana estéril
con diferentes tratamientos.

La cinética de crecimiento de L. monocytogenes se presenta en el grafico de la
figura 16, los resultados son similares a los microorganismos anteriores, donde se
observo disminucién de la carga inicial en las nanofibras sin activo y en nisina libre
debido al efecto del pH como se observa en el jugo sin tratamientos. En el caso de
la nisina encapsulada la disminucién fue de 6 log UFC/mL después de las 24

horas de tratamiento, esto sugiere que el microorganismo presenta una menor
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tolerancia a nisina que Leuconostoc y Salmonella, en comparacién con el efecto
del calentamiento 6hmico se obtuvo una mayor reduccién en jugo de manzana,

pues solo se logroé reducir 3 logaritmos (Gouma et al., 2015; J.-Y. Lee et al., 2015)

Log UFC/mL

Limite de deteccion

c I I L] I 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (hrs)
-o- Nisina -~ Flbras APA-PUL -+ Flbras APA-PUL =¥ |. monocytogenes
libre 20 mg Nisina

Figura 16. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes en jugo de manzana
estéril con diferentes tratamientos.

7.4.4. Determinacion del perfil de liberacion en queso panela

La mayoria de los quesos producidos en México son denominados quesos
frescos, representando aproximadamente el 80% del queso total consumido. Este
tipo de quesos se caracterizan por una vida util corta, debido al alto nivel de
humedad, baja concentracién de sal y pH neutros. Debido a su alto contenido de
agua tienen gran tendencia a la sinéresis. Uno de los representantes mas
importantes de este grupo es el queso Panela, que es un queso templado y
hamedo, con un sabor dulce (Cruz-guerrero, Garci, & Jime, 2009; Guzman-

hernandez, Contreras-rodriguez, Hernandez-velez, & Perez-martinez, 2016;
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Stensberg, Wei, Mclamore, & Marshall, 2012). Este tipo de quesos generalmente
se preparan con leche sin pasteurizar, lo que los hace propensos a la
contaminacién por diversos microorganismos, esta es la razén por la que se
encuentran relacionados con brotes de enfermedades transmitidas por alimentos,
de acuerdo con el centro de control y prevencién de enfermedades (por sus siglas
en ingles CDC) el 29% de las ETAS esta relacionado con el consumo de queso
en Estados Unidos, lo que representa un problema de salud grave (Saxer,
Schwenninger, & Lacroix, 2013). La contaminacion microbiana puede ocurrir en
cualquier etapa de la produccion del queso, siendo los patégenos mas frecuentas
E. coli, Campylobacter, Salmonella y Listeria (Guzman-Hernandez et al. 2016).
Para eliminar este tipo de contaminacién es recomendable un tratamiento de
pasteurizacion, sin embargo los productores observan que el sabor del queso
cambia cuando se utiliza este proceso, por lo que el uso de antimicrobianos, como
las bacteriocinas, es una alternativa. El uso de nisina encapsulada en nanofibras
de proteina de amaranto y pululano fue evaluado para usarse como una pelicula
comestible para queso panela para inhibir el crecimiento de Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes y L. mesenteroides, la evaluacién de la

actividad antimicrobiana se llevé a cabo durante 7 dias.

La figura 17 representa la curva de crecimiento de Salmonella en la que se puede
observar que en ninguno de los tratamientos se observd crecimiento del
microorganismo, lo que puede estar relacionado con las temperaturas de
refrigeracion en las que se almacenaron los trozos de queso, sin embargo es
notoria una gran diferencia cuando se comparan los tratamientos de nisina libre y
nisina encapsulada, ya que al adicionar la nisina en su forma libre esta perdi6
completamente su actividad antimicrobiana, ya que no logro una reduccion
significativa de la poblacién del microorganismo. La disminuciéon de su actividad
puede deberse principalmente a que se une a componentes del queso como la
proteinas y la grasa, por el contrario cuando la nisina se encuentra encapsulada
existe una liberacién controlada, que no permite la inactivacion de la bacteriocina,
se puede observar que desde las primeras horas del estudio existid una

disminucién de aproximadamente 2 logaritmos, logrando la inactivacién completa,
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después de 7 dias de tratamiento. Existen diferentes estudios en los que se ha
tratado de disminuir la contaminacion de Salmonella en quesos frescos como el
panela, entre ellos el uso de altas presiones hidrostaticas en las que se logré
observar una disminucién del contenido inicial del microorganismo, sin embargo se
observo que las bacterias eran capaces de recuperarse, ya que no se llega a la

inactivaciéon completa del microorganismo (Lo & Herna 2007).
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Figura 17. Cinética de crecimiento de Salmonella Typhimurium en queso panela
comercial con diferentes tratamientos.
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En el caso de Listeria monocytogenes se presenta la curva de crecimiento en la
figura 18, en donde se puede observar resultados similares a los encontrados

para Salmonella, sin embargo este microorganismo requiri® mayor tiempo de

tratamiento para su inactivacion completa, ya que fueron necesarios 9 dias para
no observar crecimiento del microorganismo, mientras que en el tratamiento en el

que se adiciond nisina libre se observd una disminucion a los dos dias del
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experimento de aproximadamente medio logaritmo y después de un dia se
observd nuevamente crecimiento de Listeria llegando a ser similar al control
negativo, que no tenia ningun tipo de tratamiento. También se puede observar que
las fibras de amaranto y pululano por si solas no presentaban actividad
antibacteriana, pues no existi6 disminucién de la concentracion inicial del
microorganismo

Por otra parte existen algunos estudios en donde se evalua la disminucion de
Listeria con diversos tratamientos como las altas presiones y su combinacion con
extractos de timol, con este ultimo tratamiento se observé una reduccion de
Listeria de 1.68 logaritmos de CFU/g, usando presiones de hasta 40 MPa , el
inconveniente con este tratamiento es que el timol es un compuestos con olor y
sabor caracteristico que modifica las caracteristicas sensoriales de los alimentos y

no se alcanzo la inactivacién completa de la carga inicial (Bleoanc et al., 2016).
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Figura 18. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes en queso panela

comercial con diferentes tratamientos.
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En la figura 19 se presenta la curva de crecimiento de Leuconostoc, este fue el
microorganismo que requiri6 mas tiempo para lograr la inactivacion completa, ya
que esta se pudo observar hasta los siete dias del tratamiento, la nisina
adicionada en su forma libre logro una disminucion de 0.6 unidades logaritmicas y
manteniendo un efecto bacteriostatico similar al control. Mientras que las fibras sin
cargar que como ya se mencioné se puede relacionar a la temperaturas de
refrigeracion a la que se sometidé el queso panela, durante el experimento, se
observa el mismo efecto de pérdida de la actividad antimicrobiana de nisina al
adicionarse en su forma libre, mientras que encapsulada se lleva a cabo una

reduccion de 4.5 Log de UFC/g.

B

W‘-- 1 T R L TR T A g e s § it § 205 T IV I LA bl ¢ e ¢ X
\ —

4_\ G @ PN o

_EI * '\\‘L
o ~~<
-
D -
> LN
9 24 \
\
\
\
\
\
1 e ——— -
———-a
\\~\
\‘\\
\\\
c 1 1 1 1 1 1 1 1 \- 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (hrs)
-o— Nisina -~ Flbras APA-PUL --x+ Flbras APA-PUL -¥.. | . mesenteroides
libre 20 mg Nisina

Figura 19. Cinética de crecimiento de L. mesenteroides en queso panela
comercial con diferentes tratamientos.

Los resultados obtenidos permiten sugerir que el uso de las nanofibras de proteina
de amaranto y pululano cargadas con nisina representa una alternativa viable para
la eliminacién de microorganismos patégenos en la superficie de queso panela,

cuando se usan como una pelicula comestible, ya que al utilizarse como una
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pelicula comestible en queso panela se observé una disminucion del 100% de la

poblacion a las 172 horas del tratamiento.

7.5.0Obtencidén y caracterizacion de extractos

Con el objetivo de aprovechar subproductos de la industria alimentaria,
principalmente de la industria vinicola y de jugos se frutas, se obtuvieron extractos
acuosos por el método de percolacion de cuatro materiales secos: orégano,
pericon, mosto de uva y bagazo de naranja, los cuales se liofilizaron para obtener
un polvo seco, en el cuadro 12 se presentan los rendimientos obtenidos para cada

extracto.

Cuadro 12. Porcentaje de rendimiento de los extractos acuosos de diferentes
materiales

Muestra Rendimiento (%)
Orégano 48.62 +2.9
Pericén 17.38 £ 0.7
Mosto de uva 53.6+0.4
Bagazo de naranja 60.7+14

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas

El porcentaje de rendimiento es una relacién entre la masa obtenida del extracto y
la cantidad en gramos de la muestra seca utilizada, este factor se ve afectado por
el método de extraccion y el tipo de solvente, ademas se encuentra relacionado
con los costos de extraccion, por el uso de solventes y la energia necesaria para
llevarla a cabo, por lo que encontrar un método de extraccion eficiente es de suma
importancia (Sharma & Cannoo 2017). En el cuadro 12 se puede observar que el
mayor porcentaje de rendimiento se obtuvo con el bagazo de naranja, seguido del
mosto de uva, orégano y pericon, presentando una tendencia a tener mayores
rendimientos en los subproductos de frutas, comparado con los de las plantas,
esto puede deberse a que los subproductos presentan una cantidad de azucares
que se solubilizan en agua en comparacién con las plantas. Esta caracteristica

podria representar una desventaja, debido a que los hace mas propensos a
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ataques microbianos y ademas después de un tiempo cuando se encontraban en
estado liquido presentaron formacion de geles, principalmente el extracto de
naranja que puede contener una cantidad alta de pectinas (Navarro-cortez et al.,
2018).

7.5.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos utilizados para la produccion de
nanoparticulas se determiné mediante dos métodos, ABTS y DPPH, los resultados
se presentan como la Concentracién Inhibitoria cincuenta (Clsg) que representa la
cantidad de extracto necesaria para inhibir el 50% del radical. La figura 20 muestra
los valores de Clsp en ppm obtenidos para cada extracto, en donde podemos
observar que el extracto acuoso de orégano es el que presenta los valores de Clsg
mas bajos lo que indica una mayor capacidad antioxidante con respecto a los
demas extractos, seguido de los extractos de pericén, bagazo de naranja y mosto
de uva. En este caso la tendencia es diferente a la observada con los porcentajes
de rendimiento, pues aqui las plantas son las que presentan una mayor capacidad
antioxidante.

El extracto acuoso de orégano (Lippia graveolens) presento una Clso de 229.4 +
10.5y 290 + 12.70 ppm, para ABTS y DPPH respectivamente, resultados que son
mas bajos que lo reportado para el aceite esencial de orégano griego, Lippia
turbinata, con 357 y 400 ppm para el radical DPPH, las diferencias encontradas se
deben a la cantidad de compuestos fendlicos extraidos, los cuales difieren de
acuerdo a la especie, el método de extraccion y los solventes utilizados (Quiroga
et al., 2013). El extracto de pericén presento una Cl5p424.50 + 7.90 y 381.4 + 14.5
ppm para ABTS y DPPH, los resultados concuerdan con lo reportado por Oliveiro-
Verbel et al. 2010 quienes reportaron una Clsy de 397 ppm para un extracto
hidroalcolico de la planta Tagetes Ilucida. En cuanto a los extractos de
subproductos de frutas, estos presentaron valores de Clso de 623.40 + 13.65,
549.30 £ 19.40 y 873.90 + 12.56, 731.20 + 7.52 para el extracto de bagazo de

naranja y mosto de uva respectivamente, los valores obtenidos para el desecho de
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naranja son mejores a los obtenidos por Oliveiro-Verbel et al. (2010) para un
extracto etandlico de piel naranja con un valor de 800 ppm. La obtencién de una
mayor capacidad antioxidante puede deberse a que en este trabajo se utilizd todo
el bagazo de naranja que corresponde a la piel y a los arilos de la fruta, en donde
también se encuentra gran cantidad de compuestos antioxidantes como la
vitamina C. Para el mosto de uva de la especie Cabernet Sauvignon, se han
reportado valores de Clsy de 342 ppm, lo cual resulta menor a lo encontrado en
este estudio, es importante recalcar que la cantidad de compuestos fendlicos

presentes en las uvas puede variar entre el afio y el lugar de cosecha.

M ABTS
M DPPH

Pericén Orégano Bagazo de Naranja Mosto de Uva

Extracto

Los resultados se presentan como las media = el error estandar de tres raplicas, letras diferentes en columnas del mismo color representan
diferencias significativas identificadas mediante la prueba de Tukey P<0.05

Figura 20. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS y DPPH en extractos
acuosos y metandlicos de las plantas y frutas objeto de estudio.

Otra técnica utilizada para determinar la actividad antioxidante es el método
CUPRAUC, el cual consiste en la reduccion de cobre, este puede llevarse a cabo
por un método colorimétrico o siguiendo la transferencia de electrones mediante

métodos electroquimicos (Cardenas, Gémez, & Frontana, 2014). En la figura 21 se
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presentan los resultados de la capacidad antioxidante de los extractos acuosos
expresados como miligramos equivalentes de Trolox (mg ET) por gramo de

muestra seca determinados por la técnica CUPRAC.
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100+ ig

50+

mg ET/g muestra seca

Orégano Pericén Bagazo de naranja Mosto de uva
Extracto

Los resultados se presentan como las media = el error estandar de tres raplicas, letras diferentes representan diferencias
significativas identificadas mediante la prueba de Tukey P<0.05

Figura 21. Capacidad antioxidante de extractos acuosos de diferentes materiales

obtenida por la técnica CUPRAC electroquimico.

En la gréfica es facil de observar que la capacidad antioxidante de los extractos de
plantas es superior a la de los desechos de mosto de uva y bagazo de naranja
llegando a ser hasta 3 veces mayor la del extracto orégano que la del extracto de
naranja, estos resultados son acordes a los obtenidos en los métodos de ABTS y
DPPH; sin embargo hasta el momento no se encontraron reportes de la capacidad
antioxidante de extractos similares mediante esta técnica que nos permitan hacer
una comparacion.

La determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos es de suma
importancia ya que podria relacionarse con la sintesis de nanoparticulas de plata

en donde se llevan a cabo reacciones de 6xido reduccion.
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7.5.1. Determinacion de fenoles totales

La figura 22 muestra los contenidos de fenoles totales de los extractos de las
diferentes muestras en los que puede observar que se sigue la misma tendencia
que en la capacidad antioxidante, ya que los extractos de plantas son los que
presentan mayor contenido de compuestos fendlicos, nuevamente el extracto con
un mayor contenido es el de orégano, seguido del pericdn, bagazo de naranja y
mosto de uva. Los fenoles de cascara de uva han sido ampliamente estudiados
reportandose intervalos que van desde 173-127 mg equivalentes de acido galico
por gramo de muestra, los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango
reportado en la literatura (Tournour et al. 2015; Kuck & Norefia 2016). En el caso
del orégano Lippia graveolens se obtuvo un contenido de 330.57 mg equivalentes
de acido galico por gramo de extracto acuoso, resultados similares a los obtenidos
por Zavala Nigoa, et al. (2004) quienes observaron un contenido fendlico de 231
mg EAG en extractos acuosos de orégano griego. Para el caso de los extractos de
pericon y cascara de naranja se han encontrado pocos estudios sobre el contenido
de fenoles totales, pero se puede observar que el extracto de pericon es muy
similar al de orégano, mientras que el de naranja es parecido al mosto de uva,
siendo mayores a los reportados por Rincoén et al., en 2005, sin embargo éstos no
especifican la manera de obtencion de los extractos. En general podemos concluir
que la capacidad antioxidante es proporcional al contenido de fenoles totales,
debido a las tendencias similares que se presentaron entre los compuestos

fendlicos y la capacidad antioxidante determinada por diferentes técnicas.
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Figura 22. Fenoles totales obtenidos por el método de Folin-Ciocalteu de
extractos acuosos, expresados como mg equivalentes de acido galico.

7.5.2. Cuantificacion de fenoles mediante HPLC/DAD

Para la cuantificacion de fenoles en los extractos acuosos liofilizados se utilizd

cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de arreglo de diodos

(HPLC/DAD) y con la ayuda de 19 estandares se identificaron los picos obtenidos,

de los cuales se realizaron curvas de calibracién que se presentan en el apartado

de anexos y en la figura 23 se presentan los estandares separados.
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Figura 23. Cromatograma obtenido por HPLC/DAD de la mezcla de estandares.
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7.5.2.1. Extracto acuoso de mosto de uva

En el cuadro 13 se muestran los compuestos fendlicos encontrados en extractos
acuosos de mosto de uva (piel, tallos y semilla), en donde se presenta la
concentracion en mg del compuesto por gramo de muestra seca y el ajuste
obtenido en la curva, se pudieron identificar cinco acidos fendlicos, cuatro

flavonoides y un estilbeno (Figura 24).

Cuadro 13. Contenido de compuestos fendlicos de extractos metandlicos de
cascara de uva mediante HPLC/DAD.

Concentracién
(mg/g muestra
seca)

Compuesto

% Ajuste

Acidos fenélicos
Acido galico 1.36 + 0.39 93.9
Acido cafeico 293+012 98.7
Acido cumarico 1.421 + 0.22 96.5
Acido clorogénico 0.18 + 0.11 94.6
Acido protocatecuico 020+ 0.16 97.9
Flavonoides
Rutina
0.34 £ 0.01 %9
Kaempferol 2.48 +0.23 92.3
Apigenina 1.17 £ 0.10 98.7
Estilbeno
Resveratrol 141 +0.22 94.4

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas

El compuesto que se encontré en una mayor concentracion fue el acido cafeico,
seguido del Kaempferol, resveratrol y apigenina, el perfil de compuestos fendlicos

es similar al reportado por Peixoto et al. 2018 en un extracto hidroalcolico de
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mosto de uva fermentado, sin embargo no se menciona la variedad de uva
utilizada, en este estudio los compuestos mayoritarios del extracto son acidos
fendlicos como el cafeico, galico y cumarico y algunas antocianinas que no fueron

identificadas en nuestro estudio.

HO oH

OH
Mosto de uva Acido cafeico (+) Catequina Kaempferol

Cabernet Sauvignon

Figura 24. Estructura quimica de algunos de los compuestos encontrados en el

extracto acuoso de mosto de uva.

7.5.2.2. Extracto de cascara de naranja

El contenido de diferentes compuestos fendlicos en extractos acuosos de cascara
de naranja se presentan en el cuadro 14 , expresado en mg/g de materia seca. En
el caso de este extracto, ademas de los estandares se adiciono un estandar de
Naringenina, compuesto encontrado en este material como lo reporta Escobar
2010, quien probo diferentes métodos de extraccidn de compuestos fendlicos en
cascara de naranja reutilizada encontrando concentraciones de 5.04 mg/g en base
seca, resultado menor a lo obtenido en este estudio, aun no se han encontrado
reportes de la cuantificacion de compuestos fendlicos en extractos acuosos de

desechos de naranja.
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Cuadro 14. Contenido de compuestos fendlicos de extractos acuosos de bagazo
de naranja mediante HPLC/DAD.

Concentracion

Compuesto % Ajuste

(mg/g muestra
seca)

Acidos fenélicos
Acido galico 8.29 + 0.28 93.9
Acido cafeico 201+0.18 98.7
Acido cumarico 035+ 0.16 96.5
Acido clorogénico 279 +0.33 94.6
Acido protocatecuico 062 + 0.06 97.9
Flavonoides
Rutina
0.52 £ 0.15 9.9
Kaempferol 1.17 0.05 92.3
Naringenina 168 +053 98.7
Aldehido
Vainillina 052 +0.15 97.6

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas

Los compuestos mayoritarios del extracto acuoso de bagazo de naranja fueron el
acido galico, clorogénico, cafeico, naringenina y kaempferol (Figura 25),
presentando un perfil de compuestos fendlicos similar al del mosto de uva
caracterizados por la presencia mayoritaria de acidos fendlicos y flavonoides. Un
perfil de compuestos fendlicos similar fue reportado por Sanchez-Aldana et al.
(2013), quienes elaboraron extractos acuosos acidos de cascara de naranja, en
donde encontraron un perfil de compuestos rico en naringenina, esperidina y acido
cumarico en concentraciones menores a las reportadas en este trabajo, lo cual

puede deberse a que se utilizé unicamente la piel de naranja y nosotros utilizamos
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los gajos, semillas y piel que tiene una cantidad considerable de compuestos

fendlicos y aceites esenciales.

O
o o8
OH HO" > N0 7

OH OH OH
Acido gélico Acido clorogénico

Bagazo de
naranja

Figura 25. Estructura quimica de algunos de los compuestos encontrados en el

extracto acuoso de bagazo de naranja.

7.5.2.3. Extracto acuoso de orégano (Lippia graveolens)

La especie Lippia graveolens es conocida como orégano mexicano y ha sido
estudiado debido a que presenta compuestos terpénicos en su aceite esencial y
por el contenido de compuestos con actividad antimicrobiana (Reyes, 2010), entre
los que se encuentran el timol y carvacrol, compuestos que han sido identificados
en otras especies de orégano como el Origanum vulgare (Martins et al., 2014).

En el cuadro 15 se presenta el perfil de compuestos fendlicos del extracto de
orégano en el que se lograron identificar seis acidos fendlicos, cuatro flavonoides,
un aldehido y un monoterpeno. El acido rosmarinico, galico y elagico fueron los
acidos fendlicos mayoritarios del extracto, mientras que el kaempferol es el
principal flavonoide, se pudieron identificar y cuantificar en el extracto timol (Figura
26) el cual es un monoterpeno caracteristico de las plantas de orégano. A éste
ultimo se le atribuye principalmente su actividad antimicrobiana, y presenté una
concentracion de 3.12+ 0.057 mg/g de muestra seca; valor mas alto que lo
reportado por Skendi et al., 2017, para un extracto similar de Origanum vulgare, y
valor en concordancia a lo reportado por Fuentes (2009) en el aceite esencial de
Lippia graveolens. Tienes oraciones muy largas parecen parrafos, traté de

modificar y quede mejor

38
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Cuadro 15. Contenido de compuestos fendlicos de extractos acuosos de orégano
identificados mediante un analisis HPLC/DAD.

Concentracion
mg/g muestra
seca

%
Ajuste

Compuesto

Acidos fenélicos
Acido galico 1.31+0.39 93.9
Acido protocatecuico 0.26 + 0.02 97.9
Acido elagico 1.86 £ 0.05 94.6
Acido cumarico 0.96 + 0.07 96.5
Acido rosmarinico 2.46 £0.19 99
Acido ferulico 0.62 +0.03 99.8
Aldehido
Vainillina 0.87 £ 0.01 97.9
Flavonoides
Quercetina 0.81+£0.09 99.7
Apigenina 0.63+£0.04 98.7
Kaempferol 5.76 £ 0.03 92.3
Naringenina 0.48 £ 0.05 98.3
Monoterpeno
Timol 3.12+0.06 93.7

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas

Orégano

Figura 26. Estructura quimica de algunos de los compuestos encontrados en el

HO

OH

s

Acido rosmarinico

extracto acuoso de orégano (lippia graveolens).

™ °

Naringenina

H

HsC

Timol
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7.5.2.4. Extracto de pericon Tagetes lucida

Del genero Tagetes el mas estudiado y conocido es el erecta, mejor conocido
como flor de cempasuchil del que se han analizado los compuestos fendlicos
presentes en extractos alcohdlicos encontrandose como principales
componentes los acidos galico, elagico y cumarico (Navarro-Gonzalez,
Gonzalez-Barrio, Garcia-Valverde, Bautista-Ortin, & Periago, 2014;
Siriamornpun, Kaisoon, & Meeso, 2012).

Cuadro 16. Contenido de compuestos fendlicos de extractos acuosos de Pericon

(Tagetes Lucida) identificados mediante un analisis HPLC/DAD.

Concentracion

Compuesto mg/g muestra % Ajuste
seca
Acidos fendlicos
Acido galico 2.13+0.26 93.9
Acido protocatecuico 0.89 £ 0.069 97.9
Acido elagico 1.41+0.16 94.6
Acido cumarico 2.25+0.15 96.5
Acido ferulico 1.498 £ 0.18 99.8
Aldehido
Vainillina 0.29 £ 0.033 97.9
Flavonoides
Quercetina 0.27 £ 0.05 99.7
Apigenina 0.2181+ 0.06 98.7
Kaempferol 5.87 £ 0.03 92.3
Naringenina 513 £0.49 98.3

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas

En el cuadro 16 se presenta el perfil de compuestos fendlicos del extracto
liofilizado de pericén, el cual se caracterizd por la presencia de cinco compuestos

fendlicos, cuatro flavonoides y un aldehido aromatico, siendo los mayoritarios para
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los flavonoides naringenina y kaempferol, seguidos del acido cumarico y galico
(Figura 27). En cuanto a comparacién con la literatura no se logré encontrar un
estudio donde se evaluara el perfil de compuestos fendlicos y cuantificacion de la
especie Tagetes lucida, sin embargo se menciona como componentes principales

a la 5,7 ,4-trimetoxiflavona y patulina, que no fueron identificados en este estudio y

se encuentran relacionados con la actividad antimicrobiana (Sanchez-Aldana et
al., 2013).

Pericon Acido elagico Acido cumarico

Apigenina

Figura 27. Estructura quimica de algunos de los compuestos encontrados en el

extracto acuoso de Pericon (Tagetes lucida).

7.6.Sintesis de nanoparticulas de plata

7.6.1. Evaluacion del tiempo de reaccion en la sintesis de
nanoparticulas de plata.

La sintesis de nanoparticulas de plata usando extractos de plantas se basa
en una reaccion de oxido-reduccion en la que participan diferentes
componentes de las plantas como los compuestos fendlicos. La eficiencia
de reduccion es dependiente del estado de oxidacién y conformacion
estructural de los compuestos, la cual puede verse afectada por diferentes
factores dando como resultado diferentes tamanos y formas de las
nanoparticulas (Heydari & Rashidipour 2015). La formacion de
nanoparticulas de plata se evalué modificando el tiempo de reaccién usando
un espectrofotometro Spectra Max con un barrido en el espectro de 300 a

800nm. Este es un método indirecto para observar la reduccién de los iones
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plata mediante la presencia del plasmoén de superficie, el cual aparece a
longitudes de onda caracteristicas para cada metal. De manera adicional, se
corrobord la formacion de nanoparticulas con el cambio de color de las
soluciones de nitrato de plata, este cambio de coloracion se encuentra
relacionado con la excitacion del plasméon de superficie de las
nanoparticulas de plata. La figura 28 presenta los espectros de la formacion
de nanoparticulas de plata a diferentes tiempos de reaccion a una
temperatura de 80°C con los extractos acuosos de los cuatro materiales

anteriormente caracterizados.
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Figura 28. Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de plata a diferentes tiempos
de reaccion sintetizadas con extractos acuosos de a) uva b) orégano c) naranja y

d) pericén.
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Para la construccién de los espectros de la figura 27 se fijé una temperatura
de 80°C y una concentracién de 0.02% de los extractos, pues se observd
que estas eran las mejores condiciones para la sintesis de nanoparticulas.
En todas las muestras se puede observar que existe formacion de
nanoparticulas de plata desde los 5 minutos de reaccion y conforme
aumenta el tiempo de contacto, se observa un incremento de intensidad del
pico de la RPS, lo que indica una reduccion continua de los iones plata y un
aumento en la concentracion de AgNPs que se encuentran en solucion
(Mohan et al.,, 2016). Los resultados obtenidos son similares a los
reportados con el uso de diferentes extractos de plantas y futas como el
eucalipto (Shankar, Chorachoo, Jaiswal, & Piyawan, 2014) e incluso
polisacaridos como el almidon.

Las nanoparticulas de plata formadas con extractos de plantas presentan
bandas mejor definidas y con un menor ensanchamiento, de acuerdo a lo
reportado por Ashkarran & Bayat, 2013, la forma de la banda tiene relacion
con la morfologia de las nanoparticulas. De acuerdo Ashkarran & Bayat
2013, las caracteristicas de las bandas se sugiere que las nanoparticulas
elaboradas con extractos de frutas presentan una forma octaédrica,
mientras que las que se elaboraron con extractos de plantas presentan una
forma esférica, sin embargo esto debe corroborarse con las micrografias de
TEM.

7.6.2. Morfologia de AgNPs sintetizadas
La figura 29 presenta las micrografias obtenidas por microscopia electréonica

de transmision y microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas
obtenidas con extractos acuosos de mosto de uva, bagazo de naranja,
orégano y pericon, recién sintetizadas y montadas en preparacion liquida,
por lo que su observacion mediante microscopia electréonica de barrido fue

complicada para enfocar las muestras.
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Figura 29. Imagenes TEM de AgNPs sintetizadas a partir de extractos acuosos de

a) uva b) naranja c) orégano y d) pericén.
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En las imagenes se puede observar que con todos los extractos acuosos
utilizados se logré la produccidén de nanoparticulas de plata como se confirmé con
el plasmén de superficie en los espectros de absorcion UV-Vis, las AgNPs
formadas presentan una morfologia esférica en su mayoria y ovalada con algunos
extractos. Sin embargo es notorio en las imagenes que los tamanos de particula y
la concentracion de nanoparticulas formadas difiere dependiendo del extracto
utilizado para su sintesis. Como se observa en la figura 30 en los histogramas de
distribucion de tamafo obtenidos a partir de la medicion de 50 nanoparticulas
mediante el software Image J, las nanoparticulas sintetizadas presentan diametros
entre los 3 y 80 nm, siendo nanoparticulas poli dispersas.

Las nanoparticulas con los menores diametros fueron las elaboradas con el
extracto acuoso de mosto de uva, que presentaron diametros entre los 4-22 nm y
una morfologia esférica (Figura 29a), el mayor porcentaje de frecuencia en los 6
nm, los diametros obtenidos son menores a los reportados por Roy et al., 2013,
quienes elaboraron AgNPs a partir de extractos de piel de uva Vitis vinifera,
obteniendo diametros de aproximadamente 40 nm, la obtencion de menores
diametros puede presentar una ventaja en las futuras aplicaciones de las
nanoparticulas ya que se ha demostrado que menores diametros se relacionan
con una mayor actividad antimicrobiana.

Para el caso de las nanoparticulas de orégano, se obtuvieron nanoparticulas
esféricas con diametros entre los 5-50 nm, con mayores porcentajes de frecuencia
de 35 y 30 nm, estos didmetros son menores a los obtenidos con un extracto
acuoso de orégano griego (Origanum Vulgare), con el que sintetizaron
nanoparticulas esféricas con diametros de 63 y 85 nm (Sankar et al., 2013). La
diferencia de resultados se puede relacionar con un el mayor contenido de
compuestos fendlicos que presentd el extracto de orégano mexicano.

Las nanoparticulas obtenidas con el extracto acuoso de bagazo de naranja
presentan diametros entre los 10 y 50 nm, mayoritariamente las nanoparticulas
presentaron diametros de 25 nm. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Omran et al. 2017, quien utilizé un extracto acuoso de piel de naranja dulce,

obteniendo particulas esféricas con un diamétro medio de 24 nm.
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Figura 30. Histograma de distribucién del tamafio de particula de AgNPs
sintetizadas a partir de extractos acuosos de pericdn, orégano, uva y naranja.

En cuanto a la sintesis con el extracto acuoso de pericon se obtuvieron
nanoparticulas esféricas y ovaladas con diametros desde los 10 hasta los
80 nm y se observa claramente en la imagen de TEM (Figura 29d) la
aglomeracion de particulas. La mayor frecuencia de los didametros se obtuvo
en 20 nm, es importante mencionar que hasta el momento no existen
reportes sobre la sintesis de nanoparticulas con este extracto.

Se pudo observar una relacion inversa entre la capacidad antioxidante de
los extractos y el diametro de las AgNPs sintetizadas con los mismos, por lo

que se puede concluir que el perfil de compuestos fendlicos que presentan
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son los que determinan la morfologia y el tamano de las particulas al
adherirse a la superficie y estabilizarlas, para evitar la aglomeracion de las
nanoparticulas (Li et al. 2015; Park & Seonho 2016).

7.6.3. Difraccion de Rayos X

La estructura cristalina de las nanoparticulas de plata se determind mediante
difraccion de rayos X. La difraccidn de las nanoparticulas elaboradas con extracto
de plantas (orégano y pericon) se presentan en la figura 31, estas nanoparticulas
presentaron 4 diferentes picos en las posiciones 2° 6 de 38.28, 44.19, 64.43 y
77.56 que corresponden a los planos 111, 200, 220, 311 respectivamente
caracteristicos de la plata. Los patrones de difraccion revelan que las
nanoparticulas sintetizadas son de naturaleza cristalina y son estructuras cubicas
centradas en las caras de acuerdo a los planos encontrados (Sankar et al., 2013).
La presencia de otros picos de difraccion en los patrones se encuentra relacionada
con compuestos organicos presentes en los extractos acuosos, estos son
mayores en las AgNPs sintetizadas con el extracto de pericon, lo que puede
relacionarse con una mayor presencia de compuestos en la superficie de las
nanoparticulas (Moldovan, Achim, Clichici, & Filip, 2016).

- 1

AgNPs: Orégano

Intensidad (u.a.)

AgNPs: Perico

20 30 40 50 60 70 80
2 0 (grados)

Figura 31. Difraccion de rayos X de las nanoparticulas de plata sintetizadas con

extracto acuoso de a) orégano y b) pericon.
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La figura 32 corresponde a los patrones de difraccion de rayos X de las
nanoparticulas sintetizadas con subproductos de frutas, al igual que las AgNPs
sintetizadas con plantas, las nanoparticulas presentaron cuatro picos de difraccion
en las posiciones mencionados anteriormente que correspondian a estructuras
cubicas centradas en las caras, sin embargo los picos no se encuentran del todo
definidos lo que podria relacionarse con una gran cantidad de compuestos

organicos presentes.

1
-

Intensidad (u.a.)

AgNPs: Naranja

20 40 60 80
2 0 (grados)

Figura 32. Difraccion de rayos X de las nanoparticulas de plata sintetizadas con

extracto acuoso de a) mosto de uva y b) bagazo de naranja

De acuerdo a la ecuacion de Scheler se calculd el diametro de las nanoparticulas
de plata cristalinas obteniéndose los siguientes valores: 22.45, 26.79, 17. 38 y
20.81 para los AgNPs sintetizadas con extractos acuosos de orégano, pericén,
mosto de uva y bagazo de naranja respectivamente, al igual que en los diametros
obtenidos a partir de las imagenes de microscopia electrénica de transmision se
observé que las nanoparticulas de mosto de uva son las que presentan menores
didmetros, seguidas de las de naranja, orégano y pericon y los diametros
encontrados concuerdan con los obtenidos por TEM (Sadeghi &

Gholamhoseinpoor 2015).

98



7.6.4. FTIR

Los estudios de espectroscopia infrarroja se llevaron a cabo con el fin de
determinar los posibles grupos funcionales responsables de la reduccién, la
estabilizacién y adherencia en la superficie en las nanoparticulas sintetizadas
mediante sintesis verde. La figura 33 y 34 corresponden a los espectros de los
extractos acuosos liofilizados de orégano y pericon y subproductos de frutas
respectivamente, asi como las AgNPs secas sintetizadas con estos extractos,
como era de esperarse los espectros de los extractos son complejos y las
principales bandas observadas estan asociadas a los grupos funcionales
presentes en los metabolitos secundarios.

Los espectros de los extractos mostraron bandas de absorcién caracteristicas de
metabolitos secundarios de las plantas, entre las que se encuentra una banda de
absorcion entre los 3700-3400cm™ correspondiente a las vibraciones de
estiramiento de los grupo O-H de los grupos fendlicos. Las bandas en 2935 cm™
se deben a las vibraciones de estiramiento del enlace C-H en compuestos
aromaticos y una banda adicional aproximadamente en 1700 cm” que
corresponde a las vibraciones del enlace C=0; ademas en la regién de huellas
dactilares, el pico presente entre 1400-1600 cm™ correspondiente vibraciones de
estiramiento del enlace C-C, aproximadamente entre 1070-1150 cm™ se observan
las vibraciones de estiramiento de C-O de polifenoles y bandas caracteristicas de
anillos aromaticos sustituidos 1200-900 cm™. Las pequefias bandas presentes
entre 900 y 600 cm™ corresponden a compuestos aromaticos fuera del plano,
debido a diferentes sustituciones en el anillo aromatico, las cuales se pueden
apreciar mejor en el espectro del extracto de uva; la obtencién de estas bandas
nos permite concluir que en los extractos tenemos la presencia de compuestos
fendlicos que pueden estar relacionados con la sintesis de nanoparticulas. Los
espectros de las AgNPs secas mostraron la mayoria de las bandas presentes en
los extractos liofilizados, lo que sugiere que los metabolitos secundarios son parte
de la estructura de las nanoparticulas y que se encuentran adheridos en la
superficie ayudando a estabilizarlas. Los espectros de AgNPs solo presentan

cambios menores en la posicion de las bandas encontradas, comparandolas con
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las del extracto. La banda de vibracion del enlace OH cambia de 3034 a 3289 cm’
! para residuos de uva; de 3301 a 3224 para residuos de naranja; de 3264 a 3285
para orégano y de 3267 a 3297 en el pericén, lo cual puede relacionare con la
oxidacion de estos grupos para la formacion de las nanoparticulas de plata y la
formacion de estructuras quinonas de los compuestos fendlicos y a las

interacciones en el nuevo ambiente de la NP (Moldovan et al., 2016; Sankar et al.,
2013).

7 OH CH | co :
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Figura 33. Espectros de DRIFT de los extractos liofilizados de orégano y pericon y

de las AgNPs sintetizadas

100



Transmitancia (%)

| Lo c0 i i ‘o

1600-1500

: i 2935 1700 15001400 11504070 1200-900
J Extracta de pericon
£\ 37003000 P :

AgNPsi pericon

Extractoi de orégano

Huella dactilar

AgNPs é)régano

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Namero de onda (cm™)
Figura 34. Espectros de DRIFT de los extractos liofilizados de mosto de uva y

bagazo de naranja y de las AgNPs sintetizadas

7.6.5. Curvas de crecimiento de E. coliy L. monocytogenes

Se obtuvieron curvas de crecimiento microbiano midiendo la densidad optica a
600nm, las lecturas se realizaron cada 30 min, para poder observar la actividad
antimicrobiana de diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata recién
sintetizadas contra una bacteria Gram negativa (E. coli) y una positiva (L.
monocytogenes). La figura 35 muestra las curvas de crecimiento de E. coli
O157:H7 tratadas con AgNPs y de los extractos liofilizados utilizados para su
sintesis, en el caso de las nanoparticulas sintetizadas con el extracto acuoso de
pericén (Figura 35a), no se observa actividad antimicrobiana con las adicion de 20,
40 y 60 uL ya que alcanzan una densidad optica final similar a la del control
(crecimiento normal del microorganismo), incluso se puede observar que aumenta

la velocidad de crecimiento del microorganismo en las primeras 5 horas. Mientras
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con la adicion de 80 y 100 uL permite el crecimiento del microorganismo al inicio y
posteriormente tienen un efecto bacteriostatico durante las 48 horas de
crecimiento, el extracto liofilizado presentd un efecto bacteriostatico similar a la
concentracion de 80 pL, el no observar actividad antimicrobiana al adicionar
volumenes menores, puede deberse a que los diametros de las particulas
obtenidas fueron mayores a los recomendados para observar actividad

antimicrobiana, lo que hace mas complicada su internalizacion a la célula.

Las AgNPs sintetizadas con el extracto de orégano (Figura 35b), no presentaron
actividad antimicrobiana en las concentraciones de 20 y 40 pL, mientras que la
concentracion de 60 pL después de 15 horas presento un efecto bacteriostatico y
una disminucién del 13.7% de la concentracion final del control. Las
concentraciones de 80 y 100 pL presentaron el mismo efecto bacteriostatico desde
las 2 horas de tratamiento, en el caso del extracto acuoso liofilizado de orégano
presento un crecimiento similar al del control, hasta las 30 horas en donde se
observé una disminucion de la densidad 6ptica, esta disminucién se relaciona con
las desintegracion de las células bacterianas que permite mejor el paso de la luz,

disminuyendo la densidad éptica.

Las nanoparticulas elaboradas con extracto de uva (Figura 35c) se puede
observar que las AgNPs a concentraciones de 20, 40 y 60 uyL permiten el
crecimiento del microorganismo, sin embargo retrasan la fase de crecimiento
exponencial hasta por 8, 10 y 20 h respectivamente, siendo la adiciéon de 60 pL la
que reduce hasta en un 50% el crecimiento de E. coli con respecto al control; por
otra parte las concentraciones de 80 y 100 uL, no permitieron el crecimiento
microbiano ya que la densidad éptica se mantuvo similar al inicio y al finalizar las
48 horas del experimento, de igual manera se realiza una comparacién con el
extracto liofilizado que se utilizé para la sintesis de nanoparticulas de plata,
observandose que presenta actividad antimicrobiana por si mismo, esto se debe al
perfil de compuestos fendlicos presentes en el extracto (Canadanovic-Brunet et
al., 2011).
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Figura 35. Curvas de crecimiento de E. coli O157:H7 tratada con diferentes concentraciones de AgNPs sintetizadas con:

a) Pericon, b) Orégano, c) Mosto de uva y ¢) Bagazo de naranja.
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En el caso de las nanoparticulas de plata sintetizadas con bagazo de naranja
adicion de 20, 40 y 60 uL no presentan actividad antimicrobiana ya que permiten
crecimiento normal de E. coli sin presentar diferencias con el control, mientr
que los volumenes de 80 y 100 uL tienen un efecto bacteriostatico al no permitir
crecimiento del microorganismo, el extracto acuoso de bagazo de naral
disminuye la velocidad de crecimiento del microorganismo y al final «
experimento se disminuyd hasta un 43% la densidad 6ptica con respecto a la «

control.

Las curvas de crecimiento para Listeria monocytogenes se presentan en la figt
36, para las AgNPs sintetizadas con el extracto acuoso de Pericdn la adicion
20, 40, 60 y 80 uL no presentd actividad antimicrobiana e incluso obtuvier
densidades Opticas mayores a las del control al final del experimento. Mientr
que la adicién de 100 yL permitié el crecimiento del microorganismo y a las
horas tuvo un efecto bacteriostatico, el extracto de pericon de igual mane
presento un efecto bacteriostatico, después de las 12 horas de crecimiento y u
disminucién del 42% de la densidad 6ptica al final con respecto al control. En
caso de las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de orégano unicamente
adicion de 80 y 100 pL presentaron actividad antimicrobiana inhibiendo
crecimiento, el extracto de orégano al igual que con E. coli permite el crecimien
pero después de las 15 horas se observa una disminuciéon de la densidad 6ptica
Con el extracto de mosto de uva se observa que todas las concentraciones logr
una reduccion del crecimiento microbiano con respecto al control sien
aproximadamente del 30% en los volumenes de 20, 40 y 60 pyL y una inhibici
total en las concentraciones mas altas, para el caso del extracto liofilizado e«
logra una reduccion del 50% después de las 48 h del tratamiento. Sin embar
cabe destacar que al inicio de incubacidén permite un crecimiento acelerado «
microorganismo llegando a ser incluso mayor al del control; este tipo

comportamiento ya ha sido reportado por Xu et al., 2016 quienes mencionan q
para los compuestros del mosto de uva es dificil penetrar la membrana celular

bacterias Gram-positivas lo que podria estar retardando el efecto antimicrobiar



Las AgNPs elaboradas con extracto de bagazo de naranja al igual que con E.coli
la adcicién de volumenes menores (20, 40 y 60 pL) no presentan actividad
antimicrobiana, pues el crecimiento es similar al control, mientras que las
adiciones mas altas retardan el crecimiento e inhiben unicamente el 60% del
crecimiento microbiano. El extracto liofilizado tiene una reduccion del 10% al final
del experimento se ha reportado que los compuestos presentes en los extractos
de cascara de naranja no son muy eficaces contra bacterias Gram-positivas como
es el caso de L. monocytogenes (S, Hegde, N S, & T R, 2014).

El volumen minimo nanoparticulas recién sintetizadas y sin secar para inhibir por
el crecimiento microbiano de E. coli fue de 80, 60, 40 y 80 yL para las sintetizadas
con extracto de pericon, orégano, mosto de uva y bagazo de naranja
respectivamente. Mientras que para L. monocytogenes fue de 100, 80, 20 y 80 uL
respectivamente. En general se puede observar que las AgNPs sintetizadas con el
mosto de uva son las que presentan una mayor actividad antimicrobiana, esto
puede atribuirse a que las NPs obtenidas con el mosto de uva presentan el menor
tamano (4-20 nm). Se ha demostrado que particulas con tamafos menores a 10
nm tienen un mayor efecto antimicrobiano al penetrar de manera mas eficiente la
membrana celular, causando dafos en el ADN del microorganismo y evitando su
replicacion (Silhavy, Kahne, & Walker, 2010). De igual manera se puede observar
que las nanoparticulas elaboradas con sintesis verde presentan un mayor efecto
contra E. Coli, un microorganismo Gram negativo. Existen diferencias importantes
entre la membrana celular de bacterias Gram positivas y negativas, la pared
celular de peptidoglicano de E. coli es aproximadamente 7.5 veces menor que la
de Listeria, razdbn por la cual es mas susceptible a la penetracion de
nanoparticulas de plata (D. Lee, 2016). Si se compara la efectividad del extracto
liofilizado contra las nanoparticulas formadas podemos observar que este
incrementa incluso cuando es probado contra Listeria, 10 que representa una
ventaja en su uso como antimicrobiana, ya que las nanoparticulas pueden

utilizarse para la fabricacion de empaques o como desinfectantes de superficies.
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7.6.6. Modelamiento matematico de las curvas de crecimiento

Se evaluaron diferentes parametros cinéticos (velocidad de crecimiento, fase lag y
poblacibn maxima alcanzada) de las curvas de crecimiento de los
microorganismos obtenidas con las AgNPs mediante el software ComBase, en
este caso solo se evaluaron las nanoparticulas sintetizadas con los extractos de
subproductos de frutas, debido a que presentaron mejor actividad antimicrobiana y
a que el uso de los extractos de subproductos daran un valor agregado a estos
productos que son subutilizados.

En la figura 37 se presenta un grafico de barras, que corresponde a la tasa de
crecimiento maximo, que se estima a partir de la pendiente de la fase exponencial
graficada en funcion de la adicién de diferentes volumenes de AgNPs sintetizadas
con diferentes extractos acuosos de mosto de uva y bagazo de naranja, se puede
observar que este parametro es dependiente de la concentracion de AgNPs, del
extracto utilizado para la sintesis y del microorganismo probado. Para L.
Monocytogenes, la menor tasa de crecimiento se obtuvo cuando se utilizaron las
AgNPs sintetizadas con el mosto de uva con el mayor volumen (100 pl), de igual
manera estas nanoparticulas son las que presentan las menores tasas de
crecimiento en comparacién con las nanoparticulas sintetizadas con bagazo de
naranja. Este resultado puede deberse a los diferencias en el tamafo que
presentan las nanoparticulas utilizadas como ya se mencioné en el apartado
anterior. La tasa de crecimiento especifico de L. monocytogenes sin tratamiento
presentd un valor de 0.031 + 0.0006 DO.h™ ', el cual se vio disminuido cuando se
agrego un volumen de 100 pl de las nanoparticulas sintetizadas con mosto de uva
y bagazo de naranja, disminuyendo incluso hasta en un 75% la tasa de
crecimiento para el caso de las AgNPs de mosto de uva. Las AgNPs de plata en
general presentan diferentes mecanismo de accidén antimicrobiana, entre los que
destaca la unién a grupos tiol (-SH) formando complejos estables S-Ag,
desactivando algunas enzimas en la membrana celular que estan relacionadas
con la energia transmembrana, el metabolismo y el transporte idnico (S. Ahmed et
al., 2016).
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En el caso de E. coli se obtuvieron resultados similares, los AgNPs sintetizados
con extracto de uva presentan la mejor actividad antimicrobiana debido a que la
tasa de crecimiento es cero, es decir que no se observd crecimiento bacteriano.
Similar a los resultados obtenidos con Listeria, las AgNPs sintetizados con
extracto de uva presentan una mejor actividad antimicrobiana en una mayor
concentracion contra E. coli , en comparacion con el crecimiento normal del
microorganismo que fue 0.028 + 0.001 solo los AgNPs obtenidos con uva reducen
significativamente la tasa de crecimiento. Las nanoparticulas de naranja
aumentaron la tasa de crecimiento especifico, lo cual puede relacionarse con un
mayor contenido de azucares en el extracto que permite el crecimiento, sin
embargo esto no quiere decir que no presenten actividad antimicrobiana, pues
como se observé en las curvas de crecimiento anteriores algunas concentraciones
permitian el crecimiento y posteriormente presentaban un efecto bacteriostatico,

presentando menor contenido de biomasa con respecto al control.
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Figura 37. Velocidad de crecimiento de E. coli y L. monocytogenes, tratados con,

AgNPs sintetizadas con extractos acuosos de mosto de uva y bagazo de naranja.
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Otro parametro importante obtenido mediante el ajuste matematico es la
densidad de poblacion maxima, que corresponde al nivel asintético de DO en el
final de la fase exponencial, la cual se presenta en la Figura 38. Se puede
observar que la menor densidad de poblacién se obtuvo con los AgNPs
sintetizados con extracto de uva para los dos microorganismos. En la mayoria de
los tratamientos, la densidad de poblacion maxima disminuye conforme aumenta
la concentracion de AgNPs. Cabe destacar que solo con las nanoparticulas
sintetizadas con el extracto de bagazo de naranja contra E. coli se observd un
aumento de la densidad de poblacién con el aumento de la concentracién, esto
puede deberse a que el extracto de naranja presenta una alta concentracion de
azucares como se mencion6 antes permitiendo el crecimiento de E. coli, aunado a
los mayores tamarnos de particula obtenidos con este extracto que no facilitan su
internalizacioén a la célula (M. Kumar et al., 2018).

La densidad de poblacién maxima para L. monocytogenesy E. coli fue de 1.447 +
0.007 y 1.052 + 0.008 comparada mediante una prueba de Dunnet con los demas
tratamientos, unicamente las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto
de naranja no presentaron diferencias significativas cuando se prueban contra E.
coli. En la literatura hay reportes de que el extracto de cascara de naranja
presenta una mejor actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y
poco efecto contra Gram-negativas como E. coli (Geraci, Di Stefano, Di Martino,
Schillaci, & Schicchi, 2017; Ramadan et al., 2015), es importante mencionar que
debido a que se adicionaron las particulas recién sintetizadas aun contiene
residuos del extracto con el que fueron sintetizadas, asi como algunos
componentes del mismo como azucares, flavonoides, etc. La presencia de estos
azucares pueden traer efectos contraproducentes como un mayor crecimiento al
proporcionar mayores nutrientes para el desarrollo de microorganismo o presentar
mejor actividad antimicrobiana al presentar compuestos con este efecto, esto pudo
observarse claramente con las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de

naranja.
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Figura 38. Densidad de poblacion maxima para E. coli y L. monocytogenes,
tratados con, AgNPs sintetizadas con extractos acuosos de mosto de uva y

bagazo de naranja.

7.6.7. Secado de nanoparticulas de plata

Debido a que las nanoparticulas se iban a adicionar a nanofibras de proteina de
amaranto y pululano, cuando se intentaron estos experimentos, resulté complicado
incorporarlas en su forma liquida, por lo que se decidid llevar a cabo un
tratamiento de secado de éstas para incorporarlas de esta manera en las
nanofibras. Las imagenes de las nanoparticulas después de centrifugarse se
muestran en la figura 39, es notorio que después del proceso de centrifugacion el
tamafno de las nanoparticulas se reduce con respecto a las particulas recién
sintetizadas, esto puede deberse a las altas velocidades que se manejan en el
proceso de centrifugacion lo que puede fragmentar las particulas haciéndolas mas
pequefias 0 hacer que compuestos adheridos a la superficie se despeguen y
reduzca el tamano de la misma, ademas de esto se debe tomar en cuenta que
para poder re-suspender las particulas y observarlas por TEM se adiciond un

tensoactivo (Tween 80), el cual puede servir también como un estabilizante. Al
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igual que con el tamafo, también se puede observar que la cantidad de particulas
se ve incrementada debido que se tienen particulas con menores tamanos, ambos
cambios son mas perceptibles en las nanoparticulas elaboradas a partir de bagazo
de naranja ya que estas presentaban antes del centrifugado diametros de hasta 50
nm y después estas tuvieron una reduccién de hasta 3 nm (Figura 38). En las
nanoparticulas de uva los cambios no son tan perceptibles pues ya contaban con
diametros mas pequenos desde que se sintetizaron. Debido a que el diametro de
las nanoparticulas representa un factor importante para la actividad
antimicrobiana, se decidié evaluarla nuevamente para determinar la concentracion

de nanoparticulas que se adicionarian a las fibras electroestiradas.
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Figura 39. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de después del
centrifugado resuspendidas en solucion acuosa con tween80 al 10% y de

distribucion de didametros, sintetizadas con a) mosto de uva y b) bagazo de
naranja.
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7.6.8. Actividad antimicrobiana de AgNPs secas

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata después de
centrifugarse se midi® mediante la técnica de difusién en agar, en donde la
formacion de un halo de inhibicion se toma como la presencia de actividad
antimicrobiana. En la figura 40 se presentan las zonas de inhibicién de las
nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de bagazo de naranja y mosto
de uva comparadas con dos controles: el extracto liofilizado (100 pg/mL) y un
antibiético de amplio espectro (cloranfenicol a 500 pg/mL) contra E. coli O157:H7,
se puede observar que con las diferentes concentraciones de AgNPs se presenta
efecto antimicrobiano, mostrando un efecto dosis dependiente, es decir que la
actividad aumenta de manera lineal conforme aumenta la concentracion de
AgNPs. Sin embargo es a partir de la concentracion de 40 ug/mL que se
presentan diferencias estadisticamente significativas entre las nanoparticulas
sintetizadas con extracto de uva y naranja, presentando mayor activad las AgNPs
sintetizadas con mosto de uva, las mayores diferencias se presentaron en las
concentraciones de 90 y 100 ug/mL. Para las nanoparticulas sintetizadas con
extracto de uva a partir de la concentracion de 60 pg/mL el diametro del halo de
inhibicion es similar al control de cloranfenicol, mientras que para las sintetizadas
con bagazo de naranja los halos se asemejan en la concentracion de 90 pg/mL, lo
que coincide con los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento por
Bioscreen, en donde las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de uva
presentan mayor actividad antimicrobiana. Aunque después del centrifugado el
tamano de las nanoparticulas de naranja disminuyd, este sigue siendo mayor al de
las sintetizadas con uva, lo que puede explicar que las NPs obtenidas con extracto
de uva presenten mayor actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana
podria estar relacionada con los compuestos que se adhieren a la superficie de las
nanoparticulas y a la carga que estas presenten en la superficie que les permita
interaccionar mejor con la pared celular (D. Lee, 2016). La actividad
antimicrobiana de los extractos usados para la sintesis muestra que el extracto de
naranja presenta mejor actividad que el extracto de uva, esta actividad puede

relacionarse con los compuestos presentes en el extracto y el pH acido.
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Figura 40. Zonas de inhibicion de AgNPs a diferentes concentraciones contra E.
coli O157:H7. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey P (<0.01). Resultados reportados

como la media £ DE.

La figura 41 muestra las zonas de inhibicién para L. monocytogenes tratadas con
diferentes concentraciones de AgNPs, al igual que con E. coli la actividad
antimicrobiana presenta un efecto dosis dependiente, sin embargo la actividad
antimicrobiana es menor (menores diametros) y para ambas nanoparticulas la
concentracion que tiene resultados similares al control es la de 90 y 100 ug/mL. Es
importante hacer notar que el cloranfenicol se presenta en una concentracion
cinco veces mayor a la de la concentracién mas alta de las nanoparticulas. El uso
de los diferentes extractos para este microorganismo no representd diferencias
significativas notorias como en el caso de E. coli, pues como se observa en el
grafico los diametros son muy similares, estos resultados son acordes a lo
obtenido en las curvas de crecimiento realizadas con las nanoparticulas recién
sintetizadas en donde las nanoparticulas sintetizadas con bagazo de naranja

presentaron mejor actividad antimicrobiana contra Listeria. Sin embargo aun se
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puede distinguir una mayor actividad antimicrobiana en las nanoparticulas
sintetizadas con mosto de uva.
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Figura 41. Zonas de inhibicién de AgNPs a diferentes concentraciones contra L.
monocytogenes. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey P (<0.01). Resultados reportados

como la media £ DE.

Los diametros de la zona de inhibicion de las AgNPs contra S. aureus se
presentan en la figura 42. Se puede observar que nuevamente las
concentraciones mas altas de 90 y 100 pg/mL son las que presentan inhibicion del
crecimiento similar al control de acuerdo con la comparacion de medias de Tukey.
Al igual que con los otros microorganismos se presenta mayor actividad con las
nanoparticulas sintetizadas con el mosto de uva y el efecto es dosis dependiente
para ambas nanoparticulas. Similar a lo observado con Listeria no se presentaron
diferencias en la actividad antimicrobiana entre el uso de los diferentes extractos
para la sintesis de nanoparticulas. No asi en la actividad de los extractos
liofilizados si se observaron diferencias significativas presentado una mayor
actividad el extracto acuoso de mosto de uva, aunque no llega a ser similar al
control de cloranfenicol, ya que la actividad antimicrobiana que presentan estos

extractos es debida a la presencia de diversos compuestos fendlicos como se
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observo en su caracterizacion por HPLC, los cuales causan dafios a la membrana
citoplasmatica, inhibicién de la sintesis de peptidoglicano, inhibiciéon de la sintesis
de acidos nucleicos y/o inhibicién del transporte de energia, lo que puede ayudar a

otros antimicrobianos a realizar su efecto (Sanhueza et al., 2017).
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Figura 42. Zonas de inhibicion de AgNPs a diferentes concentraciones contra S.
aureus. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo a la prueba de Tukey P (<0.01). Resultados reportados como la media
+ DE.

Similar a lo obtenido con la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas recién
sintetizadas, existi6 una mayor actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-
negativas, las diferencias de la sensibilidad de las bacterias a AgNPs se atribuye
al espesor de la capa de peptidoglicano en la membrana celular, 30 nm para
bacterias Gram-positivo y 4 nm para bacterias Gram-negativas, lo que facilita la
internalizacién de las nanoparticulas dentro de la célula bacteriana y permite tener
efectos en el ADN (Silhavy et al., 2010). La actividad antimicrobiana de las AgNPs
sintetizadas con extractos de mosto de uva y bagazo de naranja contra E. coli, es

mayor a lo reportado para AgNPs sintetizadas a partir de extractos de semilla de
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uva reportadas por Xu et al. 2014 (zona de inhibicién de 11 mm de diametro) y
Manal et al. 2014 (zona de inhibicibn de 6 mm de diametro) quienes elaboraron
nanoparticulas con extracto de cascara de naranja. Estas diferencias pueden
explicarse por los menores tamafos de los AgNPs obtenidas en este trabajo en

comparacion con los reportados por esos autores.

7.7.Desarrollo de nanocompositos de nanofibras APA-PUL reforzados
con diversos materiales

7.7.1. Desarrollo nanocompositos de nanofibras APA-PUL reforzadas

con AgNPs

7.7.1.1. Caracterizacion de las soluciones y morfologia de fibras

Como se mencioné anteriormente la formacion de fibras electroestiradas puede
verse afectada por diversos parametros entre solucion, estas ultimas pueden
verse afectadas por la adicion de compuestos activos como las AgNPs. La
viscosidad y la conductividad eléctrica de las soluciones se presenta en el Cuadro
17, la mezcla que no contiene activos, presenta una conductividad y viscosidad de
4.021 £ 0.002y 67.30 + 0.06 respectivamente. La incorporaciéon de nanoparticulas
de plata (200 pg/mL) modificd significativamente (P<0.01) ambos parametros, la
conductividad eléctrica es afectada por las cargas presentes en la solucién,
concentracion de polimero y la temperatura. Al adicionar las nanoparticulas de
plata la conductividad eléctrica aumento, siendo mas evidente cuando se
adicionaron nanoparticulas sintetizadas con el extracto de uva, esto nos podria
indicar que estas presentan mayor numero de iones que permiten el paso de la
corriente eléctrica, en comparacion con las nanoparticulas sintetizadas con el
bagazo de naranja. En el caso de la viscosidad la adicion de nanoparticulas
disminuy6é de manera significativa este parametro con respecto al control (mezcla
sin AgNPs), pero no presentaron diferencias entre los tipos de extractos utilizados

para la sintesis de las nanoparticulas. Las diferencias observadas en estos
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parametros se pueden ver reflejados en cambios en la morfologia y el diametro de
las fibras obtenidas.
Cuadro 17. Caracterizacion de las soluciones de APA-PUL adicionadas con

nanoparticulas de plata y el diametro obtenido de las fibras electroestiradas

formadas a partir de cada solucién

Solucion Viscosidad Conductividad Diametro
(Cp.) (ms/cm) (nm)
Sin AgNPs 67.30 % 0.066° 4.021 + 0.002° 299.6 + 8.40°
AgNPs naranja 50.136 + 0.012° 4.259 +0.001° 104.8 + 7.98°
AgNPs uva 50.284 + 0.004° 11.200 # 01.037° 95.5 + 5.67°

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas. Letras diferentes
en una misma columna presentan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey (P<0.01).

Se puede observar en la figura 43 que la adicion de NPs a la solucién de aislado
proteico de amaranto y pululano no afecté la formacion de nanofibras
electroestiradas, pues se obtuvieron fibras lisas y continuas sin la aparicién de
defectos que son similares a las obtenidas en el control, teniendo como Unica
diferencias los diametros. Las fibras obtenidas de las mezclas adicionadas con
AgNPs elaboradas por sintesis verde presentaron una disminucion significativa del
diametro (P<0.05) con respecto a las fibras obtenidas con la solucién control (sin
AgNPs). La incorporacion de Ag NPs obtenidas del mosto de uva provocd una
disminucién del diametro de la fibra en 50 %. Se ha reportado que disminucion de
viscosidad y aumento de conductividad de la solucion polimérica conlleva a una
disminucién en el diametro de la fibra debido a un mayor transporte de cargas y
menor interaccion entre las cadenas poliméricas (Ping Neo et al., 2013, Cho et al.
2010, Aceituno-Medina et al. 2015).
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Figura 43. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las fibras cargadas

con AgNPs sintetizadas con a) mosto de uva y b) bagazo de naranja

Los didmetros de las fibras obtenidas son menores a los reportados para otros
nanocompositos adicionados con AgNPs, como es el caso de fibras de 6xido de
polietileno (PEO) en donde obtuvieron diametros de 136 nm (Dubey et al., 2015) y
fibras elaboradas con poliacrilonitrilo con diametros de hasta 236 nm (Ren et al.,
2017), en ambos casos se obtuvo una disminucion del diametro de las fibras en

comparacién con las fibras sin activos.

7.7.1.2. Distribuciéon de nanoparticulas de plata

En la figura 44 (a) se presentan las micrografias obtenidas por microscopia
electronica de transmision de las nanofibras cargadas con nanoparticulas
sintetizadas con extracto de bagazo de naranja en la que la fibra presenta un
diametro de 178.54 nm y las nanoparticulas presentes diametros entre los 4 y 8
nm. En la imagen 44 (b) se presentan las fibras cargadas con nanoparticulas
sintetizadas con mosto de uva, se puede observar que las nanoparticulas se
distribuyen a lo largo de las fibras que presentan diametro promedio de 129.39
nm y las nanoparticulas entre 4 y 5 nm. Estos resultados concuerdan con lo

observado anteriormente en las imagenes de SEM y los diametros obtenidos

118



mediante el software Image J, es importante mencionar que en las fibras
adicionadas con nanoparticulas de plata a partir de naranja (Figura 42c) se
observaron aglomerados de nanoparticulas que podrian estar distribuidas por
fuera de las fibras, lo que podria resultar una desventaja para su posible aplicacion
ya que existiria una migracién mas rapida de las nanoparticulas en el alimento,
mientras que en las fibras con nanoparticulas de uva no se observaron estos

agregados (Figura 43d).

b)

100 nm

d)

2 um
Figura 44. Micrografias electronicas de transmision de nanofibras

electroestiradas con nanoparticulas de plata sintetizadas con a y c) bagazo de

naranja b y d) mosto de uva.
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7.7.1.3. Distribucion de nanoparticulas de plata por EDS

El analisis elemental EDS de la superficie de las nanofibras cargadas con las
nanoparticulas de plata sintetizadas con mosto de uva se obtuvo de los espectros
de rayos X producidos por el barrido de electrones en lugares puntuales de
algunas micrografias, asi como en toda la superficie SEM. En la figura 45 se
observa el mapeo de la distribucion de Ag en una muestra de nanofibras
electroestiradas con una concentracion de 200 ug/mL solucion de AgNPs, asi
como la imagen de la cual se obtuvo el barrido (imagen obtenida a bajo vacio sin
recubrimiento). Debido a que los materiales utilizados para la sintesis de las
nanofibras no son materiales conductores en la imagen obtenida sin recubrimiento
no se pueden apreciar de una manera clara las nanofibras formadas, sin embargo
es posible observar algunos puntos mas brillosos, que se pueden identificar como
materiales conductores que en este caso son las AgNPs adicionadas a las fibras,
las cuales se distribuyen a lo largo de la pelicula analizada, esto pudo
corroborarse con el mapeo del Elemento plata obtenido por EDS, pues se observa

que al superponer las imagenes los puntos brillosos son reconocidos como plata

por el detector.

.
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Figura 45. Micrografias electronicas de barrido de nanofibras electroestiradas
APA-PUL cargadas con AgNPs sintetizadas con mosto de uva a) imagen obtenida

a vacio b) mapeo de la distribucion de plata en la imagen.
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La figura 46 representa los espectros de Rayos X de las nanoparticulas de plata,
en donde se grafica el numero (conteo) de rayos X recibidos y procesados por el
detector en funcién de la energia de los niveles atdmicos de los elementos
detectados. A partir de estos espectros de rayos X el software Genesis (EDAX) del
equipo SEM integra los picos encontrados y normaliza respecto al elemento de
mayor intensidad.
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Figura 46. Espectros EDS de las fibras APA-Pul cargadas con AgNPs. Estos
espectros provienen del barrido del haz de electrones en toda la superficie de las

imagenes de micrografias.

Cuadro 18. Porcentaje en masa de diferentes elementos determinados por EDS

Elemento No. Atémico %Masa “Masa %Atomo
normalizado

Carbono 6 30.20 60.91 71.32

Oxigeno 8 13.63 27.49 24.16
Sodio 11 0.73 1.47 0.90
Fosforo 15 0.62 1.25 0.57
Azufre 16 0.58 1.17 0.51
Cloro 17 0.51 1.03 0.41
Potasio 19 2.57 5.17 1.86
Cobre 29 0.39 0.78 0.17
Plata 47 0.39 0.73 0.09

En el cuadro 18 se presenta el analisis elemental de las muestras de nanofibras

electroestiradas APA-PUL cargadas con AgNPs sintetizadas con el extracto
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acuoso de mosto de uva, en el que podemos observar que los elementos
mayoritarios corresponden a carbono y oxigeno, esto es de esperarse ya que
estos elementos estan presentes en todo la materia organica como los
carbohidratos y proteinas con los que se elaboraron las nanofibras, cabe destacar
que la plata es el elemento que se encontr6 en una menor cantidad con un
porcentaje de masa 0.39%. Por lo que se puede sugerir que la concentraciéon
adicionada de nanoparticulas de plata es muy baja con respecto a los demas
ingredientes, ya que en total que se adiciona en peso es de 0.1 g de APAy PUL y
los 200 pg corresponden al 0.2 % de los solidos totales de la solucion a
electroestirar, el resultado obtenido con la técnica EDS es un poco alta, sin

embargo es importante hacer énfasis en que este es un analisis semicuantitativo.

7.7.1.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los nanocompositos de fibras electroestiradas
cargadas con nanoparticulas de plata (sintetizadas con extractos de bagazo de
naranja y mosto de uva), se determiné mediante la construccién de la curva de
crecimiento de E. coli y L. monocytogenes (Figuras 47 y 48, respectivamente).
Los tratamientos de nanofibras APA-PUL cargadas con AgNPs son comparados
contra un control de fibras sin activo y el crecimiento normal de los
microorganismos. Para E. coli se pueden observar diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano, ya que las fibras con AQNPs de naranja disminuyen en un
100% el crecimiento después de 8 horas de tratamiento. Mientras que las de uva
llegan a este porcentaje después de las 12 horas, estas diferencias pueden estar
relacionadas con la distribucion de las nanoparticulas en la pelicula, pues como se
observo en las imagenes de TEM las fibras con AQNPsN presentan agregados en
la superficie que se difunden de manera mas rapida al medio, sin embargo
después de las 12 horas ambos logran la inactivacibn completa del
microorganismo. Estos resultados son mejores a los reportadas por Dubey et al.
2015 , quienes desarrollaron andamios de nanofibras elaboradas con oxido de
polietileno (PEO) adicionadas de nanoparticulas de plata sintetizadas en una

solucion de dimetilformamida, la completa inactivacion de E. Coli se observd con
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10 mg (cargadas con un 4% de AgNPs) de nanofibras, mientras que la cantidad de
fiboras de APA-PUL cargadas con AgNPs necesaria para inactivar el
microorganismo fue de 0.5 mg (cargadas con un 0.2% de AgNPs), veinte veces

menor a la reportada con las fibras de colageno.

a) 10~
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-=- Control -e— Fibras sin activo Fibras AQNPsN  -¥. Fibras AgNPsU

Figura 47. Curvas de crecimiento microbiano de E. coli tratadas con nanofibras
APA-PUL cargadas con AgNPs

La figura 48 corresponde a las curvas de crecimiento de L. monocytogenes, en
donde se puede observar que las fibras control sin activos no presentan actividad
antimicrobiana como se mostré6 en los experimentos anteriores, pues su
crecimiento es igual al del control alcanzando concentraciones muy cercanas a los
9 Log al final del experimento. Las fibras cargadas con AgNPs sintetizadas con
bagazo de naranja lograron la disminucion total del microorganismo a las 4 horas
del experimento, por otro lado las sintetizadas con mosto de uva necesitaron 12
horas para inactivar totalmente al microorganismo, como se menciond
anteriormente esto puede deberse a la distribucion de la plata dentro de las

nanofibras. Este resultado da indicio de cémo se lleva a cabo la liberaciéon de las
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nanoparticulas de plata de las nanofibras, pues ya se ha demostrado que este tipo
de sistemas presentan una liberacion rapida a las primeras horas que corresponde
a la liberacién de los activos que se encuentran en la superficie y una liberacion
paulatina correspondiente a los activos que forman parte del interior de la fibra y
tienen mayor interaccion con los componentes (Yao & Weiyuan 2010). Este perfil
de liberacion fue observado en fibras elaboradas con colageno en donde en las
primeras dos horas se liberé hasta un 50% del total de las AgNPs (Rath, Hussain,
Chauhan, Garg, & Goyal, 2016). Debido a que la mayoria de las fibras cargadas
con nanoparticulas de plata elaboradas son disefiadas para su uso en la industria

biomédica no se encontraron reportes de su uso contra Listeria monocytogenes.

10+
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== Control -m- Fibras sin activo Fibras AgNPN -« Fibras AgNPU

Figura 48. Curvas de crecimiento microbiano de L. monocytogenes tratadas con

nanofibras APA-PUL cargadas con AgNPs.

En general las nanofibras con las nanoparticulas sintetizadas con bagazo de
naranja presentaron una inactivacibn mas rapida de los microorganismo vy
presenta mejor actividad contra Listeria como se observd en las pruebas
antimicrobianas de las nanoparticulas solas, ambos tratamientos lograron

disminuir aproximadamente 5 log la concentracién inicial de ambos
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microorganismos, por lo que pueden utilizarse como una alternativa para la

fabricacion de empaques antimicrobianos o para su uso en la industria biomédica.

7.7.2. Desarrollo de nanocompositos de nanofibras de APA-PUL
reforzadas con la adicion de nisina y AgNPs sintetizadas con

mosto de uva

7.7.2.1. Caracterizacion de las soluciones y morfologia de fibras

El cuadro 19 muestra la caracterizacion de la solucién de APA-PUL adicionada
con 200 pg/mL de AgNPs y 20 mg/mL de nisina, la eleccion de utilizar las
nanoparticulas sintetizadas con mosto de uva se tomd debido a que estas
presentaron la mejor actividad antimicrobiana contras microorganismos tanto
Gram-positivos como Gram-negativos y se considera que su liberacion es mas
lenta con respecto a las sintetizadas con bagazo de naranja. Se puede observar
que la adicion de estos dos activos disminuyd significativamente la viscosidad de
la solucién y aumento la conductividad eléctrica con respecto a la solucién control,
parametros que como se mencionod anteriormente repercuten en la morfologia y el
diametro de las fibras obtenidas. Al adicionar ambos activos la viscosidad
disminuy6 24.63 Cp., se ha demostrado que este parametro es uno de los mas
influyentes en la formacién de fibras electroestiradas, ya que a menores
viscosidades es casi imposible lograr la formacion de fibras continuas vy lisas,
aumentando la cantidad de defectos (perlas) (Li & Wang 2013; Nezarati et al.
2013). Sin embargo, aunque la viscosidad disminuy6 no es apreciable la formacion
de defectos en las fibras obtenidas, pero si se puede observar que la morfologia
no es tan uniforme como cuando unicamente se adicionaban las AgNPs 6 la nisina
y el didmetro aumentd hasta casi un 100% (Cuadro 19). La conductividad eléctrica
aumentd con respecto a la obtenida en el control, pero disminuyé en comparacion
con la obtenida en las fibras adicionadas con AgNPs, lo cual podria ser un
indicativo de que la nisina (cargada positivamente) se encuentre interaccionando
con la superficie de las nanoparticulas, disminuyendo el numero de cargas en la

solucién.
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Cuadro 19. Caracterizacidon de las soluciones de APA-PUL adicionadas con

nanoparticulas de plata y nisina, asi como el diametro obtenido de las fibras

electroestiradas formadas a partir de cada solucion.

Solucion Viscosidad Conductividad Diametro
(Cp.) (ms/cm) (nm)
Sin AgNPs 67.30 = 0.066° 4.021 + 0.002° 299.6 + 8.40°
AgNPs uva 50.284 + 0.004° 11.200 # 01.037° 95.5 + 5.67°
AgNPs + nisina 42.67 £0.184° 10.34 £ 0.25° 184.56 + 10.73

Los resultados se presentan como la media = el error estandar de tres replicas. Letras diferentes
en una misma columna presentan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey (P<0.01).
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Figura 49. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las fiboras APA-PUL

cargadas con AgNPs y nisina, asi como la distribucién de tamafo de las fibras.

El diametro obtenido para las fibras (Figura 49) adicionando los dos activos
aumenté con respecto a la adicion de cada activo por separado, lo cual es de
esperarse ya que su adicion modificaba los parametros de la solucion, hasta el
momento no se han elaborado nanocompositos adicionando activos similares.
Siendo posible comparar el diametro con fibras de 6xido de polietileno unicamente
adicionadas con AgNPs, en las cuales se obtuvieron diametros medios de 116.7

nm, resultados que resultan menores a los reportados en este estudio, lo que nos
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puede dar un indicio de que la incorporacion de nisina es la que tiene un mayor

efecto en la morfologia y diametro (Dubey et al., 2015).

7.7.2.2. Actividad antimicrobiana

La curva de crecimiento de L. monocytogenes tratada con el nanocomposito de
fiboras APA-PUL cargadas con AgNPs y nisina se presenta en la figura 50, se
puede observar que desde las primeras horas del experimento existe una
reduccion significativa de las UFC/mL del microorganismo, alcanzado Ila
inactivacion completa a las 8 h del estudio, la cual se mantuvo durante las
cuarenta horas posteriores. Tiempo al que se llega a una reduccién de 5.38 Log
de la concentracién inicial y una diferencia de aproximadamente 7.8 Log con
respecto al crecimiento normal de microorganismo y el crecimiento con la adicién
de la fibra sin activos. Estos resultados son mejores a los obtenidos por las fibras
adicionadas con los activos de manera independiente, ya que las fibras cargadas
con solo nisina presentaron una reduccion de 2.8 Log a las 8 horas vy las
nanoparticulas de plata una reduccion de 1.8 Log, por lo que podriamos decir que
existio un efecto sinérgico entre los dos compuestos activos, el cual podria
explicarse de la siguiente manera: las nanoparticulas de plata presentan una
actividad menor contra bacterias Gram positivas, debido al grosor de su capa de
peptidoglicano, lo que dificulta su internalizacién dentro de la célula bacteriana,
mientras que la nisina tiene la capacidad de formar poros en la pared celular de
las bacterias Gram-positivas. Estos poros ayudan a que las nanoparticulas de
plata comiencen a entrar a las células y se unan a enzimas importantes en el
metabolismo y por consiguiente los microorganismos mueran en un menor tiempo
(Silhavy et al., 2010; Soto et al., 2016). En otros estudios nisina ha presentado un
efecto sinérgico y/o aditivo al combinarse con antibiéticos como las tetraciclinas y
ampicilinas al presentar algunas interacciones que mejoraban la actividad de estos
antibiéticos (Ren et al., 2017).
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Figura 50. Curva de crecimiento microbiano de L. monocytogenes tratada con
fibras APA-PUL cargadas con AgNPs y nisina

Si bien no se han probado nanocompositos similares para la inactivacion de
Listeria, si existe el desarrollo de empaques activos adicionados con AgNPs para
la disminucién de este microorganismo, un ejemplo es el empaque desarrollado
para la proteccion de manzanas rebanadas, elaborado con polietileno, plata y
oxido de titanio, en donde se inactivo por completo el microorganismo hasta los 10
dias y aunque fue tardado mejor6 la actividad antimicrobiana de las manzanas
rebanadas (Ren et al., 2017). Los resultados obtenidos sugieren que los
nanocompositos adicionados con los dos activos presentan una mejor actividad
antimicrobiana que puede estar relacionada con un efecto sinérgico y que estos
pueden usarse como recubrimientos para alimentos, alargando su vida de anaquel

y disminuyendo la contaminacion superficial de los mismos.

7.7.3. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua es la cantidad de vapor (gramos) que pasa por
unidad de superficie (m?) de un material de espesor unidad (cm), por unidad de
tiempo (dias), cuando en sus paredes existe una diferencia de presion unitaria
(Pa). Esta es una propiedad importante para los materiales destinados al sector
del empacado ya que puede estar directamente relacionada con la vida util y

estabilidad del producto envasado. En el cuadro 20 se presentan las
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permeabilidades a vapor de agua obtenidas para casa pelicula de fibras, podemos
observar que con la adiciéon de activos la PVA disminuye con respecto a las fibras
control, en un 50.24% cuando se adicionan las AgNPs y en un 59.33% cuando se
adicionan las AgNPs y nisina a las fibras. Es notorio que la adicion de AgNPs es la
que disminuye en mayor medida la permeabilidad al vapor de agua, esta
disminucién puede explicarse en primer lugar por la presencia de los AQNPs que
como se observo en apartados anteriores son cristalinas, por o que se consideran
como una barrera al agua y un obstaculo para su difusién y finalmente, el cambio
de difusion también podria explicarse por una fuerte interaccién entre los AgNPs
cristalinas y los polimeros con que se elaboran las fibras (APA-PUL) y a la
hidrofobicidad de las AgNPs (Cheviron, Gouanvé, & Espuche, 2016). La adicion de
compuestos nanoestructurados como nanoarcillas y nanoparticulas metalicas, se
han utilizado para incrementar las propiedades mecanicas y de barrera de
materiales elaborados con biopolimeros, en este sentido las nanoparticulas de
plata, son de las mas utilizadas, ya que ademas proporcionan actividad
antimicrobiana a los nanocompositos (Othman, 2014; Shankar, Rhim, & Won,
2018). La adicion de nanoparticulas de plata cristalinas como las que se
obtuvieron por sintesis verde con el mosto de uva disminuyo la permeabilidad al

vapor de agua de manera significativa.

Cuadro 20. Permeabilidad al vapor de agua de las fibras control y de las fibras

cargadas con AgNPs y nisina

Muestra PVA (g/Pa*s*m)

Control 7.056x 102
AgNPs 3.545x109b
AgNPs +Nisina 2.869 x 109"

Los resultados se presentan como la media tres replicas. Letras diferentes en una misma columna
presentan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey (P<0.01).

Los valores de PVA son mayores a los reportados para un nanocomposito
elaborado con acido polilactico y lignina, pero muy similares a los reportados para

la incorporacién de AgNPs a un nanocomposito elaborado con pectinas (Shankar
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et al., 2018; Shankar, Tanomrod, Rawdkuen, & Rhim, 2016), estas diferencias se
pueden relacionar principalmente con los polimeros utilizados para formar la base
del nanocomposito, que en nuestro caso es un carbohidrato, pululano, el cual es
muy soluble en agua con un valor de PVA de 5x10° g/Pa*s*m (Q. Xiao, Lu, Tong,
& Liu, 2015) mientras que la proteina de amaranto presenta valores de 3.2 107
g/Pa*s*m (Condés, Anrdén, & Mauri, 2015), es decir presenta una mayor
hidrofobicidad, que al mezclarse con el pululano disminuye, pero al adicionarse las

nanoparticulas de plata se incrementa esta caracteristica.
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8. CONCLUSIONES

* Se logré la formacion de fibras electroestiradas lisas y sin defectos con la
incorporacion de nisina en concentraciones de 10 y 20 mg/mL, esa
encapsulacion confiere estabilidad a la nisina a valores de pH de 3.4y 6.1,
en dos alimentos modelos (queso y jugo de manzana), manteniendo su
actividad antimicrobiana contra microorganismos como Salmonella, Listeria
y Leuconostoc, lo que sugiere su uso como produccion de empaques
activos antimicrobianos.

* Los extractos de pericon, orégano, mosto de uva y bagazo de naranja
presentan excelentes propiedades de actividad antioxidante y perfiles de
compuestos fendlicos que se utilizaron para la formacion de nanoparticulas
de plata a través de la reduccion de sales de plata.

* Mediante el andlisis de FTIR se pudo observar que los compuestos
fendlicos de los extractos estan involucrados en la reduccion y la
estabilizacién de las nanoparticulas de plata, al adherirse a su superficie y
evitando su aglomeracion, dependiendo del tipo de extracto utilizado se
presentaron diferentes diametros y mejores actividades antimicrobianas
con efectos dosis dependiente.

* Los extractos que en su composicion nutracéutica presentan compuestos
fendlicos simples como el acido galico, formaron nanoparticulas con
mejores caracteristicas morfolégicas y mayor actividad antimicrobiana.

* Los nanocompositos formados con la adicion de AgNPs y nisina, mejoro
las caracteristicas de permeabilidad al vapor de agua, propiedades
mecanicas y actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos.

* Los nanocompositos elaborados pueden presentar diversas aplicaciones
en diferentes areas como la medicina y en la formacion de empaques

activos antimicrobianos, por su excelente actividad y baja PVA.
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Abreviaturas

APA: Aislado proteico de amaranto
PUL: Pululano

Cp: centipoises

nm: nanometros

PVA: permeabilidad al vapor de agua
cm: centimietros

kV: Kilo Volts

ms: mili siemens

DO: densidad optica
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