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RESUMEN

En los Ultimos afios, el desarrollo de polimeros ha permitido satisfacer muchas
necesidades sociales mediante productos con caracteristicas especializadas. Sin
embargo, la contaminacién generada durante todo el ciclo de vida de estos productos
€s una preocupacion creciente. Por lo tanto, la busqueda de materiales amigables
con el medio ambiente que puedan reemplazar a los polimeros en diversas
aplicaciones es una de las principales metas de la ciencia y la tecnologia actuales.
En el campo de la tecnologia de alimentos, se busca utilizar materiales de empaque
gue no solo prolonguen la vida atil y cumplan con los requisitos de seguridad
alimentaria, sino que también sean activos, ecologicos y funcionales. En el presente
trabajo de tesis se ha desarrollado un nanocompuesto a través de la técnica de
electrohilado, empleando zeina como matriz polimérica y la incorporacion de
nanoparticulas de plata (AgNP) en una concentraciéon de 100 pg mL?t. Las
nanoparticulas de plata empleadas se obtuvieron mediante un método de sintesis
verde utilizando extractos del fruto del pirul (Schinus molle L.), logrando un tamafio y
potencial Z de 89.03 nm y -28.733 mV, respectivamente. Los extractos fueron
evaluados en términos de su capacidad antioxidante y perfil de metabolitos
secundarios, donde se identificé al acido galico como el compuesto mayoritario,
representando el 85.24 % de los compuestos cuantificados y siendo considerado el
principal responsable de la biosintesis. Los nanocompuestos obtenidos se
caracterizaron fisicoquimicamente mediante la determinacion de su contenido de
humedad, solubilidad en agua y espesor, evidenciando un aumento del 3.303 % en
humedad, un 23.175 % en solubilidad en agua y un incremento de 0.75 mm en
espesor, como resultado de la incorporacion de las nanoparticulas de plata en la
matriz polimérica.



l. INTRODUCCION

Los polimeros han revolucionado la economia mundial, la manufactura y la salud en
las Ultimas décadas con actividades que requieren materiales con caracteristicas
especificas como el empaquetado de alimentos, la administracion controlada de
medicamentos, la biomédica, los textiles y el cuidado personal. Aunque se ha
intentado satisfacer estas necesidades utilizando polimeros fabricados a partir de
recursos fosiles, la contaminacion resultante de diversas actividades humanas,
incluida la produccién de polimeros sintéticos, es una realidad preocupante. En 1950,
la produccién mundial de polimeros era de solo 2 millones de toneladas, mientras
gue para 2019 esta cifra aumenté a 459.75 millones de toneladas. Ademas, una
cantidad significativa de este plastico termina en los océanos; en 2019, se estimo
gue en México cada persona emitia en promedio 0.03 kg de plastico al océano. Esta
situacion obliga a buscar alternativas para desarrollar nuevos materiales que no solo
satisfagan las demandas y necesidades actuales, sino que también sean

biocompatibles y biodegradables.

Los materiales de empaque utilizados en la industria alimentaria tienen como objetivo
preservar la seguridad y la calidad de los productos durante las diferentes etapas de
la cadena de suministro, protegiéndolos de factores fisicos, quimicos, biolégicos y
ambientales. Esto se hace para prolongar su vida util en el envase. Debido a su bajo
costo, facilidad de procesamiento y propiedades, los plasticos a base de petréleo se
han utilizado ampliamente como materiales de empaque. Los materiales como los
nanocompuestos, por otro lado, brindan la posibilidad de utilizar materiales ligeros,
innovadores, con buenas propiedades y ecoldgicos que pueden ser una alternativa

viable como materiales de empaque.

Los bio-nanocompuestos son materiales hibridos que combinan componentes
biolégicos y nanotecnoldgicos para producir estructuras con propiedades mejoradas
0 potencial para nuevas aplicaciones. Los componentes biolégicos pueden incluir

biopolimeros, células, bacterias y enzimas. Los nanomateriales que se integran con



frecuencia incluyen nanotubos, nanoparticulas de carbono, nanoparticulas

metalicas, entre otros.

Las micro y nanofibras a base de polimeros sintéticos y biopolimeros se caracterizan
por su versatilidad, facilidad de fabricacion y capacidad para controlar sus
propiedades fisicas, quimicas y funcionales. Estas fibras representan una de las
muchas estructuras desarrolladas para la fabricacion de bio-nanocompuestos. El
electrohilado es una técnica que se ha vuelto cada vez mas popular para obtener
fibras a partir de una amplia variedad de biopolimeros. Sin embargo, mejorar las
diversas propiedades de las peliculas hechas con biopolimeros sigue siendo un gran

desafio para la comunidad cientifica.

Debido a la capacidad de las nanoparticulas de plata (AgNP) para reaccionar
guimicamente con el azufre contenido en ciertas proteinas presentes en la
membrana celular, se ha realizado una gran cantidad de investigacion sobre su
actividad antimicrobiana. Las AgNP se pueden obtener por tres métodos diferentes:
fisico, quimico y biolégico. El método quimico es el mas popular; pero en los ultimos
afos se han estudiado e implementado diversos métodos de “sintesis verde” con el
objetivo de reducir el uso de quimicos toxicos para el medio ambiente, mediante el

aprovechamiento de recursos naturales o desechos agroindustriales.

En el presente estudio se desarroll6 un material hanocompuesto a través del
electrohilado, utilizando la zeina como biopolimero. La zeina es una proteina
proveniente del maiz que ha sido estudiada minuciosamente y que puede
electrohilarse sin reticulacion. La zeina se combiné con AgNP sintetizadas mediante

una via verde utilizando extractos de los frutos del pirul (Schinus molle L.).



. ANTECEDENTES
[I.1 Los polimeros y la sociedad contemporanea

En los ultimos 60 afos, los polimeros han transformado la produccién agricola y la
tecnologia alimentaria, han ayudado al desarrollo de la industria medica gracias a la
introduccion de dispositivos médicos funcionales y equipos, han reducido el consumo
de combustible gracias a la fabricacion de vehiculos mas ligeros y han mejorado el
rendimiento de las aeronaves. Las materias primas utilizadas para la produccién de
los polimeros mencionados son derivados de combustibles/fésiles, principalmente
porque son facilmente producidas a través del petréleo y el gas natural. Sin embargo,

hay dos factores que deben contemplarse:

1) El petrdleo y gas natural son recursos finitos, en algdn momento se
tendra escasez y como consecuencia un aumento de los precios.
2) El impacto medioambiental que se tiene con su produccién y con su

uso no controlado (Soares y col., 2018).

Desde la Segunda Guerra Mundial hasta hace pocos afos, la industria de los
plasticos derivados del petroleo ha impulsado la economia mundial. En la actualidad,
la creciente demanda de materias primas derivadas del petrdleo amenaza la
economia mundial y, lo que es mas importante, es responsable del cambio climatico.
La liberacion de carbono de los polimeros derivados del petrdleo por incineracion u
otros métodos de degradacion aumenta los gases de efecto invernadero en la

atmosfera, lo que a su vez contribuye al calentamiento global (Soares y col., 2018).

Es muy deseable disponer de nuevos recursos y métodos de sintesis y
procesamiento para contribuir a la reduccion del impacto medioambiental generado
por la actual industria de polimeros. Como resultado, el desarrollo de materiales
biodegradables y/o de base bioldgica han recibido una atencién cada vez mayor por

parte de industrias como la alimentaria (Brandelli, 2024).



II.2 Los polimeros bio-basados y los biopolimeros.

Los polimeros de origen bioldgico pueden clasificarse en dos grupos, los polimeros
bio-basados y los biopolimeros o polimeros naturales. Los polimeros de base
biolégica (bio-basados) son materiales derivados de la biomasa, esto significa que
se componen principalmente de materiales no fésiles y ofrecen una alternativa
renovable a los polimeros tradicionales derivados del petréleo. Las materias primas
de base biolégica pueden encontrarse en diversas fuentes bioldgicas, como
productos agricolas (maiz, patata o soja), microorganismos, algas 0 crustaceos
(Hottle y col., 2013). También pueden estar parcialmente compuestos por polimeros
renovables y sintetizados (Hottle y col., 2013). Algunos de los polimeros bio-basados

comercializados son los siguientes:

a) Polilactidos (PLA): derivados del azucar de maiz, que posteriormente se
fermenta para obtener acido lactico y, finalmente, se polimeriza en acido
polilactico.

b) Poliamidas: El nailon-11 es un polimero derivado del aceite de ricino;

c) Bio-PET: el bio-poli (tereftalato de etileno) es una combinacion de etileno de
origen biolégico y otras materias primas derivadas del petréleo. La parte de
etileno se obtiene por fermentacion del maiz y posteriormente se sintetiza en

el mismo proceso que un PET tradicional (Poulat, 2021).

Por otro lado, los polimeros naturales son macromoléculas que se encuentran en la
naturaleza. Entre ellas se encuentran las proteinas (p. €j., colageno, gelatina, zeina,
seda), los polisacaridos (p. ej., almidon, celulosa, alginato, quitosano, acido
hialurénico), los terpenos (p. ej., caucho natural) y los lipidos. La ventaja de utilizar
polimeros naturales es su capacidad para imitar el entorno quimico de la naturaleza,
principalmente por su biocompatibilidad. En cambio, presentan propiedades
mecanicas débiles, lo que da lugar a materiales fragiles en comparacién con los

polimeros sintéticos (Soares y col., 2018).



En las dltimas décadas, el uso de biopolimeros bio-basados y biopolimeros como
biomateriales se ha incrementado en &reas como la ingenieria de tejidos, el vendaje
de heridas, los sistemas de administracion de farmacos y las alternativas inteligentes
para la biotecnologia. Cabe mencionar que el uso de un polimero procedente de una
fuente renovable para cualquier aplicacion en alimentacion, farmacia o medicina
avanza hacia una tecnologia mas sostenible, asequible y menos dependiente
(Soares y col., 2018).

I1.3 La nanotecnologia y el desarrollo de nuevos materiales.

La nanociencia y la nanotecnologia son areas muy innovadoras y en las ultimas
décadas han abordado la sintesis de diferentes materiales con diversas morfologias,
asi como la construccion/ensamblaje de nanoestructuras. Se ha sintetizado una
enorme variedad de nanocomponentes con diferentes estructuras |y
dimensionalidades al igual que se han investigado ampliamente sus potenciales
aplicaciones en los campos de la fisica, quimica, biologia, medicina, entre otros. La
construccion de las nanoestructuras sintetizadas es necesaria ante las crecientes
exigencias en los campos de la energia, los materiales y la biomedicina, y los
ensamblajes resultantes suelen mostrar un rendimiento novedoso o superior (Zhang
y Yu, 2014).

[I.4 Empaquetado sostenible en la industria alimentaria.

El envasado o empaquetado de alimentos se considera generalmente como la
estrategia principal para proteger los productos alimenticios y mejorar su calidad. El
mercado de envasado de alimentos en todo el mundo esta creciendo y se espera
gue alcance un valor de 512 mil millones de dolares para 2028 (Shahbandeh, 2024).
En la industria alimentaria mundial, los envases producen alrededor de mil millones
de toneladas métricas de emisiones de gases de efecto invernadero y aunque existen
otros sectores que tienen mayor emision, la busqueda por opciones de envasado
mas sostenibles es un interés creciente. Actualmente, mas del 75 % de los materiales

de envasado de alimentos convencionales son materiales plasticos no



biodegradables y solo alrededor de una cuarta parte de estos envases de plastico
son reciclables y menos del 1 % son reutilizables (Shahbandeh, 2024; Zhao y col.,
2020). Por lo tanto, es urgente producir sistemas de envasado de alimentos activos
y sostenibles y alternativas innovadoras con caracteristicas respetuosas con el medio
ambiente y un excelente desempefio en la industria alimentaria (Wang y col., 2022).
Los materiales renovables y respetuosos con el medio ambiente que pueden cumplir
con los requisitos de la quimica verde, como los materiales derivados de la biomasa
(p. €j., polisacaridos y proteinas (Zubair y Ullah, 2020)) y polimeros de base bioldgica
han sido ampliamente explorados para aplicaciones emergentes en sistemas de
envasado de alimentos. La diversificacion y las demandas personalizadas de los
mercados de consumo han impulsado el desarrollo de materiales de envasado de
alimentos multifuncionales con caracteristicas activas y sostenibles, como
actividades de barrera y antibacterianas, control de la frescura y el deterioro, asi
como la capacidad de eliminacién de oxigeno (Ahari y Soufiani, 2021). Entre ellos,
las peliculas derivadas de biomasa han despertado interés para la fabricacién de
envases para alimentos. Sin embargo, cominmente no se pueden usar en sistemas
de envasado debido a sus malas propiedades fisicoquimicas (p. ej., propiedades
mecanicas y permeabilidad al vapor de agua). Para abordar estos problemas, se han
fabricado peliculas multifuncionales de nanocompuestos derivados de biomasa, en
las que se han introducido nanomateriales funcionales en la matriz de biomasa a
través de mezcla fisica y/o modificacion quimica para mejorar su rendimiento de
empague para aplicaciones emergentes (Perera y col., 2022). En este escenario, se
han estudiado varios nanomateriales, como nanoarcillas naturales y sintéticas,
particulas metalicas y nanoparticulas de 6xidos metalicos. La incorporacion de estos
nanomateriales a la matriz de biomasa puede mejorar sus propiedades inherentes,
como las propiedades mecanicas, fisicas, térmicas, de barrera, antibacterianas y de
vida util, otorgar las funcionalidades enriquecidas de los nanocompuestos resultantes
y reduccion de la huella de carbono en el ciclo de vida de los productos alimenticios
(Shiy col., 2022).



[1.5 Materiales bio-nanocompuestos.

Los materiales compuestos constan de al menos dos elementos, uno de estos
funciona como una matriz, y si esta matriz es de fibras naturales, entonces forma un
biocompuesto. Estos materiales son cada dia mas populares en la industria debido
a sus propiedades Unicas, es decir, son reciclables, baratos y mas ligeros. Las
nanoparticulas inorganicas pueden incorporarse a estos materiales para mejorar sus
propiedades de resistencia, formando asi bio-nanocompuestos (Shimpi, 2017). Los
bio-nanocompuestos son una clase de compuestos muy singular. Consisten en una
nanoestructura multifasica en la que una de las fases es de origen biologico y la otra
es de naturaleza inorganica (Figura 1). La parte inorganica proporciona buenas
propiedades térmicas y estabilidad fisica, que son utiles para mejorar las propiedades
funcionales. Estos compuestos son versatiles y muy fiables debido a la facilidad de
procesamiento y a la variedad de materiales de partida (Rojas, 2015).

Los biopolimeros en forma de bio-nanocompuestos pueden servir para varias
funciones y lineas de aplicacion que podran hacer frente a los retos del futuro. Estos
nanomateriales pueden servir mejor como agentes antimicrobianos, pueden
utilizarse como buenos biosensores y también pueden emplearse como

secuestradores de oxigeno (Akbar y col., 2020).

Fibras biopoliméricas ~ Procesamiento

-_—

.‘

Elemento nanométrico

scaffold

Bio-nanocompuesto
Materiales bio-médicos

Figura 1. Esquema de la formacion de materiales bio-nanocompuestos (Akbar y
col., 2020).



Il. 5.1 Métodos de procesamiento de bio-nanocompuestos.

El nimero de métodos empleados para producir bio-nanocompuestos es grande
debido a que se han desarrollado a la par de la utilizacion de distintos polimeros y
biopolimeros, sin embargo, los mas empleados son los que siguen: pultrusion,
bobinado de filamentos, extrusion, electrohilado, fundicién de solucién, moldeo por
compresion, moldeo por transferencia de resina, moldeo de laminas y ultrasonido
(Akbar y col., 2020).

El electrohilado es apropiado para permitir que las moléculas mas grandes y/o
complejas, como los biocompuestos, se fabriguen mediante este proceso. La
produccion a gran escala de fibras en un corto periodo de tiempo es dificil con este
método, sin embargo, se emplea en campos donde se requieren pequefias
cantidades de fibras. Puede decirse que el método de electrohilado es un método
rentable. Sin embargo, las aplicaciones de este método siguen estudiandose con la

busqueda de su implementacion en muchas otras areas (Akbar y col., 2020).
[1.6 El electrohilado (electrospinning).

Los nanomateriales unidimensionales se han investigado intensamente debido a sus
propiedades Unicas y a sus fascinantes aplicaciones en muchas areas. Se han
desarrollado varios métodos para fabricar y ensamblar nanoestructuras de este tipo
en forma de alambres, cintas, varillas, tubos y anillos a partir de muchos materiales.
Entre los métodos, la técnica de electrohilado se ha desarrollado rapidamente en la
Ultima década para la preparacién sencilla de fibras continuas de diametro
micrométrico a nanométrico. Aunque existen otros métodos para preparar fibras
unidimensionales, pocos métodos pueden igualar a esta técnica en cuanto a su
flexibilidad, versatilidad y facilidad de produccion de fibras. El electrohilado se inventé
a principios del siglo pasado (1902), pero no fue hasta mediados de la década de
1990 cuando los investigadores empezaron a darse cuenta de la enorme capacidad
del procedimiento para la preparacién de fibras. Es notable que la cantidad de

publicaciones en este campo (Figura 2) esté aumentando continuamente a una



velocidad vertiginosa en los Ultimos afios, beneficiandose del notable bajo coste,
flexibilidad, simplicidad y aplicaciones potenciales de esta técnica. Hasta ahora, el
electrohilado se ha utilizado para fabricar una amplia gama de fibras, como

polimeros, cerdmicas y materiales compuestos (Zhang y Yu., 2014).
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Figura 2. Representacion esquematica del numero de publicaciones sobre

electrohilado (Scopus).
[1.6.1 Mecanismo y equipo del electrohilado.

El electrohilado puede producir micro y nanofibras a partir de soluciones poliméricas
o polimeros fundidos (Kriegel y col., 2008). El aparato de electrohilado se representa
comunmente por una jeringa con una aguja unida a la punta de la jeringa, que se

dirige a una base metélica que actlia como soporte para la recogida de la estera de



fibras. Tanto la aguja como la base metalica estan conectadas a una fuente de

alimentacion de alto voltaje a través de electrodos (Kriegel y col., 2008) (Figura 3).

Colector

Jeringa Solucién polimérica
Polimero hilado

+
Anodo (+) 1

Catodo (-)

o oo

Bomba de infusion

: |

! v
Alto voltaje por Fibras
generador

Figura 3. llustracion esquematica del sistema para electrohilado (Kriegel y col.,
2008).

La jeringa almacena el polimero (fundido o en solucion) y cuando las fuerzas
electrostaticas vencen la tension superficial del liquido, comienzan a formarse las
fibras. En ese momento, la superficie de las fibras sufre la repulsion de las cargas
libres; al mismo tiempo, la elasticidad del fluido produce una gota inestable en forma
de cono, que se forma en la punta de la aguja (cono de Taylor) (Figura 4). A
continuacion, un fino chorro de fluido cargado eléctricamente se desprende del cono
de Taylor hacia la base del colector que tiene carga opuesta. Este filamento liquido
formado es acelerado y estirado y sufre deformaciones o inestabilidades asociadas
al fluido, al campo eléctrico, o a la aerodinAmica del chorro hasta su llegada al
colector metélico, terminando en unared de fibras o matriz tridimensional (Frey y col.,
2003).

Aguja |

|~ Cono de Taylor

N y4
Gota i 1 | 2

‘€— Acumulacion de cargas

Figura 4. Representacion grafica de la acumulacion de cargas electrostaticas y del
cono de Taylor (Baila, 2018).
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11.6.2 Efecto de las propiedades de la solucion

Uno de los principales parametros que influyen en el proceso de electrohilado es la
viscosidad de la solucién polimérica, que depende de la concentracién de polimero
y del tipo de disolvente. La viscosidad es un parametro clave en la electrohilado
porgue esta relacionada con el grado de entrelazamiento de la cadena de moléculas
de polimero dentro de la solucién. El entrelazamiento de los polimeros es
fundamental para la formacion de fibras. Si los polimeros no estdn enredados,
normalmente se depositan perlas o gotitas en lugar de fibras en la placa colectora.
Los polimeros con mayor peso molecular (cadenas mas grandes) y el aumento de la

concentracion de polimeros favorecen la formacion de fibras (Kriegel y col., 2008).

La tension superficial de una solucién puede favorecer la formacion de perlas en
lugar de fibras, mientras que las fuerzas electrostaticas debidas a las cargas dentro
del chorro tienen tendencia a alargar y mantener el chorro para asi favorecer la
formacion de fibras (Zhang y col., 2006). En consecuencia, los factores que alteran
la tension superficial y/o las fuerzas electrostaticas pueden influir en el proceso de
electrohilado. Por ejemplo, se puede obtener un aumento de las cargas mediante la
adicion de sales ionicas o polielectrolitos (Son y col., 2004). En este caso, se
transportan mas cargas a lo largo del chorro, lo que provoca mayores fuerzas de
elongacion debido a la repulsion mutua de cargas dentro del chorro. Como
consecuencia, el chorro se estira ain mas, reduciendo el didametro de la fibra y la

cantidad de formacion de microgotas (Kriegel y col., 2008).

Sin embargo, aumentar la concentracion de polimero y, por tanto, la viscosidad de
una solucién hasta el punto de obstruir el flujo a través del capilar puede impedir de
nuevo la formacion de fibras. Ademas, en el caso de altas concentraciones de
polimero, puede producirse la desecacién de la solucion polimérica en la punta de la
aguja, lo que conduce a la formacion de un gel localizado, impidiendo asi la formacién
de un cono de Taylor adecuado, por ultimo, el punto de ebullicién del disolvente debe
ser lo suficientemente bajo como para que la evaporacion del disolvente se produzca

en condiciones atmosféricas convencionales (Kriegel y col., 2008).
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11.6.3 Efecto de los pardmetros de procesamiento.

El electrohilado se ve influenciado por una serie de pardmetros de proceso, como el
voltaje aplicado, la distancia entre la punta y la placa colectora, la temperatura, la
presion y el flujo. De estos parametros, el voltaje aplicado es el mas importante, ya
que determina el grado de fuerzas de interaccion electrostatica que inducen la
expulsion de un chorro de polimero. La expulsién del chorro es provocada si las
fuerzas electrostaticas son capaces de superar las fuerzas de tension superficial. Por
lo general, se necesitan voltajes de funcionamiento de entre 6 y 20 kV para provocar
una distorsion de la gota y formar el denominado cono de Taylor desde el que se
expulsa el chorro de polimero. Un aumento del voltaje aplicado incrementara la
densidad de carga haciendo que el chorro se acelere mas rapidamente y se estire
mas debido a las mayores fuerzas coulombicas en el chorro. Esto suele provocar una

reduccion del diametro de la fibra (Kriegel y col., 2008).

Un aumento del flujo o una disminucién de la distancia entre la punta de la jeringa y
la placa colectora suele conducir a la formacion de fibras de mayor diametro (Han y
col., 2008). En el caso de la formacion de microgotas, el aumento del caudal o la
disminucién de la distancia entre la punta de la jeringa y la placa colectora también
aumentan el tamafio de las microgotas. Los flujos altos que superan un valor critico
pueden dar lugar a la formacién de zonas de union entre las fibras de polimero
depositadas. Esto se debe a que no se dispone de tiempo suficiente para que se
evapore todo el disolvente, lo que provoca la fusion de las fibras. Por el contrario, a
flujos méas bajos, el disolvente puede tener tiempo suficiente para evaporarse. Por
ultimo, las condiciones ambientales, como la temperatura, la presion y la humedad,
pueden afectar tanto a las propiedades de la solucion como a la velocidad de
evaporacion del disolvente. Por ejemplo, el aumento de la temperatura reduce la
viscosidad, lo que permite afiadir mas polimero a la solucion. Ademas, el disolvente
puede evaporarse mas rapidamente a altas temperaturas. Por el contrario, a mayor

humedad, se reduce la fuerza impulsora de la evaporacion del disolvente, lo que da
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lugar de nuevo a la formacion de zonas de unién entre las fibras depositadas (Kriegel
y col., 2008).

Il.7 La zeina y su aplicacion en el electrohilado.

La zeina son una clase de proteinas solubles en alcohol ricas en prolamina, aprobada
como excipiente generalmente reconocido como seguro (GRAS) en 1985 por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (US FDA) para el
recubrimiento de peliculas de productos farmacéuticos. En 2019, el tamafio del
mercado mundial de fibra de maiz se valoré en 718.9 millones de USD y se espera
gue crezca a una tasa de crecimiento anual compuesta del 6.3 % de 2020 a 2027.
Se espera que el creciente uso del maiz en el campo farmacéutico impulse el
crecimiento del mercado del mercado durante el periodo de prevision consumo de

alimentos y bebidas (Grand View Research, 2019).

Segun la solubilidad y la homologia de secuencia, podemos clasificar la zeina en 4
grupos: a-zeina (19 y 22 kDa), que incluye el 70-85 % de la fraccion total de masa
de zeina, B-zeina (14 kDa), y-zeina (16 y 27 kDa), la segunda fraccion mas
abundante, y &-zeina (10 kDa) (Rahman y col., 2023). La forma a-zeina es
generalmente el grado comercial de la zeina (la estructura se muestra en la Figura
5). Todas las clases de zeina tienen varios aminoacidos hidréfobos y neutros (como
la leucina, la prolina y la alanina) y también contienen algunos residuos de
aminoacidos polares, como la glutamina. La zeina se distingue de otras proteinas
porque carece casi por completo de lisina y triptéfano, e incluye unos pocos residuos
de arginina e histidina. Esta composicibn de aminoacidos es la razén de su
solubilidad dnica, restringida principalmente a la acetona, el acido acético, los

alcoholes acuosos y las soluciones alcalinas acuosas (Lawton, 2002).
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N-Terminal Helix 123 Helix 456 Helix 123

Luteina 1 Luteina 2 Luteina 3

Figura 5. La estructura de a-zeina con tres secciones de triple superhélice y un

segmento N-terminal (Rahman y col., 2023).

Las formulaciones a base de zeina se centran en las propiedades que posee este
interesante material natural: gran resistencia al calor, al agua, a la abrasion y a la
humedad; la proteina zeina del maiz es capaz de potenciar la posibilidad de una

mayor vida util de las biomoléculas (Tortorella, 2021).

Debido a la fuerte hidrofobicidad y la formacién de peliculas que actian como barrera
frente a la humedad y el oxigeno, la zeina se ha utilizado ampliamente como
componente de adhesivos, fibras, chicles, recubrimientos para productos
alimenticios, asi como plasticos biodegradables, polvos cosméticos, o para preparar
pesticidas microencapsulados y como matriz de administracion de farmacos (Figura
6). La formacién de las peliculas de zeina tradicionalmente es por fundicion por

solvente, extrusion y fundicion por centrifugado (Zhang y col., 2015).
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Figura 6. Representacion esquematica de las aplicaciones desarrolladas para las

peliculas de zeina en diferentes areas (Zhangy col., 2015).

En particular, la zeina es un material prometedor para el electrohilado, y se ha
estudiado su capacidad para formar fibras (Alehosseini y col., 2019). La gran ventaja
de la zeina sobre otras proteinas y carbohidratos es la eliminacion de la necesidad
de usar un agente reticulante para formar fibras por electrohilado (Soares y col.,
2018). Asi, Colussi y col. 2021, seleccionaron a la zeina como matriz del isotiocianato
de alilo para electrohilar recubrimientos funcionales de envases de alimentos para la
conservacion de la fresa; Alehosseini y col., 2019 encapsularon curcumina dentro de
fibras electrohiladas de zeina y gelatina para generar recubrimientos bioactivos para
el envasado de alimentos; Alcantara y col.,, 2010 prepararon un material bio-
nanocompuesto de alginato-zeina como un sistema de administracion de farmacos
y, Aytac y col., 2017 electrohilaron redes nanofibrosas de zeina con encapsulados

de timol-ciclodextrina como material de envasado de alimentos.
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I1.8 Las nanoparticulas de plata.

En la actualidad, la nanoquimica se convierte en una de las principales direcciones
de crecimiento de la nanociencia. Con frecuencia, las particulas metélicas de tamafio
nanométrico muestran propiedades fisicas, quimicas y biolégicas Unicas y
considerablemente modificadas en comparacion con sus contrapartes a escala
macro, debido a su alta relacién superficie-volumen. Por ello, estas nanoparticulas
han sido objeto de importantes investigaciones en los ultimos afios (Huang y Yang,
2008).

Las nanoparticulas metalicas exhiben propiedades que dependen del tamafio y la
forma que son de interés para aplicaciones que van desde catalizadores y deteccion
hasta Optica, actividad antibacteriana y almacenamiento de datos. Por ejemplo, la
actividad antibacteriana de diferentes nanoparticulas metalicas, como los coloides
de plata, esta estrechamente relacionada con su tamafio; es decir, cuanto mas
pequefios son los nucleos de plata, mayor es la actividad antibacteriana (Abou El-
Nour y col., 2010).

[1.8.1 Sintesis de nanoparticulas.

Existen tres grandes grupos de métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas.
Los mas comunes y numerosos son los métodos quimicos. El segundo grupo son los
métodos fisicos, basados en el uso de, por ejemplo, radiacion de microondas,
ultrasonido, irradiacion y trituracion mecanica. El tercer grupo incluye métodos
biologicos, que permiten la sintesis de nanoparticulas a partir de extractos naturales
de hongos, bacterias y plantas. Los métodos quimicos, en relacion con los demas,
son los mas eficientes y no requieren el uso de equipos especializados, y los
productos obtenidos pueden almacenarse sin cambios significativos en su estabilidad

(Kapuscinska y Nowak, 2016).

Algunos autores suelen nombrar a los métodos bioldgicos como métodos de sintesis
verde. De cualquier forma, estd comprobado que los extractos de plantas naturales,

hongos y bacterias pueden ser utilizados en la produccién de AgNP. Por ejemplo, el

16



extracto de hoja de magnolia tratado con una solucién de AgNOs reduce los iones de
plata (Song y Kim, 2009).

11.8.2 Capacidad antioxidante del Schinus molle L.

Los aceites esenciales y extractos de plantas aromaticas han sido reconocidos
durante muchos afios como una gran fuente de agentes farmacéuticos y aditivos
alimentarios. Se ha demostrado su capacidad antioxidante para actuar en respuesta
metabdlica a la produccion enddgena de radicales libres y otras especies oxidantes
(Wei y Shibamoto, 2010).

La Schinus molle L., cominmente conocida como pimienta rosa o0 pimienta
americana, es un arbol de la familia Anacardiaceae originario de las regiones
subtropicales de Sudamérica (Figura 7). En la cocina tradicional, los frutos de
Schinus molle L. se han utilizado como sustituto de la pimienta negra y también para
preparar bebidas alcohodlicas. En la medicina popular, Schinus molle L., se ha
utilizado por sus propiedades antibacterianas, antivirales, antisépticas topicas,
antifangicas, antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, antiespasmaodicas,

analgésicas, asi como estimulantes y antidepresivas (Guala y col., 2009).

Figura 7. Fruto del Schinus molle L. (Pirul).

Los resultados de algunos estudios han revelado las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes de los aceites esenciales y extractos de Schinus molle L. (Salazar
Aranda y col., 2011). En el trabajo por do Rosario Martins y col., 2014 se reporta el

estudio de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los aceites esenciales
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de las hojas y frutos del Schinus molle L. mostrando resultados positivos que
sugieren un gran potencial para su uso en biotecnologia, alimentos e industrias
farmacéuticas. Debido a que la capacidad antioxidante es producto de la presencia
de compuestos reductores, estos mismos compuestos pueden ser utilizados para la
sintesis de nanoparticulas de plata como una propuesta de sintesis verde (Weiy
Shibamoto, 2010).
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1. HIPOTESIS

La incorporacion de nanoparticulas de plata (AgNP) en nanofibras electrohiladas a
base de zeina resultard en la formacion de una biopelicula con propiedades

fisicoquimicas mejoradas.
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V. OBJETIVOS
IV.1. General

Desarrollar y caracterizar fisicoquimicamente una biopelicula electrohilada a base de

zeina y nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de Schinus molle L.
IV.2. Especificos

= Determinar la capacidad antioxidante y perfil de metabolitos secundarios de
extractos acuosos obtenidos de los frutos de Schinus molle L.

= Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata (AgNP) mediante un método
de sintesis verde con los extractos de Schinus molle L.

= Desarrollar nanocompositos de AgNP mediante el electrohilado de
biopeliculas a base de zeina.

= Evaluar el efecto de la adicién de AgNP sobre las propiedades fisicoquimicas
de las biopeliculas obtenidas en términos de su espesor, contenido de

humedad y solubilidad en agua.
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V. METODOLOGIA
V.1 Materiales

Zeina (P. Code: 1001214671/Lote: SLBB1867V), materia vegetal de Schinus molle
L., acido 2,2'-acino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (95 %, Sigma
Aldrich), &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (97 %,
Sigma Aldrich), nitrato de plata (AgNOs3), hidréxido de sodio, &cido clorhidrico, &cido
férmico, acetonitrilo, etanol absoluto, etanol al 96 %, agua destilada, tridestilada y
desionizada.

V.2 Métodos
V.2.1 Obtencién del extracto acuoso de Schinus molle L.

Los frutos del pirul en etapa madura (frutos rojos) se colectaron de los arboles que
se encuentran en el campus principal de la UAQ. La materia vegetal del pirul fue
lavada con agua destilada para su posterior secado a 60 °C durante 6 h. La materia
vegetal seca se molié6 en un molinillo conico automatico (Cuisinart DBM-8). Para
preparar el extracto se utilizé un procesador ultrasénico (Hielscher UP400St), primero
se colocaron 10 g de la semilla de pirul molida en 100 mL de agua desionizada, la
mezcla se coloc6 en un bafio de hielo y la punta del sonicador se sumergio a 30 mm
aproximadamente, aplicando una amplitud del 25 % por 15 min. Finalmente, el
extracto fue filtrado en papel Whatman 1 y refrigerado (Diaz-de-Cerio y col., 2017).
La materia vegetal resultante se dejo secar durante tres dias para su posterior pesaje

y determinacién del rendimiento del extracto obtenido.
V.2.2 Actividad antioxidante del extracto

La actividad antioxidante se determin6é siguiendo la metodologia estandar de
estabilizacién de radicales ABTS. El radical libre se prepar6 con 16 h de anticipacion
a su uso en etanol (96 %). Se prepar6 una solucién de Trolox 1 mM, antioxidante de
referencia. La curva de calibracidén se prepard con concentraciones de Trolox entre
50-800 uM a 1 mL en metanol. De cada punto de la curva y del extracto se tomaron
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20 pL y se afiadieron 230 pL de la solucion de ABTS. Se midio la absorbancia a 734
nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (SpectraMax 190). Las mediciones se
realizaron por triplicado (Maciel y col., 2020). El porcentaje de inhibicion se determiné
con la formula 1:

Absctr — AbSyeq

% Inhibicion = Abs., x 100 (1)
ctr

V.2.3 Determinacion del perfil de metabolitos secundarios del extracto mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC-DAD).

La identificacion y cuantificacion de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto se realiz0 utlizando un sistema HPLC de la serie 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) con un analisis con detector de arreglo de diodos.
La separacion de los compuestos se realizo con una columna de proteccion ZORBAX
eclipse XBD-C18 (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5 um) y se estableci6 un flujo
de 0.750 mL/min. Se inyecto un volumen de 10 pL de la muestra diluida en un factor
1:2 y previamente filtrada con filtros de Nylon de 0.45 um (Waters, USA). La fase
movil consistio en dos disolventes: el disolvente A fue agua tridestilada y el disolvente
B fue acetonitrilo, ambos disolventes acidificados al 1 % con &cido férmico. El
gradiente lineal utilizado fue: 0 min [A:B 100/0], 3 min [A:B 95/5], 4 min [A:B 88/12],
7 min [A:B 80/20], 13 min [A:B 78/22], 14 min [A:B 77/23], 15 min [A:B 75/25], 17 min
[A:B 74/26], 20 min [A:B 72/28], 22 min [A:B 70/30], 25 min [A:B 50/50], 26 min [A:B
25/75], 27 min [A:B 0/100] y cuatro minutos después de la ejecucion. La deteccion se
realiz6 a 240, 280, 330 y 360 nm. La absorbancia maxima de los picos de interés en
el cromatograma se interpolé en las diferentes curvas de calibracion de los
estandares para obtener la concentracion de los compuestos (Sanchez-Quezada y
col., 2023).

V.2.4 Formacion y caracterizacion de las nanoparticulas de plata.

La formacion de las nanoparticulas se realizé con base a la metodologia propuesta
por Tesfaye y col. 2023 con algunas modificaciones. Se estudio el efecto del pH, la

concentracion del extracto acuoso y la concentracion del precursor (AgNOz3) sobre la
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formacion de las nanoparticulas de plata. La sintesis se logr6 bajo agitacion
constante durante 60 min a 40 + 2 °C, empleando una relacién de precursor-extracto
(v/v) de 8:2 respectivamente. Todas las soluciones se prepararon en agua
desionizada (Tesfaye y col., 2023).

V.2.4.1 Efecto del pH

Se estudio el efecto del pH en la sintesis de nanoparticulas para los valores de 5, 7,
9y 11, a una temperatura de 40 + 2 °C y agitacion constante durante 60 min, asi
como una relacion de precursor-extracto (v/v) de 8:2 respectivamente; el precursor
se empled en una concentracion de 4 mM y el extracto en una dilucién 1:5. El pH se
ajusto usando HCI 0.1 M para el sistema acido y NaOH 0.1 M para los sistemas
basicos. Con base en los resultados obtenidos, se seleccion6 un pH de 9y se utilizo

para los experimentos posteriores.

V.2.4.2 Efecto de la dilucién del extracto de Schinus molle L.

El extracto se diluyé en un intervalo de 3 a 11 veces respecto a su concentracion
original para estudiar su efecto sobre la sintesis de nanoparticulas de plata, se
empled una temperatura de 40 + 2 °C y agitacion constante durante 60 min, asi como
una relacién de precursor-extracto (v/v) de 8:2 respectivamente; el precursor se
empled en una concentracion 4 mM y el pH se ajusté con una solucion de NaOH 0.1

M a un valor de 9 £ 0.05 en base a los resultados del experimento previo.

V.2.4.3 Efecto de la concentracion del precursor (AgNO3).

Para estudiar el efecto de la concentracion del precursor sobre la sintesis de las
nanoparticulas de plata se consideraron los resultados de los experimentos previos,
se estudié en una concentracion de 0.5 a 2 mM vy diluciones del extracto 1.5y 1:7,
los parametros de temperatura, agitacion y relacién precursor-extracto se

mantuvieron constantes, asi como el ajuste del pH a un valor de 9 + 0.05.
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V.2.4.4 Espectrofotometria UV-Vis.

La biosintesis de AgNP y la reduccidon de iones de plata se analizaron a través de la
resonancia de plasmon superficial (SPR) mediante el uso de espectrofotémetro (UV-
Vis (SpectraMax 190) en el rango de longitud de onda de 300 — 700 nm (Melkamu &
Bitew, 2021). Asimismo, los analisis de estabilidad se basaron en los cambios

asociados a los espectros de SPR en funcion del tiempo.

V.2.4.5 Estabilidad en la formacion de las nanoparticulas de plata

El analisis de la estabilidad de la formacién de nanoparticulas de plata (AgNP) se
fundamenté en dos experimentos. El primero consistio en el analisis de las
nanoparticulas sintetizadas mediante espectrofotometria UV-Vis, cuyos espectros se
registraron inmediatamente después de la sintesis y después de un periodo de 30
dias, esto con el propdsito de observar los cambios asociados a la estabilidad de las
nanoparticulas generadas. En un segundo estudio de estabilidad, se caracterizaron
las muestras seleccionadas mediante Dispersion Dinamica de Luz (DLS) con un
Nano Zetasizer (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Asimismo, para
estas muestras fueron estudiados sus espectros UV-Vis con una separacion

temporal de 30 dias (Kowsalya y col., 2021)
V.2.4.6 Dispersion dinamica de luz (DLS)

El tamafo hidrodinamico de particula y el potencial Zeta de las AgNP se
determinaron con un Nano Zetasizer (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK).
El potencial Zeta fue determinado con el modelo de Smoluchowski en agua como
medio dispersante (RI: 1.330 y viscosidad (cP): 0.8872) a una temperatura de 25 °C.
La determinacion del tamafio fue con las mismas caracteristicas del medio

dispersante y cada experimento fue realizado por quintuplicado.

V.2.4.7 Secado de las nanoparticulas de plata.

Para llevar a cabo el electrohilado de las peliculas de zeina-AgNP, fue necesario

secar las nanoparticulas de plata (AgNP) sintetizadas hasta obtener un estado de
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sequedad adecuado. Este proceso se realiz6 mediante centrifugacion a 13520 rcf
durante 30 minutos a una temperatura de 10 °C, utilizando una centrifuga de rotor de
angulo (Ohaus, FC5718R). Posteriormente, el precipitado resultante se secé a 60 °C
durante 24 horas para su posterior almacenamiento. Una vez secas, las muestras

fueron pesadas para determinar el rendimiento obtenido.

V.2.5 Electrohilado de las peliculas de zeina-AgNP
V.2.5.1 Preparacion de las soluciones poliméricas para electrohilado.

La preparacion de las soluciones de zeina se realiz6 con base a la metodologia
propuesta por Erdogan y col., 2015 con algunas modificaciones. Se prepar0 una
solucion al 30 (w/v) de zeina en una mezcla de etanol absoluto (AA) y agua destilada
(AD) en proporcion 75:25 (AA:AD) (Erdogan y col., 2015).

Las soluciones poliméricas se mantuvieron en agitacion constante durante 30 min a

temperatura ambiente para lograr homogenizar (Erdogan y col., 2015).

V.2.5.2 Conductividad eléctrica y viscosidad aparente de las soluciones

poliméricas.

La conductividad eléctrica de las soluciones se midi0 usando un medidor de
conductividad ORION STAR A212 de Thermo Fisher Scientific. Se midio la
conductividad de todas las soluciones poliméricas por triplicado a temperatura
ambiente. La viscosidad aparente de las soluciones poliméricas se evalud utilizando
un reometro digital Brookfield (Modelo DV3T, EUA). Las soluciones
(aproximadamente 5 mL) se colocaron en un recipiente de acero inoxidable en el

viscosimetro acoplado con un husillo No. 18 (Antunes y col., 2017).
V.2.5.3 Parametros de electrohilado.

El equipo utilizado para electrohilar cuenta con una fuente de poder de alto voltaje
entre 0 y 30 kV y una bomba de infusién para el control del flujo de la solucién

polimérica. Todo el equipo se encuentra aislado en una cubierta de plastico para el
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control de humedad. La solucion polimérica se coloco en jeringas de 5 mL y se utilizo
una aguja de diametro interno (@i de 1.4 mm para llevar a cabo el proceso. Las
condiciones de electrohilado se enlistan en el Cuadro 1 para los diferentes sistemas
experimentales (Erdogan y col., 2015).

Cuadro 1. Sistemas experimentales de electrohilado.

Sistema Flujo Distancia aguja- Tiempo de Volumen
(mL ht) colector (cm) electrohilado (h) electrohilado (mL)
S1 1 17 4 4
S2 1 15 4 4
S3 0.8 17 2.5 2
S4 1 20 4
S5 0.8 17 4 3.2

V.2.5.4 Electrohilado de las peliculas a base de zeina-AgNP.

Se llevo a cabo el electrohilado de las peliculas de zeina-AgNP utilizando los
parametros especificados en el S4, tal como se detalla en el Cuadro 1. La
incorporacion de las nanoparticulas de plata (AgNP) en las soluciones de zeina se
realiz6 siguiendo el método propuesto por Kowsalya y col.,, 2021, con ciertas
modificaciones. Inicialmente, se afladieron 2 mg de AgNP secas a 5 mL de agua
destilada. Esta mezcla se agitdé durante 20 minutos para suspender las AgNP.
Posteriormente, se afiadieron 15 mL de etanol absoluto a la mezcla y se agité durante
5 minutos para homogeneizar. A continuacion, se afiadieron 6 g (30 % w/v) de zeina
a la soluciéon. Finalmente, se dejé en agitacion constante durante 30 minutos para
permitir la mezcla adecuada de todos los componentes antes de proceder con el

proceso de electrohilado

26



V.2.6 Caracterizacion fisicoquimica de las biopeliculas.
V.2.6.1 Espesor

El espesor de las peliculas se determind con un micrometro digital (LCD, Shanrya)
con una resolucion de 0.001 mm. Se tomaron cinco mediciones de zonas aleatorias

de las peliculas para determinar un espesor promedio (Yao y col., 2022).

V.2.6.2 Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind secando las peliculas en un horno NAPCO
(Vaccum Oven Modelo 5831) a 105 °C durante 24h, las peliculas fueron pesadas
antes y después del secado. Lo anterior basado en la metodologia propuesta por
Qazanfarzadeh y col., 2016. El porcentaje de humedad se calcul6 de acuerdo con la
formula 2 de la norma ASTM D5229.

Wi
H%=—-——

f
W 100 )

Donde:

Wi = masa inicial de la pelicula

Wt = masa de la pelicula secada en horno
V.2.6.3 Solubilidad en agua.

La solubilidad de las peliculas en agua fue determinada de acuerdo con la
metodologia de Karim y col., 2020. Se tomaron muestras (2 x 2 cm?) de las peliculas
deshidratadas a 105 °C durante 24 h y el peso de estas fue tomado con el peso inicial
(W31). Posteriormente las muestras fueron sumergidas en agua destilada (30 mL)
durante 24 h a 25 °C, el resto insoluble de las peliculas fue secado durante 24 h al
aire libre para su posterior pesaje considerado como el peso final (W>). La solubilidad

(%) de las peliculas fue calculada empleando la formula 3.
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. W, W,
Solubilidad, % = T x 100 (3)

Donde:

W1 = masa de la pelicula deshidratada
W> = masa de la pelicula insoluble
V.2.6.4 Microscopia 6ptica.

La inspeccion superficial de las biopeliculas se realiz6 con un microscopio 6ptico
(Leica Modelo DM750), se utilizé un aumento de 40x para una observacién general
de la superficie, asi como la identificacion de defectos y posteriormente se observo

a 100x y 400x para observar la calidad de la matriz fibrosa (Alcantara y col., 2010).

V.2.7 Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los datos se procesaron en
Minitab 18 y los graficos en Origin Pro 9.0. Los resultados se reportan como una

media + desviacion estandar usando una significancia estadistica de p < 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
VI.1 Obtencién del extracto

El Schinus molle L., cominmente conocido como pirul en México, es una especie
perteneciente al género Schinus de la familia Anacardiaceae, que comprende
alrededor de 30 especies, la mayoria de las cuales son nativas de Sudamérica. Los
frutos del pirul han sido valorados por su importancia nutricional, asi como por sus
propiedades ornamentales y su uso en la medicina tradicional (Tlili y col., 2018). La
fructificacion de S. molle L puede ocurrir durante todo el afio y la especie es altamente
tolerante a la sequia y a heladas suaves. A pesar de estas cualidades, su
aprovechamiento es limitado. Con el propdsito de explorar nuevas aplicaciones en la
industria alimentaria, que fomenten una economia circular, se desarroll6 un extracto
acuoso utilizando un procesador ultrasonico (Figura 8). La aplicacion de ultrasonido
para la extraccion suele mejorar el rendimiento, ya que promueve la ruptura de la
pared celular de las semillas frutales, facilitando la liberacién de los metabolitos de
interés (Mushtaq y col., 2020). En el Cuadro 2 se detalla el rendimiento obtenido para

el extracto.

Cuadro 2. Rendimiento del extracto acuso de los frutos de pirul.

Masa Rendimiento
disuelta (g) (%)
Extractol 3.2202 g 32.202
Extracto 2 3.2904 g 32.904

Rendimiento promedio 32.553 + 0.496

El porcentaje de rendimiento se define como la relacion de masa entre la cantidad
de compuesto disuelto en el extracto y la cantidad de muestra seca utilizada. Este
valor esta influenciado por el método de extraccion y el tipo de solvente utilizado,
siendo importante su determinacion debido a su relacion con los costos de extraccion

asociados al solvente empleado y la energia necesaria para llevar a cabo el proceso
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(Soto, 2018). Una ventaja notable del método utilizado es el uso de agua como
solvente, lo que reduce significativamente los costos en comparacion con
extracciones con solventes organicos, ademas de minimizar el impacto ambiental.
Ademas, la extraccion se realizé en tan solo 15 minutos en un bafio frio, mientras
gue los métodos tradicionales que implican calentamiento requieren varias horas

para obtener resultados comparables, lo que reduce el consumo energeético.

Figura 8. Proceso de extraccion con el Figura 9. Filtracion del extracto

procesador ultrasénico. obtenido con papel Whatman No. 1.

VI.2 Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS

En los dltimos afios, se ha incrementado la exploracion de productos naturales
debido a su potencial como fuentes de antioxidantes. Compuestos como polifenoles,
vitaminas y carotenoides tienen la capacidad de donar un proton o electron para
inhibir los radicales libres (Feriani y col., 2021). Fue crucial investigar esta capacidad
en el extracto de pirul debido a que los compuestos con actividad antioxidante suelen
relacionarse con la sintesis de nanoparticulas metalicas debido a su capacidad como

compuestos reductores.

El ensayo de ABTS implica la transferencia de un electron desde una molécula

natural al radical ABTS™ formado por la reaccién entre el ABTS y el persulfato de
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sodio. La inhibicion de este radical provoca un cambio fisico en el cual el color verde
caracteristico del radical se ve disminuido a medida que aumenta la capacidad
antioxidante (Feriani y col., 2021). Esta capacidad antioxidante puede expresarse
como ICso (la concentracién necesaria para inhibir el 50 % del radical) o como el

porcentaje de inhibicién, como se muestra en los Cuadros 3y 4.

El extracto de pirul exhibi6 aproximadamente un 59.95 % de inhibicién del radical
(Cuadro 3) en comparacion con la curva de Trolox (Figura 10). Este porcentaje
equivale a una concentracion de 0.136 mg/mL equivalentes de Trolox. Este nivel de
inhibicion es notablemente alto en comparacién con otros estudios de extractos de
frutos de pirul. En el estudio de Feriani y col., 2021, se preparo un extracto metanadlico
de frutos de pirul, donde se observd un porcentaje maximo de inhibicion del 70 %
con una concentracion de 0.3 mg/mL de extracto. Para lograr un porcentaje de
inhibicion del 60 % (muy similar al obtenido en este estudio), se necesitd0 una
concentracion de 0.2 mg/mL de extracto, asi como la misma concentracion de

Butilhidroxitolueno (BHT), que fue el control positivo.

En otro estudio realizado por Hmed y col., 2020, se analizaron extractos de hojas,
raices y frutos de pirul. Los tres extractos mostraron capacidad antioxidante, siendo

el extracto de frutos el segundo con mejor capacidad, después del extracto de raices.

Cuadro 3. Inhibicion con el extracto.

Muestra Abs % Inhibicién

Extracto 0.431 59.95+ 3.6
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Figura 10. Gréfico de curva de calibracion de Trolox.

Los resultados obtenidos por este y otros estudios demuestran la actividad
antioxidante de los extractos de los frutos del pirul, esta actividad permite explicar la
gran capacidad en la sintesis de nanoparticulas debido a los mismos compuestos

con capacidad reductora.

V1.3 Perfil de metabolitos secundarios del extracto mediante HPLC-DAD.

La capacidad de sintetizar nanoparticulas por parte de los extractos se atribuye a los
metabolitos secundarios extraidos. El uso de agua como solvente de extraccion
favorece la extraccion de compuestos polares, especialmente compuestos fendlicos.
La identificacion y cuantificacion de estos compuestos se logr6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos
(HPLC/DAD), utilizando 22 estandares para identificar y cuantificar los picos
obtenidos. Se identificaron picos a 280 y 330 nm en el cromatograma del extracto, y
la Figura 11 muestra los cromatogramas generales para cada deteccion. En el
Cuadro 4 se reportan los 8 compuestos identificados con sus respectivos tiempos de

retencion y longitud de onda de deteccion.
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Cuadro 4. Compuestos identificados en los extractos mediante HPLC-DAD.

t t

Compuesto Compuesto
280 nm 330 nm
6.962 Acido Galico Acido
_ 10.298 _
8.104 Teobromina Clorogénico
10.532 Catequina 11.431 Acido Cafeico
Epigalocatequina
11.531 P19 a
galato
11.800 Acido Siringico
13.853 Acido Cumarico

Los compuestos identificados muestran el comportamiento polar esperado debido al
método de extraccion, y se agrupan en tres categorias principales: acidos fendlicos
(gdlico, siringico, cumarico, clorogénico y cafeico), flavonoides (catequina y
epigalocatequina) y alcaloides (teobromina), siendo los acidos fendlicos cinco de los
ocho compuestos identificados (Cuadro 4). La identificacion de un compuesto
mediante HPLC se basa principalmente en la comparaciéon de los tiempos de
retencion de la muestra con respecto al estandar. Sin embargo, los tiempos de
retencion pueden variar segun las condiciones del método empleado, por lo que es
indispensable comparar alguna caracteristica Unica. Para esto, se compararon los
espectros UV-Vis de los compuestos identificados en la muestra con los estandares,
lo cual se reporta en el Cuadro 6, donde se observa la similitud en los espectros. Se
pueden observar cambios espectrales en algunos compuestos como la
epigalocatequina, acido siringico y acido cafeico. Esto puede explicarse
considerando que un extracto es una matriz compleja donde las interacciones

moleculares entre todos los componentes pueden influir en los resultados.
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Respecto a la resolucion de los cromatogramas, se puede observar que la
epigalocatequina y el acido siringico son picos que no estan completamente
resueltos, lo que puede deberse a la cercania de los dos compuestos lo que provoca

su superposicién y, por ende, una deformacion de los espectros.

En estudios anteriores, se ha determinado el perfil fendlico del extracto metandlico
del fruto del pirul mediante HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS, identificando &cido galico,
catequina y otros acidos fendlicos, flavonoides y azucares (Feriani y col., 2021). En
otro estudio reciente, Tlili y col., 2018 examinaron el perfil fendlico de dos extractos
de fruto del pirul, provenientes de diferentes regiones. En uno de los extractos, la
luteolina fue identificada como el compuesto mayoritario, seguida por el acido galico,
mientras que, en el segundo extracto, el acido galico fue el principal seguido por la
cumarina. Otros compuestos fendlicos y flavonoides también fueron identificados en
ambos extractos. Por otro lado, Hmed y col., 2020 informaron sobre el perfil fendlico
de un extracto de raices de pirul, donde el acido quinico fue el componente
mayoritario, seguido por la catequina y el acido géalico. Ademas, se identificaron
varios componentes minoritarios, como el acido cafeico, el acido siringico y la

querceti na, entre otros.

Es evidente que el contenido fendlico varia no solo entre las diferentes partes de la
planta, sino también entre muestras de la misma parte cuando provienen de
diferentes regiones. Esto se debe a factores bioticos y abiodticos que afectan la
produccion de estos compuestos quimicos, adaptandose a los desafios de
supervivencia de la planta. Sin embargo, es importante destacar que los resultados
de nuestro estudio coinciden en gran medida con otros trabajos previos, tanto en

términos de familias de compuestos como de componentes mayoritarios.

En nuestra investigacion, observamos que el acido galico (85.24 %) representa la
mayor parte de los componentes identificados, seguido por la catequina (12.72 %).
Sin embargo, es importante sefialar un hallazgo interesante relacionado con la
teobromina, cuya presencia se identific6 en nuestro estudio. Dado que este

compuesto no ha sido reportado en otros estudios sobre pirul y es un alcaloide que
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se encuentra cominmente en el cacao (Cadiz-Gurreay col., 2014), es crucial verificar

su presencia utilizando otras técnicas de elucidacion estructural. Aunque los datos

de tiempo de retencién y espectro de absorcion son consistentes con el estandar, la

confirmacion de su presencia proporcionaria una contribucion significativa a la

comprensién de la composicién quimica del pirul.

Cuadro 5. Perfil de metabolitos secundarios identificados en el extracto acuso del
fruto de Schinus molle L. a través de HPLC-DAD.

Adet t test Formula Porcentaje Ma/g
N° Compuesto _ _
(nm) (min)!  (min)> Molecular (%) muestra
- ) 330.138 +

1 AcidoGalico 280 6.989 6.972 C7HeOs 85.238
3.6572
_ 1.504 +

2 Teobromina 280 8.112 8.2 C7HsN4O: 0.405
0.030¢
Acido 1.504 +

_ 330 10.324 10.357 Ci6H1809 0.388
Clorogénico 0.016°
, 49.272 +

4 Catequina 280 10.539 10.555 Ci5H140s 12.722
2.022P
Acido 2477 +

' 330 11.445 11.415 CgHgO4 0.639
cafeico 0.034¢
0.092 +

6 ECG 280 11535 11.521 Cx»H18011 0.024
0.003¢
Acido 0.019 +

. . 280 11.802 11.75 CoH1005 0.005
Siringico 0.001°
Acido 2.241 +

8 _ 280 13.872 13.877 CgHgOs 0.579
Cumarico 0.128¢

aDiferentes letras minusculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.

L El tiempo reportado corresponde al promedio de las tres replicas realizadas en el equipo

HPLC-DAD

2 Tiempo de retencion de los estandares
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Cuadro 6. Comparacion de los espectros de absorcion UV-Vis de los estandares

contra los compuestos identificados en los extractos de Schinus molle L.

Compuesto

Estandar

Muestra

Acido galico

Teobromina
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V1.4 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata (AgNP).

El perfil de metabolitos secundarios detallado en el Cuadro 5 no solo identifica a los
componentes mayoritarios en el extracto, como el acido gélico y la catequina, sino
gue también permite analizar el mecanismo de sintesis de nanoparticulas. Dado que
el acido galico constituye mas del 80% del contenido fendlico, se considera el
principal responsable de estas propiedades. Su capacidad antioxidante ha sido

ampliamente estudiada por varios autores (Molski, 2023), al igual que su

comportamiento quimico.
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El &cido gélico, perteneciente al grupo de los &cidos fendlicos, se comporta como un
acido débil con cuatro funciones hidroxiladas, como se muestra en la Figura 12. Estos
hidroxilos pueden desprotonarse en funcion de sus valores de pKa, los cuales se
detallan en el Cuadro 7 (Molski, 2023).

Cuadro 7. Constantes de disociacion

1 acida del acido galico (pKa
NI g (pPKa)
pKa Valor
1 4.2
HO OH
2 4 3 8.7
OH
3 4 11.9

Figura 12. Estructura quimica del acido

. 2 >13
galico.

Las constantes de disociacion acida juegan un papel crucial en la explicacion de la
sintesis de nanoparticulas. En este estudio, se emplearon diversos valores de pH, y
tras un analisis exhaustivo, se determindé que el pH 9 (Figura 15) seria el mas
adecuado para llevar a cabo el proceso. Este pH basico promueve la pérdida de dos
protones (1'y 3') del acido galico. A primera vista, esto podria sugerir la reduccion de
dos atomos de plata, donde los atomos de oxigeno desprotonados donarian

electrones para este proposito.

Sin embargo, investigaciones previas sugieren un mecanismo diferente para la
reduccion de la plata. En el estudio de Lunkov y col., 2020, se propone un mecanismo
de reaccion que se ilustra en la Figura 13. Se observa que el proton con el valor de
pKa mas bajo (1'), perteneciente al grupo carboxilo, no dona su electrén para la
reduccion de la plata después de la desprotonacion debido a su estabilidad en
resonancia con la estructura del &cido galico. En cambio, la reduccién de la plata

ocurre mediante la pérdida de los protones de los grupos hidroxilo.
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Antes de que ocurra esta reduccion, se produce la quelacion de los iones de plata,
como se muestra en el mecanismo. Esta quelacion es comun en los compuestos
fendlicos debido a la presencia de grupos hidroxilo en sus estructuras. Una vez que
el pH alcanza un nivel lo suficientemente basico, los protones se pierden,
promoviendo asi la reduccion de la plata y la disociacién del complejo metalico. Este
proceso permite reducir dos iones de plata, lo que conduce a la formacién de un

doble enlace entre los &tomos de oxigeno y carbono que han perdido el electrén.

Es importante destacar que este tipo de reaccidén no es exclusivo de la plata. Se han
reportado mecanismos de reaccion muy similares para otros metales, como el oro
(Wang y col., 2007), lo que subraya la aplicabilidad de estos hallazgos en la sintesis

de nanoparticulas.

HO o] e 0 0 o)
Quelacion Reduccién
o +Na OH —pr " + 2ad
HO OH HO 0 HO | %)
OH Os o A;* o)

Figura 13. Mecanismo de formacién de las nanoparticulas de plata.

En la Figura 14A se presenta la evolucion visual de la solucion en cada etapa de
la sintesis. En la primera fotografia, se muestra la solucién de nitrato de plata, la
cual aparece completamente incolora. En la segunda imagen, después de la
adicion del extracto de pirul, se observa una ligera turbidez y un tono amarillo palido
en la solucién, sin embargo, ain no se han formado nanoparticulas. La tercera
fotografia muestra la solucién después de alcanzar un pH de 9, evidenciado una
coloracion rojo-canela (Figura 14B) caracteristica de las nanoparticulas de plata.

Por ultimo, en la cuarta imagen, trascurrida 1 hora de sintesis, se aprecia una
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intensificacion en la coloracion rojo-canela, indicando la formacion de un mayor

namero de nanoparticulas.

Figura 14. (A) Etapas en la sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNP) y (B)
Pantone del color canela

VI1.4.1 Efecto del pH.

Uno de los parametros de mayor influencia en la quimica de la solucion para la
formacion de nanoparticulas de plata (AgNP) es el pH. En este estudio, se
investigaron los efectos de los valores de pH de la solucionen 5, 7,9y 11. Se observa
en la Figura 15 que las bandas de los espectros UV-Vis se incrementaron en
consonancia con el aumento del valor de pH, lo que resulté en un cambio notable en
la coloracidon, especialmente evidente en valores mas basicos de pH donde se
observo una intensificacion del color rojo-canela (Figura 16). Ademas, se encontro
gue a medida que el pH aumentaba, la longitud de onda maxima de absorcion
disminuia, como se detalla en el Cuadro 8. Sin embargo, se observé una excepcion
en el espectro a pH 11, donde el sistema estaba completamente saturado y no era

posible observar su maximo de absorcion. Este cambio en la longitud de onda podria
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atribuirse al tamafo decreciente de las AgNP. Se postula que a medida que el
didmetro de la particula disminuye, la energia necesaria para excitar los electrones
del plasmén superficial aumenta, lo que conlleva a un desplazamiento del pico de
absorcion maxima hacia longitudes de onda mas bajas (Tesfaye y col., 2023). Con
el andlisis de estos resultados se eligio al pH 9 como valor de trabajo para posteriores

experimentos.

La relacién entre el aumento de absorcién y los valores de pH se puede explicar
mediante el perfil de metabolitos secundarios previamente documentado. Por
ejemplo, el acido galico exhibe una mayor capacidad reductora con el incremento del
pH debido a sus constantes de disociacion acida. Ademas, otros compuestos
identificados, como acidos y flavonoides, podrian comportarse de manera similar
debido a los grupos hidroxilo presentes en sus estructuras. Algunos autores también
sugieren que valores de pH &cido pueden inducir la desnaturalizacion y/o
degradacion de los compuestos bioactivos responsables de la reduccion (Melkamu
& Bitew, 2021).

Extracto

Absorbancia [U.A]

0 ———F—
300 350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Figura 15. Espectros UV-Vis para la sintesis de AgNP a diferentes valores de pH.
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Cuadro 8. Longitud de
onda méxima para cada

sintesis en funcién del pH.

pH Amax (NmM)
5 440
435
430

11 Saturado

Figura 16. Cambios en la coloracion de la solucion

de sintesis de acuerdo con el valor de pH: 5 (a), 7
(b), 9 (c) y 11 (d).

Ajustar el pH de manera precisa es crucial para el éxito de la sintesis de
nanoparticulas de plata (AgNP). Elevar el pH de una solucion sin la presencia del
extracto provoca que los iones de plata reaccionen formando hidroxido de plata,
segun se muestra en la ecuacion 4. Esta reaccion resulta en la formacién de una sal
insoluble, el hidréxido de plata, que se presenta como un precipitado blanco lechoso.
Debido a las caracteristicas de esta sal, su eliminacion es casi imposible, lo que
desfavorece considerablemente el proceso de sintesis. La reaccion se ilustra en la
Figura 17.

Ag+N03T(aC) + Na"'OH(_aC) — AgOH s + NaNO; (4 (4)

Figura 17. Formacion de hidroxido de plata en la solucion de sintesis.
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VI1.4.2 Efecto de la dilucién del extracto de Schinus molle L.

La sintesis de nanoparticulas metélicas implica la utilizacion de varios componentes
clave, principalmente un precursor metélico, un agente reductor y un agente
estabilizador. El precursor metalico suministra los iones metélicos necesarios,
mientras que el agente reductor se oxida para convertirlos en la forma metélica
elemental, como la plata en su estado cero. Por ultimo, el agente estabilizador
desempefia un papel crucial al prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas debido
a la falta de carga, lo que se logra mediante repulsiones electrostaticas entre las

moléculas del estabilizador (Soto y col., 2019).

Una ventaja significativa de sintetizar nanoparticulas de plata utilizando agentes bio-
reductores, como los extractos vegetales, radica en eliminar la necesidad de afiadir
un agente estabilizador adicional, que es esencial en los métodos quimicos
convencionales. Las biomoléculas reductoras no solo cumplen la funcién de reducir
el precursor metalico, sino que también actian como agentes estabilizadores,
también conocidos como agentes de recubrimiento. Esto se ilustra en la Figura 18
(Alabdallah y Hasan, 2021).

AgNP

| |

Recubiertas Sin recubrir

CAgh

£ Agh ég,/ by Ag’)
A:, 0‘ ‘
S
e A

Compuestos fendlicos, enzimas, proteinas, etc

Figura 18. Efecto estabilizador de las biomoléculas sobre las nanoparticulas de

plata, adaptada de Alabdallah y Hasan., 2021.

Debido a su doble funcién en las nanoparticulas de plata (AgNP), resulté crucial

investigar el efecto de la cantidad de extracto en la solucién de sintesis. Aunque el
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cambio de color en la solucién no es muy evidente entre las diferentes diluciones del
extracto (Figura 20), se puede apreciar un aumento en la absorbancia en los
espectros UV-Vis a medida que la dilucion del extracto disminuye (Figura 19), a pesar
de que la concentracion del precursor se mantiene constante en todas las soluciones.
Ademas, cuanto menor es la dilucion, menor es la longitud de onda de absorcién
maxima, como se muestra en el Cuadro 9. Este comportamiento sugiere que, en
diluciones altas del extracto, hay poco agente reductor, lo que resulta en baja
formacién y poca estabilizacién, lo que lleva a la aglomeracién y crecimiento de las
AgNP, absorbiendo a longitudes de onda mas altas. En contraste, cuando el extracto
se diluye menos, tanto el agente reductor como el estabilizador estan presentes en
mayor proporcion, lo que produce una mayor cantidad de AgNP estables (Melkamu
y Bitew, 2021).

Estos resultados estan en linea con estudios anteriores, como el realizado por
Tesfaye y col., 2023, donde se observé que una mayor cantidad de extracto afiadido
conduce a la formacion de AQNP mas estables y en mayor cantidad. La confirmacion
del papel estabilizador de las biomoléculas se puede lograr mediante técnicas como
la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR), donde los
espectros pueden evidenciar la presencia de estos metabolitos en la estructura de
las nanoparticulas, como se ha demostrado en numerosos estudios (Soto y col.,
2019; Melkamu y Bitew, 2021).

Aunque en este estudio no se llevé a cabo una caracterizacion por FT-IR, es
importante destacar que el acido galico, componente mayoritario del extracto
utilizado, se ha informado como un excelente agente estabilizador de nanoparticulas
debido a los grupos hidroxilo que contiene, como sefalaron Li y col., 2015. Es
probable que los otros componentes del extracto también participen en la reduccién
y estabilizacién debido a su naturaleza quimica. La eleccién de la dilucion méas optima

se baso en los estudios de estabilidad que se discuten posteriormente.
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Absorbancia [U.A]

300 350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]
Figura 19. Espectros UV-Vis para la sintesis de AgNP a diferentes diluciones del

extracto de Schinus molle L.

Cuadro 9. Longitud de onda &=

maxima para cada sintesis

en relacion con la dilucion.

Relacion  Amax (nm)

13 430 Figura 20. Cambios en la coloracion de la solucion
15 430 de sintesis de acuerdo con la dilucion de extracto
17 435 empleada: 1:3 (a), 1:5 (b), 1:7 (c),1:9 (d) y 1:11 (e).
1:9 435
1:11 435

VI.4.3 Efecto de la concentracion del precursor (AgNO3).

La concentracion del precursor metalico (AgNO3) es un factor crucial que requiere
estudio detallado, ya que permite optimizar el proceso de sintesis para encontrar la
cantidad o6ptima que produzca el mayor nimero de nanoparticulas estables. En

nuestro estudio, hemos investigado concentraciones del precursor que van desde
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0.5 hasta 4 mM, junto con tres diluciones diferentes del extracto, con el fin de
observar como influyen ambos factores. Como se muestra en la Figura 21,
observamos que, en general, al aumentar la concentracion del precursor y usar una
menor dilucién del extracto, aumenta la absorbancia, lo que indica una mayor
formacion de nanoparticulas. Sin embargo, esta tendencia solo se observa en
concentraciones de 0.5 a 2 mM; en concentraciones de 4 mM, este aumento no
ocurre. Por ejemplo, a una dilucién de 1:3 del extracto, obtenemos una absorbancia
casi igual a la del sistema 2 mM con una dilucién de 1:5, lo que sugiere que podemos
producir la misma cantidad de AQNP con menos precursor y extracto. Ademas, en el
sistema con 4 mM de precursor y una dilucion de 1:5 del extracto, observamos un
decremento en la absorbancia, lo que indica una deficiencia en el estabilizador para
la cantidad de precursor utilizada, lo que conduce a la aglomeracion y precipitacion
de las AgNP, reflejandose en una menor concentracion en la solucion (Wang y Cao,
2020).

Este comportamiento no es uUnico en nuestro estudio; otros investigadores han
informado resultados similares en la sintesis de AgNP. Por ejemplo, en los estudios
de Tesfaye y col., 2023 y de Melkamu y Bitew, 2021 donde utilizan extractos de
Vernonia amygdalina y Hagenia Abyssinica respectivamente, se observé un aumento
general en la absorbancia con el aumento de la concentracion del precursor, pero en
concentraciones mas altas, se observdé un descenso significativo debido a la

desestabilizacion y precipitacion de las AgNP.

En cuanto a la longitud maxima de absorcion, observamos que los sistemas con 1
mM de concentracién absorben a una longitud de onda de aproximadamente 420
nm, mientras que los demas sistemas muestran un desplazamiento hacia el rojo,
absorbiendo entre 425 y 430 nm (Cuadro 10). Estos valores indican un incremento
en el tamafo de las nanoparticulas hacia longitudes de absorcion mayores, como se
ha reportado en numerosos estudios (Wang y Cao, 2020). Para estudiar la
estabilidad y analizar el tamafio de las nanoparticulas mediante espectroscopia UV-
Vis y dispersion dinamica de luz (DLS) fueron seleccionados los sistemas con
concentraciones de 1 mM (1:7), 2 mM (1:5) y 2 mM (1:7). .
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Figura 21. Espectros UV-Vis para la sintesis de AgNP a diferentes concentraciones

del precursor (AgNO3) y diluciones del extracto.

En la Figura 22 se muestra los espectros individuales de los diferentes sistemas, lo
cual tiene como objetivo facilitar la visualizacién del comportamiento de la resonancia
del plasmon superficial, ya que a menudo esta puede verse afectada por la escala
utilizada. Por ejemplo, en el caso del sistema de 0.5 mM (1:5), el plasmon superficial
se muestra notablemente disminuido en el espectro conjunto en comparacion con su
grafico individual. Esto permite observar que incluso en concentraciones bajas de
formacion, las AgNP exhiben un comportamiento observable en relacién con su

resonancia del plasmoén superficial (SPR), lo que indica su presencia.
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Figura 22. Espectros UV-Vis escalados individualmente para el estudio de la

concentracion del precursor a distintas diluciones: 0.5 mM-1:5 (a), 1 mM-1:5 (b), 2

mM-1:5 (C), 1 mM-1:7 (d), 2 mM-1:7 (e), 4 mM-1:5 (f) y 4 mM-1:3 (Q).
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Cuadro 10. Longitud de onda méxima
para cada sintesis en relacion con la

concentracion de AgNOz y dilucién de

extracto.

Concentracion Amax

Dilucion
— (AgNOs). (nm)
Figura 23. Cambios en la coloracion de 0.5 mM 15 430
la solucion de sintesis con la 1 mM 1:5 420
concentracion del precursor y la dilucion 2mM 15 430
de extracto empleada: 1 mM-1:7 (a), 1 1 mM 1:7 420
mM-1:5 (b), 2 mM-1:7 (c) y 2 mM-1:5 (d). 2 mM 1:7 425
4 mM 15 430
4 mM 1.7 430

VI.4.4 Estudios de estabilidad de formacion de las nanoparticulas de plata (AgNP).

a) Estabilidad de formacion en las AgNP sintetizadas a diferentes diluciones del

extracto.

Las nanoparticulas (NP) de diversos materiales y tamafos exhiben caracteristicas
distintivas en sus patrones de dispersion y absorcidon, fenbmeno conocido como
resonancia del plasmon superficial (SPR), que surge de la oscilacién colectiva de los
electrones en la nanoparticula (Wang y Cao, 2020). Sin embargo, la explicacion de
las propiedades 6pticas de las NP en suspension no puede restringirse a una unica
teoria, sino que requiere la integracion de varias para determinar sus tamafos y
morfologias (Wang y Cao, 2020). Aunque se han desarrollado numerosos métodos
de caracterizacion a lo largo de los afios, las longitudes de onda en los rangos UV-
Vis resultan particularmente convenientes debido a la sensibilidad de las propiedades
Opticas de las NP en términos de tamafio, forma, agregacién y composicién (Wang y
Cao, 2020).
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Dada esta premisa, la espectroscopia se erige como una de las técnicas mas
empleadas para evaluar la estabilidad de las nanoparticulas mediante el seguimiento
de los cambios en sus espectros UV-Vis a lo largo del tiempo. En este estudio, se
llevaron a cabo dos evaluaciones utilizando esta técnica. En la primera evaluacion,
se analizaron los espectros de los experimentos de sintesis de AgNP con distintas
diluciones del extracto de pirul (Figura 24). Aunque visualmente los espectros
mostraron pocos cambios después de un periodo de 30 dias, al determinar la longitud
de onda maxima (Cuadro 11), se observé un desplazamiento de 5 nm hacia el rojo
en el sistema con una dilucién de 1:3, lo que sugiere aglomeracion y falta de
estabilidad en las nanopatrticulas. Por otro lado, los sistemas con diluciones de 1:5,
1:7 y 1:11 no presentaron desplazamientos, lo que indica estabilidad. Respecto al
sistema con dilucion 1:9, se registro un desplazamiento de 5 nm hacia el azul, lo cual,
aunque podria sugerir mayor estabilidad, es improbable que las nanoparticulas se
reduzcan de tamafio una vez sintetizadas. Este cambio podria atribuirse a la
precipitacion por aglomeracion en la solucion, donde las particulas mas pequefas

guedaron suspendidas y son responsables de la absorcion observada.

La segunda evaluacion de estabilidad se realizo en los tres sistemas seleccionados
en funcion de los experimentos anteriores (Figura 25). Los espectros UV-Vis
muestran cambios mas notables, especialmente en los sistemas con dilucion 1:7. No
obstante, en los tres sistemas se observo un desplazamiento hacia el azul en la
longitud de onda maxima (Cuadro 12), atribuido a la precipitacion de particulas
aglomeradasy, por ende, a la absorcion Unicamente de las particulas mas pequenas.
Este cambio es mas pronunciado en el sistema 1 Mm (1:7), con un desplazamiento

de 25 nm, lo que indica una alta inestabilidad.

Este tipo de analisis ya ha sido ampliamente documentado. En un estudio realizado
por Kowsalya y col., 2021, se examin0 la estabilidad de las AgNP mediante
espectroscopia UV-Vis durante un periodo de 6 meses, observandose una buena
estabilidad sin desplazamientos significativos y una longitud de absorcion maxima de
430 nm. Los autores mencionaron la importancia de la estabilidad de las AgNP para

su actividad antimicrobiana. En otro estudio llevado a cabo por Maciel y col., 2020,
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se evaluo la estabilidad de AgNP sintetizadas con dos agentes reductores durante
12 semanas. Para uno de los sistemas, se observo una variacion poco significativa
en la banda SPR indicando buena estabilidad contra la aglomeracion, mientras que
para el segundo sistema se observé una disminucion en la intensidad de la banda 'y
desplazamientos hacia el azul, lo que sugiere aglomeracién y coalescencia de las
NP. Las AgNP sintetizadas en este estudio mostraron una longitud de onda de
absorcion maxima entre 430-450 nm (Maciel y col., 2020).

Absorbancia [U.A]
Absorbancia [U.A]

T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 70C
A [nm] A [nm]

a b
Figura 24. Espectros UV-Vis de las AgNP obtenidas con diferentes diluciones del

extracto, medidos con 30 dias de diferencia: a (dia 1), b (dia 30).

Cuadro 11. Cambios de longitud de onda maxima en el primer estudio de

estabilidad.

Relacion  Amax (nm) Relacion  Amax (nm)
1:3 430 1:3 435
1.5 430 1.5 430

9
1.7 435 1.7 435
1.9 435 1:9 430
1:11 435 1:11 435
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b) Estabilidad de formacion en las AgNP sintetizadas en los sistemas
seleccionados.

——1mM (1:7) —1mM (17)
,,,,,,, A= 430 DM —— 2 MM (L:5) T A 425 nM —— 2. mM (1:5)
——2mM (1:7) | —2mM (1:7)

N
1

Absorbancia [U.A]
Absorbancia [U.A]

° 4(I)0 6(I)O 0300 3;30 4(I)O 4%0 560 5%0 G(I)O eéo 7(I)0
A [nm] A [nm]
a b
Figura 25. Espectros UV-Vis de las AgNP obtenidas con los 3 sistemas

seleccionados, medidos con 30 dias de diferencia: a (dia 1), b (dia 30).

Cuadro 12. Cambios de longitud de onda maxima en el segundo estudio de

estabilidad.

Sistema  Amax (nm) Sistema  Amax (nm)
1mM (1:7) 425 N 1mM (1:7) 400
2mM (1:5) 430 2mM (1:5) 420
2mM (1:7) 435 2mM (1:7) 425

VI.4.5 Caracterizaciéon por dispersion dinamica de luz (DLS)
a) Potencial zeta

El estudio de la estabilidad de las nanoparticulas de plata (AgNP) se complemento
con la determinacién del potencial Z mediante Dispersién Dinamica de luz (DLS), otra
técnica basada en la interaccion de las nanoparticulas con la energia
electromagnética. Se asume que el mecanismo de estabilizacién para las NP es la
pasivacion o estabilizacién estérica, que ocurre mediante la coordinacion de

moléculas en la superficie de la NP mediante enlaces covalentes, las cuales suelen
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llevar carga. Este fendmeno detiene o retarda el crecimiento debido a la maduracion
de Ostwald (Song y col., 2011).

Con esto en mente, la técnica DLS permitio investigar el tamafio (hidrodinamico) y la
carga superficial de las NP. Sin embargo, estudiar NP cargadas es complejo debido
a las interacciones superficiales, iones y moléculas que conducen a la creacion de
capas adsorbidas en las NP (Bhattacharjee, 2016). El potencial Z (ZP), también
conocido como potencial electrocinético, es el potencial en el plano de deslizamiento
o corte de una particula coloidal que se mueve bajo un campo eléctrico. En términos
simples, el ZP refleja la diferencia de potencial entre la Doble Capa Eléctrica (EDL)
de particulas electroforéticamente moviles y la capa de dispersante (medio) que las
rodea en un plano de deslizamiento (Kaszuba y col., 2010). En nuestro estudio la
EDL se esperaria que estuviera constituida por las diferentes moléculas presentes
en el extracto empleado, asi como los diferentes iones agregados a la solucion (Na*
y CI" principalmente). Estudios como el de Liy col., 2015 han demostrado mediante
caracterizacion IR que las biomoléculas del agente reductor quedan adheridas a la

superficie de las NP, es decir, son el agente estabilizador.

Uno de los usos mas importantes de los valores ZP es relacionarlo con la estabilidad
coloidal. Una guia general puede clasificar las dispersiones de NP con valores de ZP
de £0-10 mV, £10-20 mV, £20-30 mV y >+30 mV como altamente inestables,
relativamente estables, moderadamente estables y altamente estables,
respectivamente (Bhattacharjee, 2016). En el Cuadro 13 se reportan los valores de
ZP para los sistemas estudiados, todos pueden considerarse como moderadamente
estables y sin diferencia significativa entre ellos (p < 0.05). En la Figura 26 se observa
el grafico de ZP considerando un conteo de AgNP, y se puede notar graficos muy
similares para los sistemas. Es importante mencionar que estos valores solo deben
considerarse como una guia, ya que el ZP proporciona informacion sobre las fuerzas
electrostaticas de repulsion, pero no informa sobre las fuerzas de atraccion de Van
der Waals, la suma de ambas es importante para establecer la estabilidad
(Bhattacharjee, 2016).
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Diversos estudios han reportado diferentes valores del potencial para las AgNP.
Ravichandran y col., 2019 reportaron un ZP de -14.9 mV para NP estables; mientras
qgue Maciel y col. 2020 reportaron AgNP con valores de -34.8 y -14.3 mV en ZP,
ambas estables, pero las que poseen un mayor valor se comportaron con una
estabilidad muy superior. Estos estudios sugieren que a valores mas alejados del

cero encontraremos AgNP mas estables, como la guia de valores sugiere.

Cuadro 13. Potencial zeta de los diferentes sistemas de sintesis de AgNP.

Sistema ¢ (mV) Condiciones de sintesis

AgNO-:1=1Mm

1 -27.700 + 0.3612 [AgNOs]
Dil. Extracto = 1:7
AgNO,] =2 Mm

2 -27.800 + 0.3612 [AgN O]
Dil. Extracto = 1:7
AgNO,] =2 Mm

3 -28.733 + 0.808° [AgN O]

Dil. Extracto = 1:5

aDiferentes letras minusculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.

Zeta Potential Distribution
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Figura 26. Potencial zeta por conteo de las AgNP sintetizadas.
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b) Tamafo
La caracterizacion mediante Dispersion Dindmica de Luz (DLS) proporcioné
informacion sobre el tamafio de las nanoparticulas de plata (AgNP). Es fundamental
destacar que esta técnica determina lo que se conoce como radio hidrodinamico (Rn),
que representa el radio de una esfera dura hipotética que difundiria a la misma
velocidad que la particula examinada. Sin embargo, abordar este concepto es
complicado, dado que estas estructuras esféricas raramente existen en dispersiones
coloidales. En cambio, las moléculas y particulas en solucion no son esféricas, sino
dindmicas y solvatadas, adaptdndose al medio en el que se encuentran. Por lo tanto,
el tamafio calculado mediante DLS indica el tamafio aparente de las particulas
hidratadas/solvatadas (Lousiana State University, s.f). En consecuencia, los tamafios
informados en el Cuadro 14 representan los radios hidrodinamicos de las AgNP

solvatadas por las diversas biomoléculas e iones presentes en la solucion.

Cuadro 14. Tamarfo promedio e indice de polidispersion (PDI) de las AQNP
sintetizadas.

Tamafo (nm)

Sistema PDI
Pico 1 Pico 2
1 51.11 + 7.48° 462.00 + 97.45%  0.571 + 0.03°
2 59.19 + 8.66° 4231 +67.61°  0.529 + 0.002°
3 89.03 + 9.29" - 0.290 + 0.002"

aDiferentes letras minusculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.

En la Figura 27, se puede apreciar la distribucion del tamafio por intensidad,
revelando un comportamiento bimodal en el tamafio de las nanoparticulas de plata
(AgNP) sintetizadas con una dilucién 1:7 del extracto. En este caso, el segundo pico
superalos 100 nm, que es el limite convencional para la consideracion de un material
como nanométrico (Abou EI-Nour y col., 2010). Por otro lado, el sistema con dilucion
1:5 solo muestra un pico por debajo de los 100 nm. Esto se atribuye, segun lo

discutido en los experimentos de sintesis, a una baja concentracion de agente
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estabilizador, lo que provoca la aglomeracion y desestabilizacién de las AgNP en la

solucién en los sistemas 1:7.

Ademas, en el Cuadro 14 se presenta el indice de polidispersion (PDI), un pardmetro
crucial que indica el grado de dispersién de un sistema nanoparticulado. En términos
generales, un PDI <0.1 se considera altamente monodisperso, mientras que los
valores de 0.1-0,4 y >0.4 se consideran moderada y altamente polidispersos,
respectivamente (Bhattacharjee, 2016). Bajo esta premisa, los sistemas 1y 2 se
consideran altamente polidispersos, en contraste con el sistema 3, que se clasifica
como moderadamente polidisperso. Tanto en términos de tamafio como de valor de
PDI, el sistema 3 presenta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en

comparacion con los sistemas 1y 2.

10
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8 -
7 4
6 -
§e]
S |
S 54
)
5 |
£ Y
3_
2_
1_
O T T T T T L
10 100 1000

Tamafo [nm]

Figura 27. Distribucion de tamafio de las AgNP por intensidad mediante DLS.

El software de Malvern permite distribuir el tamafio en comparacion con el nimero o
el volumen, y el grafico puede cambiar, como en la Figura 28, donde los picos de
tamafio mayor han desaparecido y se muestra un tamafio mas pequefio. Esta
transformacion se interpreta como que la contribucion de volumen del segundo

componente es tan pequefia (<0.001%) que ya no se muestra, es decir, su
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contribucion es insignificante en esa transformacion (Nobbmann, 2017). Sin
embargo, Malvern informa que el resultado de la intensidad siempre es correcto y
debe elegirse casi siempre. Las distribuciones de nimero y volumen solo ayudan a
obtener mas detalles (Bhattacharjee, 2016). En el contexto del estudio de las
nanoparticulas de plata (AgNP), detectar incluso pequefias cantidades de agregacion
es importante, por lo que la distribucién por intensidad proporciona esta informacién
independientemente del numero o volumen de los sistemas aglomerados
(Nobbmann, 2017).

Nanoparticulas de plata sintetizadas por otros investigadores han obtenido una
variedad de tamafios mediante DLS que depende del método de sintesis empleado:
58.2 — 132.1 nm (Lunkov y col., 2020); 55.4 — 57.4 nm (Maciel y col., 2020); y 17.6
nm (Li y col.,, 2015). Sus respectivas caracterizaciones mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) arrojaron tamafios menores, debido al propio
fundamento de las técnicas, donde DLS mide el radio hidrodinamico de las particulas
dispersas, mientras que TEM proporciona el area de superficie proyectada en funcién
del nimero de electrones incidentes que se transmitieron a traves de la muestra. Asi,
el tamafio por DLS suele ser mayor; sin embargo, presenta la ventaja de medir una
mayor cantidad de particulas (millones) en comparacion con TEM (cientos), lo que

arroja valores mas solidos de tamarfio y PDI (Bhattacharjee, 2016).
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Figura 28. Distribucion de tamafio de las AQNP por niumero mediante DLS.
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VI.4.6 Centrifugado y secado de las nanoparticulas de plata

La incorporacion en seco de las AgNP se decidié en funcién de experimentos que
han destacado la dificultad de incorporarlas en solucién (Soto, 2018). Las soluciones
posteriores a la centrifugacion se presentan en la muestra de la Figura 39, donde se
observa un sdlido precipitado en el fondo del tubo. En la Figura 30 se muestran las
AgNP una vez secas, obteniendo un total de 30.7 mg de AgNP a partir de un volumen
inicial de 240 mL de AgNP en solucién. No se alcanza un rendimiento del 100 %, ya
que, como se puede apreciar en la Figura 29, incluso después del proceso de
centrifugacion, persiste el color en la solucién, indicando la presencia de AgNP sin

precipitar, lo cual se atribuye a su estabilidad.

La caracterizacion de las AgNP después del proceso de centrifugacion resultaria
interesante, ya que experimentos sugieren una posible disminucién en su tamafio,
atribuida a un proceso top-down o a la remocion de moléculas superficiales (Soto,
2018).

Figura 29. Precipitacion de AgNP Figura 30. Nanoparticulas de plata
posterior al centrifugado (RCF:13520, t: (AgNP) posterior al secado (24 h, 60
30 min, T: 10 °C) °C).
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V1.5 Propiedades de la solucién para electrohilado

VI.5.1 Conductividad eléctrica y viscosidad aparente

Una técnica como el electrohilado se ve influenciada por diversos factores, y las
propiedades de la solucién son uno de ellos. En el Cuadro 15, se observa la
determinacién de la conductividad eléctrica, donde los solventes y su mezcla
presentan valores bajos de conductividad, sin diferencia significativa (p>0.05). En
contraste, al agregar el 30 % w/v de zeina, se observa un incremento significativo
(p<0.05) hasta alcanzar 669.40 uS cm*. Este hallazgo reviste importancia, dado que
una alta conductividad eléctrica resulta en una mayor movilidad de los iones, los
cuales, al aplicarse un campo eléctrico, tienden a dirigirse mejor (Antunes y col.,
2017).

Al afiadir AgNP (100 pg mL1) se observa un cambio en la coloracién de la solucién
(Figura 32), pero ademas la conductividad aumenta hasta 712.23 uS cm?, siendo
esta diferencia significativa respecto a la solucién sin AgNP. Este incremento era
esperado debido a la adicion de nanoparticulas metélicas, las cuales se considera
estén rodeadas por biomoléculas e iones, lo que supone un aumento de cargas al
sistema y, en consecuencia, mayores fuerzas de elongacion debido a la repulsion
mutua de cargas dentro del chorro de la solucion polimérica. Esto provoca un mayor
estiramiento del chorro polimérico, reduciendo el diametro de la fibray la cantidad de

microgotas (Kriegel y col., 2008).

En el Cuadro 15, se presenta la viscosidad aparente de los sistemas con y sin AgNP.
En el caso del sistema sin AgNP, se observa un valor cercano al reportado en otros
estudios, como el de Antunes y col., 2017, que reporta una viscosidad de 123.4 mPa
s'! para una solucién de 30 % de zeina en 70 % de etanol. La viscosidad aparente
para el sistema con AgNP se ve significativamente disminuida respecto a la solucion
sin AgNP (Cuadro 15). Este aspecto es relevante, dado que la viscosidad esta
relacionada con el grado de entrelazamiento de las cadenas de polimero dentro de

la solucion. Sin embargo, viscosidades muy altas pueden generar un gel localizado
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en la punta de la aguja, lo que impide la formacion de un cono de Taylor adecuado
(Kriegel y col., 2008).

El descenso de la viscosidad con la adiciéon de AgNP puede ser el resultado de la
repulsién electrostatica entre las cargas adheridas a las redes poliméricas, lo que
impide su entrelazamiento. Sin embargo, seria importante variar la concentracion de

AgNP para observar el comportamiento de la viscosidad.

Cuadro 15. Conductividad eléctrica y viscosidad aparente para los componentes y

para la mezcla polimérica empleada en el electrohilado.

Conductividad eléctrica Viscosidad aparente
Muestra
(S cmt) (mPas)

Agua destilada
2.425 £ 0.1292 -

(AD)
Etanol absoluto
0.633 +0.0032 -
(AA)
Mezcla 75:25
0.771 £ 0.0122 -
(AA:AD)
Mezcla al 30 %
] 669.40 + 7.80P 114.36 + 1.842
Zeina
Mezcla (Zeina +
712.23 + 4.66°¢ 08.22 + 2.02b

AgNP)

aDiferentes letras minusculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.
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A B
Figura 31. (A) Electrohilado de las biopeliculas, (B) Formacion del cono de Taylor
En la Figura 31A se representa el proceso de electrohilado, que promueve la
formacioén de la biopelicula. Mientras tanto, en la Figura 31B se muestra el cono de

Taylor, el cual desempefia un papel crucial en el proceso de electrohilado, ya que

indica la formacioén de las fibras.

A B
Figura 32. Soluciones de electrohilado, A) zeina 30 % y B) zeina 30 % + AgNP (100

pg/mL).

VI.6 Caracterizacion fisicoquimica de las biopeliculas.

Los parametros de procesamiento juegan un papel crucial en el proceso de
electrohilado. En los sistemas representados en el Cuadro 1, se han modificado tanto

el flujo como la distancia entre la aguja y el colector con el propésito de evaluar su
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influencia en la calidad y las caracteristicas de las fibras obtenidas. Los espesores
reportados en el Cuadro 16 muestran que el sistema 2 presenta el mayor espesor,
mientras que el sistema 4 muestra el menor. Esta disparidad se atribuye a la
diferencia en la distancia de electrohilado, siendo 15 cm para el sistema 2 y 20 cm
para el sistema 4. La reduccion en la distancia de recoleccion generalmente conduce
a la formacion de fibras con mayor diametro, a diferencia de distancias mayores que
permiten un estiramiento mas efectivo del flujo polimérico (Han y col., 2008), lo que

naturalmente resultaria en un aumento en el espesor de la pelicula.

Este incremento en el diametro de las fibras es evidente en la inspeccién visual bajo
microscopio optico del Cuadro 18, donde a 400x se observa que los sistemas con
distancias de electrohilado de 15 y 17 cm presentan fibras significativamente mas
grandes que el sistema electrohilado a 20 cm (S4), confirmando asi la influencia de

la distancia en el proceso de electrohilado.

En cuanto a la variacién del flujo, flujos mas altos tienden a producir fibras con mayor
diametro. Ademas, si se excede un valor critico, puede ocurrir la union entre las fibras
de polimero depositadas, debido a la falta de tiempo suficiente para que el solvente
se evapore, lo que conlleva a la fusiéon de las fibras (Krigel y col., 2008). En conjunto,
un aumento en el flujo y una disminucidén en la distancia pueden dar lugar a la
formacion de microgotas que se adhieren a la superficie del colector. Este ultimo
fendmeno fue notable en los sistemas 1, 2 y 3, como se ilustra en la Figura 33A, lo
cual también es evidente en la inspeccion visual a 40x y 100x en los Cuadros 18 y
19.

VI.6.1 Espesor (T), contenido de humedad (H %) y solubilidad (S %).

El contenido de humedad de una pelicula proporciona una indicacion de su
capacidad para absorber y retener agua dentro de su estructura interna (Alizadeh-
Sani y col., 2021). Segun se muestra en el Cuadro 16, los diferentes sistemas
electrohilados basados Unicamente en zeina presentan un porcentaje de humedad
(H %) que no supera el 2 %. Este valor es considerablemente bajo en comparacion

con peliculas obtenidas a partir de otras proteinas, como la gelatina, que pueden
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superar el 20 % de humedad (Karim y col., 2020). Esta disparidad se explica por la
naturaleza hidrofébica de la zeina, que impide la incorporacién de moléculas de agua

en su estructura polimérica (Karim y col., 2020).

En cuanto a la solubilidad en agua, se observa en el Cuadro 16 que no hay diferencia
significativa (p>0.05) entre los distintos sistemas. El sistema con la mayor solubilidad
es el 5, con un 11.88 %, un valor relativamente bajo en comparacién con otros
biopolimeros como la gelatina, nuevamente debido a la naturaleza hidrofobica de la
zeina. Esta naturaleza también provoca que, al entrar en contacto con el agua, la
pelicula experimente deformaciones en su estructura fisica, como se ilustra en la
Figura 33B. Este hallazgo es consistente con otros estudios que han reportado una
disminucién en la solubilidad con el aumento del contenido de zeina. Por ejemplo, en
el estudio de Karim y col., 2020, se obtuvo una solubilidad del 28.69 % con un
contenido de zeina del 14 %, en comparacion con el 37.14 % de solubilidad de una

biopelicula compuesta enteramente de gelatina.

Finalmente, se selecciond el sistema 4 para la incorporaciéon de nanoparticulas de
plata (AgNP). Esta eleccion se baso en el diametro de las fibras observado mediante
inspeccion visual con microscopia optica. Dado que el proyecto tenia como objetivo
desarrollar un nanocompuesto con propiedades a escala micro o nanométrica, se
consideré importante seleccionar el sistema con fibras de diametro mas pequefio.
Ademas, el sistema 4 mostré pocas imperfecciones superficiales debido a
microgotas, y se logré una pelicula mas delgada con valores aceptables de humedad

y solubilidad en comparacion con los demas sistemas.
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Cuadro 16. Valores de espesor, humedad y solubilidad en agua para los diferentes

sistemas electrohilados de zeina.

Sistema T (mm) H (%) S (%)
S1 0.225 + 0.064°c 1.112 + 0.226® 3.697 + 0.8542
S2 0.375 £0.0702 1.637 £ 0.0752 3.412 + 0.8692
S3 0.237 + 0.062°¢ 1.246 + 0.021%® 3.441 +£1.1932
S4 0.161 £ 0.027¢ 1.404 + 0.1092 9.280 + 4.5532
S5 0.225 + 0.059% 0.688 + 0.269° 11.88 + 0.4092

aDiferentes letras minuUsculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.

Figura 33. Apariencia fisica de las biopeliculas de zeina en la determinacién de

solubilidad en agua, (A) antes del tratamiento, (B) posterior al tratamiento.

En el Cuadro 17 se presenta una comparacion de las propiedades fisicas de las
biopeliculas en funcion de la presencia de nanoparticulas de plata (AgNP). En primer
lugar, se observa un incremento significativo (p<0.05) en el espesor de las peliculas
con la presencia de AgNP. Este aumento puede explicarse por el incremento de la
conductividad previamente reportado, lo que indica un aumento en las cargas en la
solucion. Este aumento en las cargas mejora la elongacion y reduce la formacion de
microgotas. Estas gotas, consideradas pérdidas de material polimérico, pueden

haberse convertido en fibras durante el proceso de electrohilado, lo que resultaria en
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una mayor acumulacion en la base colectora y, por ende, un aumento en el espesor
de la pelicula. La inspeccion visual de las fibras que componen la pelicula
nanocompuesta se muestra en el Cuadro 20, donde el tamafio de las fibras parece
ser ligeramente mayor que en el sistema sin AgNP, y no se observan microgotas de
manera significativa. La determinacion del diametro de las fibras mediante
microscopia electronica permitiria una comparacion mas precisa, asi como la

observacion de las AgNP en las redes poliméricas y su distribucion.

En cuanto al porcentaje de humedad, se observa un aumento significativo (Cuadro
17) en las peliculas que contienen AgNP. Algunos autores han sugerido que los
grupos polares libres en la estructura pueden interactuar con las moléculas de agua,
aumentando asi la humedad retenida en la estructura (Qazanfarzadeh y Kadivar,
2016). Esto es posible debido a que las AgNP agregadas estan rodeadas por capas
de moléculas con carga e iones que pueden retener moléculas de agua. También es
importante considerar que un mayor espesor implica una mayor cantidad de material

polimérico, lo que naturalmente conlleva a un aumento en la humedad.

La busqueda de un incremento o disminucion en la solubilidad depende de los
objetivos del estudio. Para efecto de este proyecto se busca que la pelicula pueda
actuar como una barrera protectora durante la vida Gtil del producto alimenticio, pero
posteriormente se desea que se degrade cuando se libere al medio ambiente, una
caracteristica de mucho valor en materiales sostenibles (Alizadeh-Sani y col., 2021).
En Cuadro 17 se compara el porcentaje de solubilidad de las biopeliculas y se
determindé un aumento significativo al incorporar las AgNP, esto sugiere que las
nanoparticulas afadidas cuentan con grupos polares libres que favorecen la
interaccidn de la matriz polimérica con el agua (Qazanfarzadeh y Kadivar, 2016), esto
se contrasta con la apariencia fisica después del tratamiento (Figura 35) donde se
observa poca deformacion fisica en comparacién con las peliculas sin AgNP (Figura
33B) que se deformaron notablemente debido a la alta hidrofobicidad de la zeina.
Este cambio en su solubilidad lo proyecta como un material con potencial

biodegradable ante una liberacion al ambiente.
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Cuadro 17. Valores de espesor, humedad y solubilidad en agua para las peliculas

cony sin AgNP.
Sistema T (mm) H (%) S (%)
Zeina 0.161 + 0.0272 1.404 £ 0.1092 9.280 * 4.5532
Zeina +
0.236 + 0.022° 4.707 £ 0.267° 32.455 + 1.240P
AgNP

aDiferentes letras minuUsculas en la misma columna representan una diferencia

significativa entre la media en una prueba de Tukey con una significancia del 5%.

Figura 34. Nanocomposito a base de

] Figura 35. Apariencia fisica de las
zeina-AgNP. . i _ i
biopeliculas del nanocomposito zeina-
AgNP posterior al tratamiento de

solubilidad.
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VI.6.2 Microscopia éptica

Cuadro 18. Superficies de las biopeliculas de zeina bajo el microscopio 6ptico a
100x y 400x.

Sistema 100X 400X

S1

S2

S3
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S4

S5
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Cuadro 19. Detalles superficiales de las biopeliculas bajo el microscopio 6ptico a
40x

Sistema 40x Sistema 40x

S1

S2
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Cuadro 20. Superficies de las biopeliculas de zeina-AgNP bajo el microscopio
optico a 40x, 100x y 400x.

Sistema 40X 100X

Zeina +
AgNP
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VII.

CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos del fruto del pirul exhiben una capacidad antioxidante
destacada, alcanzando aproximadamente un 60 % de inhibicion, y presentan
un perfil de metabolitos secundarios rico en acidos fendlicos, lo que les
confiere la capacidad de formar nanoparticulas de plata mediante una
reaccion de reduccion metélica.

Los extractos presentan una composicion quimica abundante en acido galico
y otros compuestos fendlicos con lo cual se permite explicar el mecanismo de
sintesis y estabilizaciéon de nanoparticulas de plata.

La caracterizacion por DLS permitié determinar la distribucion de tamafios de
varios sistemas de sintesis, lo que condujo a la eleccion de una dilucion 1:5
del extracto y una concentracion de 2 mM de AgNOs como condiciones
Optimas para obtener nanoparticulas de plata con valores de Ru y PDI de
calidad.

La incorporacion de nanoparticulas de plata a la solucion polimérica de zeina
mejord las propiedades conductoras de la solucién, o que promoviéo una
mayor eficiencia en la formacion de fibras.

Las peliculas que contienen nanoparticulas de plata muestran mejoras
significativas en términos de espesor, humedad y solubilidad, lo que las hace
adecuadas para su consideracion en propuestas de empaques sostenibles.
Una evaluacién microbiolégica podria proporcionar informacion relevante
sobre la actividad de las nanoparticulas sintetizadas frente al crecimiento de
microorganismos que afectan la vida util de los alimentos.

Una caracterizacibn mas exhaustiva ayudaria a confirmar varios de los
mecanismos fisicos y quimicos propuestos para la interaccion entre las

nanoparticulas y la zeina.
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