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Resumen
RESUMEN

Se realizo la sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando el extracto de Thuja
orientalis como agente reductor y AgNOsz como precursor. Se caracterizaron las
nanoparticulas mediante: espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de absorcion atdémica,
espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), tamafio de particula por DLS
y potencial zeta. La espectrometria UV-Vis reveld la formacion de un plasmén de resonancia
superficial (PRS) cerca de los 420 nm caracteristico de la presencia de AgNPs. La absorcion
atomica reflejo un incremento en la concentracion de plata conforme se desarrollaba la
sintesis, obteniendo una concentracion maxima de 15.698 mg/L. El espectro de FTIR mostro6
los grupos funcionales caracteristicos de las fitomoléculas tales como R—O—H (3,335),
O=C-OH (2314), C-C=C (1,450). El potencial zeta evidencio la estabilidad de las NPs

mostrando un carga de -19.6 mV y se obtuvo un tamafio de particula de 86.82 nm

Se elaboraron peliculas de gelatina con AgNPs, en concentraciones al 100%, 50%, 25%,
125% y 0 % de NPs. Se adiciond glicerol como plastificante al 2% para evaluar las
propiedades térmicas, moleculares, solubles y antibacterianas de las peliculas. Las
propiedades térmicas muestran eventos similares en todos los tratamientos se detectan dos
eventos principales la liberacion del agua libre, la degradacién del glicerol y finalmente la
degradacion de la gelatina. En los espectros se detectaron los principales grupos funcionales
de la gelatina: la amida | a 1636 cm™, amida Il a 1545 cm™ y la amida 11l a 1232 cm™ no se
visualizaron nuevos picos en ninguna formulacion lo cual refiere a que no se formaron
nuevos enlaces entre la gelatina y las AgNPs. La actividad antimicrobiana fue satisfactoria

exhibiendo halos inhibicion contra el patdgeno Staphylococcus aureus.

viii



Introduccién

1 INTRODUCCION

El empacado de los alimentos se centra principalmente en la seguridad de los productos
alimentarios, pero si el empaque no es fiable, la seguridad de los alimentos se convierte en
un tema de preocupacion. Los sistemas de empacado preservan la calidad del producto
durante largos periodos, contribuyendo también a la reduccion de los desechos. Los factores
predominantes que determinan la calidad, la seguridad y la vida util de los productos
alimentarios son: la temperatura, la concentracion de oxigeno, la concentracion de dioxido
de carbon, la humedad relativa y el contenido de humedad asi como los atributos de los
distintos productos (Pereira de Abreu, Cruz, & Paseiro Losada, 2012). Por lo tanto, es
necesario vigilar en tiempo real diversos atributos de un producto alimentario que se sabe
que influyen en la calidad del mismo, las propiedades organolépticas y la seguridad
alimentaria en general. EI empacado innovador sigue impulsando el crecimiento de la
industria alimentaria y ha llevado al desarrollo de diversas técnicas de empacado novedoso
y con aplicaciones interdisciplinarias avanzadas (Kalpana, Priyadarshini, Maria Leena,
Moses, & Anandharamakrishnan, 2019).

Las investigaciones recientes se han centrado en el uso de la gelatina para desarrollar
materiales de embalaje biodegradables, las peliculas hechas de gelatina tienen buenas
propiedades mecanicas pero pobres propiedades de barrera contra el vapor de agua y son
muy sensibles a la humedad (Loo & Sarbon, 2020). La incorporacién de componentes
diversos a las peliculas les brinda un valor agregado, se sabe que las nanoparticulas de plata
tienen una amplia gama de propiedades antimicrobianas y la mayoria de ellas no son
perjudiciales para la salud humana (Sasidharan, Namitha, Johnson, Jose, & Mathew, 2020).
Hay un creciente interés en el desarrollo de peliculas combinando diferentes componentes
para brindar nuevas propiedades a las mimas. En ese sentido el uso de componentes que no
solo protejan al alimento sino también reduzcan la contaminacion ambiental, la gelatina y las
AgNPs tienen un papel prometedor como alternativa a los nuevos empaques, brindando

caracteristicas particulares a las peliculas.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de materiales antimicrobianos

Una de las principales funciones del envasado se refiere al aislamiento de los alimentos de
su entorno, para protegerlos de microorganismos, polvo y humedad. Estos Gltimos degradan
rapidamente los alimentos por lo tato cuando se contamina, puede afectar la salud del
consumidor. En estas situaciones un embalaje eficaz debe evitar la transferencia de los
contaminantes presentes en el medio ambiente hacia los alimentos, en algunos casos el
embalaje debe tener caracteristicas adicionales a los materiales cominmente empleados no

deben ser toxicos y no permeables a los microrganismos (Rodriguez-Hernandez, 2017).

En este contexto, los envases de polimeros actuales tienen muchos requisitos incluyen la
barrera al oxigeno, humedad, rigidez, resistencia a ataque de componentes alimentarios y
flexibilidad. Sin embargo, una de las principales razones de la descomposicion de los
alimentos es la contaminacion por microrganismos. La estrategia que se ha empleado para
incluir el agente antimicrobiano, consiste en la incorporacion de pequefios sobres que
contienen el compuesto antimicrobiano dentro del empaque. Si bien esta estrategia ha sido
ampliamente empleada en medicamentos, pesticidas, textiles o articulos para el hogar, solo
unos pocos productos se han comercializado para envasado de alimentos. EI nimero de
estudios ha crecido considerablemente por lo tanto, los antimicrobianos naturales, asi como
los antimicrobianos sintetizados quimicamente reconocidos como GRAS (Generaly
recognized as safe) por la Food and Drug Administration (FDA), se han incorporado a los

plasticos termoestables y termoplasticos (Sung et al., 2013).

La incorporacién de antimicrobianos en el envase tiene diferentes ventajas, dado que
previene el crecimiento de microorganismos en la superficie de los alimentos donde se
produce la mayor parte de la contaminacién y se genera deterioro. Ademas, el control sobre
la liberacion de antimicrobianos se puede lograr facilmente, por un lado, los antimicrobianos
pueden ser inactivos por los componentes existentes en el alimento. Por otro lado, los
procesos de migracién a la matriz de alimentos a granel diluiran la concentracion

antimicrobiana y reduciran significativamente la actividad (Rodriguez-Hernandez, 2017).
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Los antimicrobianos pueden derivarse de fuentes animales, vegetales o microbianas y
exhiben un amplio rango de actividad antimicrobiana contra microorganismos del deterioro,
se caracterizan por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja toxicidad. Los
antimicrobianos se utilizan en alimentos por dos razones principales: para controlar procesos
de deterioro natural, es decir, la conservacion de alimentos e impedir la proliferacion de
microorganismos. Los antimicrobianos disponibles comercialmente comdnmente usados
incluyen 4&cidos organicos, polisacéridos, aceites esenciales derivados de plantas,
antimicrobianos derivados de fuentes microbiologicas, por ejemplo, nisina y materiales
inorganicos, aunque en general no son naturales, se incluyen, por ejemplo, iones metalicos
como plata, oro, cobre u dxido de titanio. Estos antimicrobianos se han utilizado con éxito
para desarrollar envases activos con antimicrobianos que involucra la incorporacion de
sustancias antimicrobianas en el material de embalaje desde el cual se puede liberar en el
ambiente alimentario, lo que inhibe el crecimiento microbiano, reduce la oxidacion de lipidos

y extiende la vida util de productos alimenticios (Sullivan et al., 2018).

2.2 Antimicrobianos naturales

Los desafios de la seguridad alimentaria mundial, como el aumento de la poblacién mundial
(se estima que para 2050 se alcanzara 9 mil millones de habitantes), aumentando la migracion
rural a urbana, el cambio climatico y los residuos de alimentos envasados por
descomposicion y contaminacién microbiana siguen poniendo una mayor presion sobre la
produccion mundial de alimentos. Los alimentos comestibles producidos para humanos se
pierden o desperdician anualmente a lo largo de la cadena de suministro, dada la naturaleza
intensiva en recursos del cultivo, producir, procesar y envasar productos alimenticios ésta

pérdida representa un importante costo para la industria alimentaria (Tiwari, 2018).

El embalaje tiene un papel importante en la cadena de suministro de alimentos y es una parte
integral tanto de los procesos alimentarios como de toda la cadena de suministro de alimentos
con el objetivo principal de proteger de los alimentos de la contaminacion. Nuevas
tecnologias como los envases activos antimicrobianos (AAP) que contienen antimicrobianos
naturales (NAM) que pueden prolongar la vida util de los productos alimenticios y reducir el
desperdicio de los alimentos se estd explorando como métodos potenciales para disminuir

3



Marco Teorico

estos problemas criticos. Las categorias de NAM que actualmente estan trabajando incluyen
extractos de aceites, polisacaridos antimicrobianos, acidos organicos y bacteriocinas (Tiwari,
2018).

2.2.1 Aceites esenciales (AE)

Tienen una composicion compleja de metabolitos secundarios alifaticos y aromaticos de
bajo peso molecular en los cuales terpenos (como p-cimeno, limoneno o pineno), terpenoides
(timol, carvacrol o mentol) y fenilpropenos (eugenol) son compuestos méas predominantes.
La composicion de aceites esenciales se ve afectada por varios parametros extrinsecos que
incluyen el momento de la cosecha, el clima en el que se cultivaron la fuente geogréafica y el
género de las plantas (Hyldgaard, Mygind, & Meyer, 2012). Debido a las caracteristicas
termolébiles, fotosensibles y volatiles de los aceites, los compuestos son susceptibles de auto
oxidacion, isomerizacion y reordenamiento térmico, por lo tanto deben almacenarse a bajas
temperaturas, protegidas de fuentes de luz y oxigeno (Turek & Stintzing, 2013). Uno se los
principales inconvenientes en la aplicacion de los AE como antimicrobianos en aplicaciones
de envasado y productos alimenticios es su caracter hidrofobico, separacion de fases de agua

y un fuerte impacto en el sabor a mayores concentraciones (Tiwari, 2018).

2.3 Antimicrobianos sintéticos

Hoy en dia la industria alimentaria utiliza en todo el mundo una gran cantidad de
antimicrobianos. Estos difieren segun el pais ya que su uso esta restringido segun por las
leyes alimentarias de cada nacion. La velocidad de deterioro microbiol6gico no solo depende
de los microorganismos presentes, sino también de la composicién quimica del producto y
del tipo de carga microbiana inicial, los antimicrobianos son compuestos quimicos afiadidos
0 presentes en los alimentos que retardan el crecimiento microbiano o inactivan a los
microorganismos y por lo tanto mantienen las caracteristicas organolépticas del alimento. La
mayoria de agentes antimicrobianos usados en alimentos solo inhiben el crecimiento de

ciertos microorganismos, mas no lo eliminan, por lo que el producto tiene una vida de anaquel
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restringida y es necesario el uso de otros factores de conservacion que aumenten la vida de

anaquel del producto (Rodriguez Sauceda, 2011).

2.4 Peliculas

Todos los alimentos son una parte esencial de la dieta humana, cualidades de los alimentos
en téerminos fisicos (apariencia, color, textura, pérdida de peso), los quimicos (azucar, pH,
compuestos volatiles y oxidacion de lipidos), microbiologicos (recuento total de bacterias,
levaduras y mohos) y los atributos sensoriales (sabor, olor) se deterioran con el tiempo, sin
embargo, dependiendo del tipo de alimentos tendra distinto proceso de deterioro, por
ejemplo, el deterioro microbiolédgico y quimico son factores importantes en la calidad de la
mayoria de los productos frescos como la carne de pollo, pescado, res por consecuencia da
lugar a la produccion de mal sabor, mal olor y decoloracion . El deterioro de frutas se debe
principalmente a la pérdida de agua apariencias anormales como la textura suave y proceso
de senescencia son atributos que los hacen inaceptables para los consumidores.
Recientemente ha crecido la demanda de alimentos de alta calidad conservados sin aditivos,
por lo que el uso de peliculas y recubrimientos comestibles es una alternativa que se puede
aplicar para mantener la calidad y prolongar la vida util de los alimentos (Tongdeesoontorn
& Rawdkuen, 2019). Los polimeros biodegradables se han convertido en matrices de interés
en los Gltimos afios debido a las preocupaciones ambientales como el calentamiento global.
Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar materiales poliméricos basados en fuentes
renovables, especialmente para su uso en envasado a corto plazo y aplicaciones desechables
(Oliveira Filho et al., 2019).

El desarrollo de una formulacién de recubrimiento eficaz debe basarse en dos enfoques
clasicos: (i) un enfoque de ciencia de materiales y (ii) la aplicacion de material de
recubrimiento sobre la superficie de la fruta. EI enfoque materialista incluye dos sucesos
adicionales: (i) conversion de biopolimero a gel y (ii) formacion de gel a pelicula delgada.
Estos eventos estan relacionados, lo que hace que sea particularmente importante comprender
el comportamiento del material de recubrimiento antes de la aplicacién a la superficie de la
fruta. La formulacion desarrollada debe evaluarse en términos de sus propiedades
independientes que incluyen el espesor de la pelicula, la solubilidad, el contenido de
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humedad, la permeabilidad al vapor de agua, las propiedades de barrera de oxigeno, la
transparencia, el color, la resistencia a la traccion, elongacion y modulo de Young y
caracteristicas antimicrobianas (Thakur et al., 2019).

2.5 Materiales utilizados cominmente para la elaboracion de peliculas

Los recubrimientos comestibles se derivan principalmente de materiales alimenticios que
generalmente se reconocen como seguros (GRAS) e incluyen celulosa, proteinas, almidones
y otros polisacaridos (Thakur et al., 2019). Algunos ingredientes funcionales utilizados en
el disefio de peliculas y recubrimientos comestibles son: farmacos, vitaminas,
antimicrobianos, saborizantes, colorantes y conservadores, estos son importantes para
mejorar la funcionalidad de las peliculas comestibles, alimentos procesados, asi como para
cosmeéticos y productos farmacéuticos. Estos ingredientes difieren en cuanto a su forma
molecular, fisica, su polaridad y su masa molar. El uso de la nanotecnologia ha permitido la
incorporacion de estos compuestos en peliculas sin perder funcionalidad (Georgina Solano-
Doblado, Alamilla-Beltrdn, & Jimenez Martinez, 2018). Para la formacion de la matriz
estructural de una pelicula o recubrimiento se utilizan componentes de naturaleza polimérica
y pueden agregarse otros componentes que mejoran sus caracteristicas o atributos. Existe una

diversidad de compuestos que pueden ser utilizados, algunos ejemplos son:

2.5.1 Polisacaridos

Almidones y sus derivados: Los granulos de almidon contiene dos tipos de moléculas
poliméricas: 1) Amilosa: formada por unidades de cadena lineal de 1.4-a-D-glucopiranosa y
2) Amilopectina, que es una molécula ramificada formada por unidades de a-1,6 glucésido.
La primera presenta excelentes propiedades para formar peliculas fuertes, isotropicas,
inodoras, insipidas y sin color. Cuando se adiciona algun tipo de plastificante se pueden
obtener peliculas con buenas propiedades mecanicas, sin embargo la retrogradacion afecta
significativamente el desarrollo mecanico, ya que las hélices de la amilosa y amilopectina se

entrecruzan endureciendo la pelicula (Fam4, Rojas, Goyanes, & Gerschenson, 2005).
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Pectinas: Estos polimeros, son producidos ampliamente por las plantas y estan compuestos
por el &cido 1-4-a-D-galactopiranosilurénico, naturalmente esterificados con metanol. De
acuerdo con el grado de esterificacion, las pectinas de dividen en: de alto (GE>50%) o bajo
metoxilo (GE<50%), valores que determinan la solubilidad o propiedades de solidificacion
(Prasad & Kochhar, 2014).

Quitosano: Es un polisacarido, que se obtiene por des acetilacion de la quitina obtenida a
partir de los desechos de los crustaceos, en el exoesqueleto de los insectos y en la pared
celular de los hongos, esta compuesto por dos subunidades, la D-glucosamina y la N-acetil-
D-glucosamina, unidas por un enlace glucosidico -(1,4). Posee propiedades antimicrobianas
y antimicoticas (Georgina Solano-Doblado et al., 2018).

2.5.2 Proteinas

Estos compuestos presentan la habilidad de formar peliculas y recubrimientos cuyas
caracteristicas dependen de la masa molar, conformacion, propiedades eléctricas,
flexibilidad, estabilidad térmica. Los recubrimientos o peliculas obtenidos proteinas, son
transparentes y flexibles cuando estan elaborados a base de agua, presentan buenas
propiedades mecéanicas y de barrera, comparadas con las que estan hechas a base de
polisacaridos o lipidos. Las proteinas de la leche, asi como las provenientes de maiz, trigo, o
soya son utilizadas por su calidad nutricional, excelentes propiedades sensoriales y

funcionales (Georgina Solano-Doblado et al., 2018).

2.5.3 Lipidos

Para superar la pobre resistencia mecanica de los compuestos lipidicos, estos pueden ser
empleados en asociacion con materiales hidrofilicos mediante la formacion de una emulsion.
La eficacia de una pelicula comestible frente a la humedad no puede ser simplemente
mejorada mediante la adicion de materiales hidrofobicos a la formulacién, a menos que se
logre una capa lipidica homogénea y continua dentro o sobre la matriz hidrocoloide. Las
peliculas basadas en lipidos son menos eficientes en el control de la transferencia de agua
que las peliculas a base de proteina, ya que no se logra una distribucion homogénea de los
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componentes. Sin embargo, exhiben buena resistencia mecanica y requieren un sencillo

proceso durante la manufactura y la aplicaciéon (Quintero, Falguera, & Mufioz, 2010).

2.5.4 Aplicaciones

Durante la produccion, el procesamiento, la distribucion y el almacenamiento, los alimentos
se deterioran a causa de procesos quimicos o microbioldgicos. Una alternativa es el uso de
envases comestibles que pueden proporcionar beneficios para los alimentos, tales como la
conservacion, mantenimiento de la calidad y seguridad de los alimentos. Las peliculas y
recubrimientos comestibles reducen la permeabilidad al oxigeno, previenen la oxidacion de
lipidos colorantes y los sabores de los productos alimenticios. Las propiedades de barrera de
las peliculas al oxigeno también son valiosas para retrasar la respiracion de productos frescos
como frutas y verduras. Las caracteristicas de los recubrimientos o peliculas pueden
mejorarse mediante la incorporacién de compuestos activos (Sahraee, Milani, Regenstein, &
Kafil, 2019).

2.6 Gelatina

La gelatina es una proteina de alto peso molecular que se puede obtener después de la
hidrolisis del colageno en condiciones controladas (A. M. Ali, H. Kishimura, & S. Benjakul,
2018). Es un material relativamente barato, muy facil de obtener ya que el coldgeno se puede
encontrar en la piel o huesos que se generan en grandes cantidades como subproductos
durante el sacrificio y procesamiento de animales, por lo que estos materiales sirven como
material de partida para la extraccion de gelatina. La principal materia prima para la
extraccion de gelatina se deriva de la piel porcina (80%), seguida de la piel bovina (15%) y
huesos porcinos, hueso de sepia y pescado (5%) (Tongdeesoontorn & Rawdkuen, 2019).

El nombre de gelatina se deriva de la palabra latina “gelata” que describe su propiedad mas
caracteristica, es decir, la formacion de gel en el agua. La gelatina es una proteina que se
deriva del colageno, el cual es el componente principal de todos los tejidos conectivos
fibrosos que se encuentran en cartilagos, tendones, fibras musculares, piel y oseina de los
animales. El origen del colageno y el procedimiento de extraccién determinan las

propiedades de la gelatina final. Actualmente la gelatina se produce principalmente a partir
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de fuentes bovinas, porcinas y ovinas, pero también se puede extraer de peces y aves de corral
(Rasid, Nazmi, Isa, & Sarbon, 2009).

Las caracteristicas de la gelatina estan influenciadas por factores intrinsecos y extrinsecos,
estos incluyen el punto isoeléctrico, las composiciones de aminoacidos y la distribucién del
peso molecular, dichos factores determinan las propiedades funcionales y las aplicaciones de
la gelatina (Benjakul & Kittiphattanabawon, 2018).

2.7 Extraccion de gelatina

La produccién de gelatina se pude dividir en tres pasos principales: tratamientos previos,
extraccion con agua a alta temperatura y clarificacion/secado ya sea por aire caliente, por
aspersién o por congelacion. En el primero se eliminan toda la materia que no es colageno,
que incluye proteinas, grasas y minerales, teniendo como objetivo aumentar la eficiencia de
extraccion y la pureza de la gelatina, dichos componentes se eliminan con una solucién
alcalina como hidroxido de sodio, mientras que las grasas y los minerales se eliminan con un
disolvente no polar y EDTA/HCI, respectivamente. Con respecto al paso nimero dos se
Ilevan a cabo extracciones por procesos acidos o alcalinos, esto dependen de la complejidad
de la materia prima. El reactivo utilizado para el tratamiento acido es generalmente acido
organico, especificamente acido acético, la gelatina obtenida por el proceso acido se llama
gelatina tipo A. Mientras que los &lcalis utilizados son hidroxido de sodio o hidréxido de
calcio, la gelatina fabricada a partir de la materia prima tratados con alcalinos se denomina
gelatina tipo B. La extraccion de gelatina se realiza a partir de material pretratado, en el que
se utiliza agua caliente para destruir los enlaces de hidrdégeno que estabilizan la triple hélice
del colageno madre. Durante la transicion del coldgeno a la gelatina, los enlaces no
covalentes se rompen junto con algunos enlaces intramoleculares covalentes y algunos
enlaces peptidicos se dividen, para aumentar la eficacia de la extraccion, especialmente de
huesos de animales o escamas de peces, se debe implementar una desmineralizacion,
adicionalmente se pueden emplear ultrasonido o campos eléctricos pulsados para aumentar
el rendimiento, dichas técnicas pueden romper o aflojar la matriz del material compacto,
como consecuencia se puede liberar mas gelatina. Se requiere de filtracion y clarificacién
para producir la gelatina con claridad deseada, la solucién de gelatina se trata con tierra de
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diatomeas o carbon activado, la solucién de gelatina se somete a secado. En general, el
método y la condicion de secado utilizados tienen el impacto en las caracteristicas y
propiedades de la gelatina resultante. EI secado por pulverizacion es un medio prometedor

para reducir los olores indeseables (Benjakul & Kittiphattanabawon, 2018).

2.7.1 Estructura de la gelatina

Dado que la gelatina se deriva del colageno, es pertinente describir la estructura de estas
macromoléculas antes de hablar de la gelatina. EI mondémero de colédgeno (tropocolageno) es
una varilla helicoidal triple formada por tres cadenas paralelas, la molécula de colageno tiene
una longitud de aproximadamente 300 nm, un didmetro de 1.5 nm y un peso molecular de
alrededor de 300,000 Da. En la fabricacion de gelatina, la molécula de colageno se despliega
en una mezcla de cadenas, la composicion de aminoacidos de estas cadenas es bastante Gnica
y las tres cadenas involucradas en una molécula de coldgeno pueden tener composiciones de
aminoéacidos ligeramente diferentes, la secuencia general de aminoacidos es: Gly X Y, donde
X a menudo es prolina e Y a menudo es hidroxiprolina. Esto significa que la glicina
representa aproximadamente un tercio de todos los residuos en el colageno y la gelatina
(Haug & Draget, 2009).

La gelatina posee una estructura helicoidal formada por 20 aminoacidos que le confiere
propiedades funcionales y de formacion de peliculas, esta estructura tiene tres cadenas de
polipéptidos enrolladas entre si, formando una hélice unidas a través de enlaces hidrégeno.
Sus caracteristicas fisicas dependen de su origen, pero independientemente de su origen,
todas tienen muy buena resistencia a la traccion y barrera a los gases, aromas y migracion de
gases. Por el contrario poseen escasa barrera al vapor de agua debido a su naturaleza
hidrofilica (Acosta, 2014).

Las composiciones de aminodcidos de la gelatina varian con las especies animales, el
pretratamiento y los procesos de extraccion. La cantidad de acido aspartico y acido glutamico
en la gelatina de tipo B es mayor que la de la gelatina de tipo A. De forma general, la gelatina

muestra la composicion de aminoacidos similar al colageno, contiene 33% de glicina, 12%
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prolina, 11% alanina y 10% de hidroxiprolina como los principales aminoacidos, pero tiene

un bajo contenido de histidina, metionina y tirosina (Benjakul & Kittiphattanabawon, 2018).

La desnaturalizacion térmica o degradacion fisica y quimica del colageno implica la ruptura
de la estructura de triple hélice para dar gelatina, un biocompatible y no inmunogénico
producto, apto para aplicaciones médicas, a una temperatura de alrededor de 40°C, la gelatina
forma soluciones liquidas y forma geles termorreversibles fisicos en refrigeracion. Durante
la gelificacion las cadenas se someten a un trastorno conformacional en el cual existe un
orden en la transicion y el colageno tiende a recuperar la estructura de triple hélice (Haug &
Draget, 2009).

2.7.2 Formacion de peliculas

La gelatina es una proteina que se ha utilizado para hacer el recubrimiento y peliculas
comestibles, las peliculas de gelatina generalmente presentan buenas propiedades mecanicas,
barrera al oxigeno pero adn tiene una alta capacidad de absorcion de agua lo cual la hace
propensa a hincharse, se puede disolver parcialmente o se desintegra al contacto con la
superficie himeda (Nilsuwan, Benjakul, & Prodpran, 2015). Para abordar el problema se han
hecho modificaciones como la incorporacién de diferentes sustancias: compuestos fendlicos,
agentes entrecruzantes de proteinas, plastificantes hidrofébicos o surfactante estos ultimos,
con la finalidad de mejorar la propiedad de resistencia al agua mediante el aumento de las
caracteristicas hidrofébicas de las moléculas de gelatina (Ramos, Valdés, Beltran, & Garrios,
2016).

La gelatina tiene una excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad, no es toxica y tiene
una gran capacidad de modificacién a nivel de los aminoécidos, debido a sus propiedades
superiores, la gelatina se ha empleado ampliamente como biomaterial para la ingenieria de
tejidos duros y blandos, la administracion de farmacos y pegamentos bioldgicos. Se puede
formar un hidrogel de gelatina mediante reticulacion fisica en agua por encima de una cierta
concentracion (aproximadamente del 2% p/v) por debajo de 30°C a 35°C. Durante este
proceso las moléculas de gelatina se agregan y experimentan un cambio conformacional de

una de una “bobina aleatoria” a una triple hélice, al mismo tiempo, los enlaces hidrogeno
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estan presentes intermolecularmente en tres grandes fracciones de cadenas de gelatina. Sin
embargo, las asociaciones no covalentes se rompen facilmente a temperaturas mas altas de
35°C destruyendo la red fisica. Los hidrogeles de gelatina tienen una estabilidad de forma
baja, una resistencia pobre y una elasticidad baja, lo que limita significativamente sus
aplicaciones biomédicas a temperaturas fisioldgicas de 37°C. Para aumentar su estabilidad y
propiedades mecénicas, el gel de gelatina puede ser entrecruzado covalentemente por
pequefios componentes quimicos como carbodiimidas, formaldehido y glutaraldehido, que
pueden acoplar los grupos carboxilo con grupos amino, formando enlaces de amida estables.
La gelatina reticulada puede formar una red intrincada de alto peso molecular que es capaz
de hincharse, debido a que ésta proteina es producto desnaturalizado del colageno, la gelatina
contiene muchos iones metélicos divalentes como calcio, cobre, hierro y zinc que pueden
formar enlaces idnicos con los grupos de acido carboxilico en los polipéptidos de gelatina, lo

que influye en la organizacion de la red de gelatina (Xing et al., 2014).

2.8 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia, ingenieria y tecnologia que se lleva a cabo a escala
nanométrica (alrededor de 1 a 100 nm) que permite la manipulacion de materiales para
satisfacer las necesidades existentes. La nanociencia y la nanotecnologia implican la

capacidad de ver y controlar &tomos y moléculas individuales (R. Olawoyin, 2018).

Desde el periodo de las antiguas civilizaciones, la nanociencia y la nanotecnologia han
marcado un hito en el campo de la ciencia y la tecnologia. La nanociencia se puede describir
como: “La nanociencia es el fendémeno y la manipulacion de materiales a escala atomica,
molecular y macromolecular, donde las propiedades difieren significativamente de los de
mayor escala” mientras que la nanotecnologia constituye “El disefio, caracterizacion,
produccién y aplicacién de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la

forma y el tamafio a escala nanométrica” (Prajitha, Athira, & Mohanan, 2019).

La Nanotecnologia ha encontrado aplicaciones en muchas areas diferentes, desde la
agricultura o el procesamiento de alimentos hasta la seguridad, el envasado, la nutricién y

los productos nutracéuticos (Rodriguez-Hernandez, 2017).
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2.8.1 Aplicaciones

Las aplicaciones de estos nanomateriales estan en diversos sectores (Figura 1) incluidos la
agricultura, la medicina, los cosméticos, la alimentacion y la salud publica debido a su
capacidad Unica para incrementar la solubilidad, biodisponibilidad y proteccion de
bioactivos. Debido a la excelente naturaleza fisicoquimica y al potencial antimicrobiano de
los nanomateriales, son ampliamente utilizados contra diversos microbios patdégenos y en la
asistencia sanitaria, proteccion de cultivos, tratamiento de agua, seguridad alimentaria y
conservacion de alimentos. Ademas, los materiales nanoestructurados se estan aplicando en
la industria alimentaria como nanosensor, nuevo material de embalaje y componente

alimenticio encapsulado (Bajpai et al., 2018).

Nuevos pesticidas Nanoencapsulacién
. ” de sabores
Ingenieria genética
Agentes de
Sensores de gelificacion

monitoreo

Proteccién UV
Antimicrobianos

Barrera contra
plastificantes

Figura 1. Esquema de las aplicaciones de la Nanotecnologia en la Ciencia de los Alimentos
(Bajpai et al., 2018).
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2.8.2 Nanoparticulas

La investigacion de las nanoparticulas (NPs) es una rama emergente de la ciencia. El ajuste
del tamafio y la forma de las NPs alteran sus propiedades y ofrecen enormes oportunidades
para descubrimientos sorprendentes. Las nanoparticulas han alcanzado volimenes de la
produccién anual de varios megatones métricos, la mayor parte de la produccién mundial a
escala industrial puede asignarse a TiO2, CaCOs, AlOx, FeOx ZnO, CNTs, SiO2 y Ag
(Barhoum, Rahier, Benelmekki, & Assche, 2018).

Las NPs son particulas solidas de tamafio nanométrico disefiadas a escala atdbmico o
molecular para formar propiedades fisicas novedosas o superiores que no son alcanzables por
los solidos convencionales a granel. Estas particulas nanométricas actan como una unidad
completa en relacion con las propiedades de otros materiales que tienen un rango o valor
critico por debajo del cual sus propiedades cambian drasticamente. Las particulas de diametro
inferior a 100 nm muestran propiedades que son diferentes a las de los sdlidos convencionales
(G. Sharma et al., 2019).

Las nanoparticulas mono metélicas (NPM), como su nombre lo indica, consisten en un solo
metal. El &tomo de metal constituido determina las propiedades de estas nanoparticulas mono
metalicas, dichas particulas son de diferentes tipos dependiendo del tipo de &tomo metalico
presente, tales como las nanoparticulas magnéticas, magnéticas y de transicién. Pueden
separarse por diferentes vias, su estructura puede ser estabilizada utilizando varios grupos
funcionales. En las Gltimas décadas han marcado el mayor interés en el campo de las
nanoparticulas metalicas debido a sus propiedades fisicas y quimicas mejoradas, por esta
razon se utilizan para una serie de aplicaciones, como en la electronica, dptica, catalisis
también se han utilizado como agentes antimicrobianos contra una serie de microrganismos
(G. Sharma et al., 2019).

Las nanoparticulas metéalicas como el cobre, la plata o el éxido de zinc son nanomateriales
utilizados para la preparacion de materiales multifuncionales debido a su alta especificidad
y propiedades funcionales. Las nanoparticulas de oro se han aplicado en terapia clinica y
diagnosticos, las de plata se han utilizado en la curacion de heridas debido a su actividad
antimicrobiana, las de selenio tienen excelentes propiedades bioldgicas, baja toxicidad, han
presentado un gran potencial para aplicaciones biotecnoldgicas y médicas, ya que pueden
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usarse para la terapia del cancer y tienen un rango de posibilidades en la dieta humana
(Jamroz et al., 2018).

Las nanoparticulas se pueden sintetizar usando dos técnicas: Top —down y bottom-up. En el
primero los materiales a granel se dividen en nanoparticulas, sin embargo, en el segundo las

nanoparticulas se combinan para formar el material a granel (G. Sharma et al., 2019).

Top-down: La industria mas exitosa que utiliza este enfoque es la electronica, involucran una
gama de tecnologias como deposicién quimica de vapor (CDV), deposicion fisica de vapor
(PVD), litografia con haz de electrones o litografia de rayos x y grabado quimico en plasma,
para generar estructuras funcionales a micro y nano escala (Subramani, Elhissi, Subbiah, &
Ahmed, 2019).

Bottom-up: Consiste en hacer nanoestructuras y dispositivos organizandolos en forma de
atomo a atomo. La microscopia de exploracion de tdneles se ha utilizado para construir
caracteristicas atdbmicas de tamafio nanomeétrico, como las letras escritas por IBM con 4&tomos

de xenon en niquel (Subramani et al., 2019).

Las nanoparticulas tienen un gran campo de aplicaciones que incluyen productos
farmacéuticos, cosméticos, materiales avanzados de electronica, magnética, optoelectrénica,
deteccion de energia. Su impacto es significativo en el area biomédica y radio terapia:
sistemas controlados de administracion de farmacos, sensibilizadores de vacunas, los
marcadores nanométricos permitiran la deteccion de cancer en la fase inicial cuando solo
existan escasas células cancerosas, marcaje de ADN e iméagenes bioldgicas (Cubova & Cuba,
2019).

2.9 La plata como material antimicrobiano

El uso de nanoparticulas inorganicas como agentes antimicrobianos ha sido ampliamente
explorado debido principalmente a su excelente estabilidad a altas presiones o temperaturas

requeridas para la fabricacion de empaques alimentarios (Rodriguez-Hernandez, 2017).

Las nanoparticulas de plata (AgNP’s) son sin duda alguna las nanoparticulas inorganicas mas

empleadas para el envasado antimicrobiano, las ventajas de su uso incluyen su baja
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volatilidad, alta temperatura y han demostrado un gran potencial como antimicrobianos y
antimicoticos contra numerosas cepas de microorganismos. Ademas las AgNP’s son muy
efectivos para penetrar biopeliculas y se ha demostrado que son menos susceptibles de
inducir resistencia en comparacion con otros antimicrobianos, por ejemplo la plata es
bastante eficaz contra ciertas cepas de bacterias resistentes que incluyen Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina, Enterococcus resistente a la vancomicina. Es de importancia
mencionar que la plata es un aditivo muy versatil que se ha introducido en diferentes plasticos
y textiles tanto para aplicaciones alimentarias como también en la industria de dispositivos

médicos (Duncan, 2011).

Los nanocompuestos de AgNP/polimero son materiales muy atractivos para su uso en
envasado de alimentos para preservar su vida Util, se basan en la liberacion controlada de
AgNPs de esta manera el envasado de los alimentos puede ser disefiado para permanecer
activo contra microorganismos durante largos periodos de tiempo. Se han descrito numerosos
nanocompuestos de AgNP/Polimero que muestran actividad antimicrobiana utilizando gran
variedad de polimeros: polimetilmetacrilato, alginato, elastomero de silicona poliuretanos,
polivinilpirrolidona, poliacrilamida, poliamida, alcohol polivinilico, polipropileno, celulosa,

Oxido de polietileno y quitosano (Rodriguez-Hernandez, 2017).

Las nanoparticulas de plata han atraido atencion en el sector de empaques alimentarios
debido a su efectivo poder antimicrobiano contra patégenos que afectan a los alimentos. La
incorporacion de AgNPs en el sistema de empacado de alimentos podria inhibir de manera
efectiva el crecimiento de microrganismos patégenos. Se han utilizado diversos métodos
fisicos y quimicos para la produccién de nanoparticulas de plata, de manera general los
métodos quimicos se han utilizado ampliamente para la preparacion de particulas metalicas
a nano escala, sin embargo, se han informado de algunos efectos toxicolégicos, después el
uso de productos quimicos que son peligrosos y actlan durante la sintesis como agentes
reductores. Por lo tanto, se han desarrollado varios métodos alternativos para sintetizar
AgNPs utilizando métodos bioldgicos ecoldgicos, biocompatibles y seguros provenientes de
sistemas biologicos como bacterias, hongos, levaduras, extractos de plantas y ciertos
componentes biologicos que también han sido catalogados como seguros para la produccién

de NPs a nivel extracelular e intracelular (Arfat, Ahmed, Hiremath, Auras, & Joseph, 2017).
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2.10 Mecanismo de la toxicidad de las nanoparticulas de plata en bacterias

Se han descrito diferentes mecanismos de accion antimicrobiana de las nanoparticulas de
plata Durdn y colaboradores (2010) destacaron la accion de los iones de plata y se
compararon con las nanoparticulas de plata, los datos sugieren que los iones de plata
reaccionan con los grupos tiol de proteinas, produciendo inactivacion bacteriana. Esta
conjetura menciona que umol L-1 de iones de plata perjudican la replicacion del ADN debido
al desacoplamiento del transporte de electrones desde la fosforilacion oxidativa, que inhibe

las enzimas de la cadena respiratoria o interfiere con la permeabilidad de la membrana.

Marambio-Jones & Hoek, (2010) realizaron una discusion sobre el posible mecanismo de
actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata, presentando tres posibles mecanismo
de toxicidad:

a) Captacidn de iones de palta seguidos por la interrupcion de la produccién de ATP y
replicacion del ADN

b) Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por nanoparticulas de plata y
iones de plata

c) Dafio directo a la membrana celular por las nanoparticulas de plata

Por otro lado Rai y colaboradores (2012), realizaron un importante andlisis retrospectivo del
papel de los iones de plata, la produccion de ROS y las modificaciones morfoldgicas después
de la accion de las nanoparticulas de plata sobre las células bacterianas, asi como los factores

que influyen en el efecto antibacteriano como se muestra en la figura 2.
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Membrana plasmatica

Nucleotido

. Pared cehlar

Ribosoma Capsula

Figura 2. Mecanismo propuesto para la accion antibacteriana de las nanoparticulas de plata.
1: atraccion electrostatica, 2: produccion de radicales libres, cambios de permeabilidad,
alteracion de la respiracion, pérdida de contenido intracelular, 3: modulacion de los perfiles
de fosfotirosina de las proteinas, que participan en la progresion del ciclo celular en la sintesis
de polisacaridos capsulares, 4: interaccion con grupos tiol: inhibicién de sintesis y funcion
de proteinas, 5: interaccion con moléculas que contienen fosforo (ADN) (Pereira de Abreu
etal., 2012).

El mecanismo de toxicidad de las nanoparticulas de plata en bacterias también fue discutido
ampliamente previamente (Li et al., 2008) mediante posibles mecanismos antibacterianos de

las nanoparticulas de plata. Este mecanismo se puede describir en tres pasos:

1.- Las nanoparticulas probablemente se adhieren a la superficie de las bacterias y, en

consecuencia, alteran las propiedades de la membrana

2.- Las nanoparticulas de plata dentro de la célula bacteriana pueden provocar dafios en el
ADN.

3.- La disolucion de las nanoparticulas de plata libera iones de plata antimicrobianos, que
pueden interactuar con las proteinas que contienen tiol en la pared celular y afectar sus
funciones. Esto es considerado como un importante mecanismo de la actividad

antimicrobiana de las nanoparticulas de plata.

Una revision realizada por Xiu y colaboradores (2012) declara que las nanoparticulas de plata
no ejercen significativamente directa toxicidad especifica de particulas en las bacterias, pero

puede servir como un portador para administrar mas eficazmente iones de plata al citoplasma
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y la membrana de las bacterias como se muestra en la figura 3. Esta funcion de las
nanoparticulas de plata podria deberse a una menor sensibilidad a la union y una
biodisponibilidad reducida con el ligando biol6gico, se presentaron muchas indicaciones de
esta afirmacion anterior, sin embargo, los autores no consideraron especificamente diferentes
cepas bacterianas o caracterizaron exhaustivamente las nanoparticulas de plata PEGiladas
anaerdbicamente. No es posible generalizar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas
de plata basandose en los resultados de una sola cepa de Escherichia coli diferentes bacterias

exhiben sensibilidad distinta en la funcion de la estructura de la pared celular.

> Agd
Lisis celular

pH=5.5

Ligandos naturales

Figura 3. Representacion esquematica de AgNPs, Ag* e interacciones celulares (Xiu et al.,
2012).

Las AgNPs pueden servir como un vehiculo para entregar Ag*! de manera mas efectiva. Ser
menos susceptibles a la union y reducir la biodisponibilidad por ligandos naturales comunes
al citoplasma y membrana de la bacteria, cuya fuerza motriz de protones disminuira el pH

local (tan bajo como 3) y mejorara la liberacion de Ag*?.
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Otro posible mecanismo involucra el gradiente de protones electroquimicos a traves de
procesos respiratorios en bacterias, que es la fuerza impulsora de la sintesis de ATP (Cao,
Liu, Meng, & Chu, 2011). Las nanoparticulas de plata pueden interrumpir la fuente de
energia para todas las reacciones que dependen de la energia, lo que conduce a la muerte
celular porque la sintesis de ATP permite la adhesion y proliferacion de las células. La forma
de las nanoparticulas es un factor importante para determinar la actividad antibacteriana,
Reidy y colaboradores (2013) resumieron las acciones antibacterianas de las nanoparticulas

de plata conocidas hasta el momento, como se muestra en la figura 4.

Interacciones con los

Darno a la membrana
protones locales de la

Muerte celular 1

cadena

Ag+ ROS 4

Agt
o D
Ag+ Agt \\.«"j L

2

3 Agh Agt ROS
Interacciones con
proteinas y ADN ot \

Ag+

Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo conocido de la accion antibacteriana
de las nanoparticulas de plata y la plata i6nica liberada. Los circulos grises indican NPs de
plata y Ag* implican la plata idnica liberada de las NPs (Reidy et al., 2013).

Para comprender si la accion antibacteriana de las nanoparticulas de plata depende
principalmente de la interaccion nanoparticula-célula (en la cual el tamafio de nanoparticula
es un parametro importante) o de las interacciones de los iones de plata, las nanoparticulas
de plata se inmovilizaron en una superficie funcionalizada con aminosilica, como se observa
en lafigura 5. Se encontré que la superficie bacteriana era extremadamente estable en medio
acuoso y no se observd una lixiviacion significativa de las nanoparticulas de plata. Los

resultados arrojaron que las nanoparticulas de plata inmovilizadas sobre el sustrato de vidrio
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mostraron una mejor desinfeccion, mucho mas que la de los sustratos que liberaban plata en
su forma idnica, aunque la cantidad de plata en solucion era mucho mayor que la de las
nanoparticulas de plata coloidal en suspensiones o en una placa de plata. El efecto
antibacteriano de las nanoparticulas de plata coloidal fue significativamente menor en
comparacion con las nanoparticulas de plata inmovilizadas, aunque ambas contenian un
namero similar de nanoparticulas de tamafio y morfologia. Por lo tanto se encontrd que las
nanoparticulas de plata son més efectivas contra Escherichia coli en comparacion con el ion
de plata (Agnihotri, Mukherji, & Mukherji, 2013).

1 Tratamiento con OH ol” cl”“ T" OH
Y acido sulfocromico '\ / »
—4"’ —’ ',":'
Superficie de vidrio 2 Estabilizaciondel  Introduccion a los
grupo silanol sitios de silanol
A 1 (AEAPTMS, Ar amm.)
2 Estabilizacion del grupo
— - amino
R ) % . .
NHE . NHY == NH, NH,
AT NH MM Al NH HN:
e e 2 Incubacion
m——e—e—ce—— o o 0
~° \ss/o \s|/°\ Suspensiénde < \|i/ \.fl»l/ ~N
: ! AgNP’s
O OH O D g o. 0 OH O g,
0
A 2Alubda ™ ~her 7l |{,_f\
_,:;" - - o

Superficie de vidrio Superficie de vidrio silanizado

inmovyilizada de AgNP

Figura 5. Representacion del procedimiento de silanizacion, seguido de la inmovilizacion de
AgNPs en la superficie de vidrio funcionalizada con amina. (A) Se generaron sitios
adicionales de silanil (Si-OH) mediante tratamiento con acido sulfocrémico y se estabilizaron
a 120°C por 1.5 h bajo atmosfera de Argén. (B) Los sustratos se trataron con soluciones de
3-2aminoetilaminopropil trimetoxisilano (2% AEAPTMS, 30 min). (C) La inmovilizacion
estuvo mediada por incubacion el sustrato de vidrio fue funcionalizado con amina en una
solucion de AgNPs (Agnihotri et al., 2013).
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Desde el exterior, la primera estructura encontrada por las nanoparticulas de plata es la
membrana externa, que estd compuesta por proteinas y lipidos. La plata puede interactuar
con las proteinas para formar complejos como donantes de electrones que contienen atomos
de oxigeno, fosforo, nitrégeno o azufre, la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de
plata puede ser blogueada por agentes que contiene tiol. Se sabe que varias proteinas de la
membrana bacteriana contienen azufre, por consecuencia la interaccion quimica entre la plata
y estas proteinas podria conducir a la inactivacion de las enzimas y proteinas unidas a la
membrana. Las bacterias responden al tratamiento con nanoparticulas de plata de una manera
similar a otras tensiones de membrana, expresan una serie de proteinas de la envoltura y
constituyentes periplasmicos, que son responsables es proteger contra la entrada de
sustancias extrafias o permitir la difusién pasiva de pequefias moléculas a través de la
membrana. Cuando la membrana no es completamente funcional, las proteinas que estan en
ella y los constituyentes periplasmicos se acumulan en el citoplasma y las nanoparticulas de
plata que atacan la membrana también pueden interferir con la cadena respiratoria y dificultar
la produccion de energia (Holt & Bard, 2005).

Los efectos de las nanoparticulas de plata en la membrana podrian ser resultado de
interacciones directas o indirectas, las nanoparticulas de plata se adhieren a la membrana de
la celula una vez que se han acumulado en la membrana causan anomalias estructurales
denominados “huecos” fragmentando de esta manera la membrana caracterizada por la
formacion de picaduras en la superficie celular. La desestabilizacion de la membrana se
observa en hongos, bacterias gram positivas y gram negativas en el tratamiento con
concentraciones sub mili molares de plata, dependiendo de la extension del dafio de la
membrana, las nanoparticulas pueden incluso alcanzar el citoplasma e interactuar con
proteina y enzimas gque contienen azufre y elementos que contienen fosforo, como el ADN.
Una vez en el citoplasma, las especies de plata pueden inducir la formacion de ROS
(Generacion de especies reactivas de oxigeno), el dafio a la membrana causado por las
nanoparticulas de plata es uno de sus efectos tdxicos mas pronunciados y es al menos
parcialmente responsable de la accion antimicrobiana (Chwalibog et al., 2010) (Radniecki,
Stankus, Neigh, Nason, & Semprini, 2011).
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2.11 Materiales utilizados en la sintesis de nanoparticulas

Los nanomateriales se fabrican por diferentes métodos fisicos y quimicos pero debido a los
altos requerimientos de energia, el complejo disefio instrumental, el elevado costo y el bajo
rendimiento son algunos de los problemas curiales con el enfoque fisico. La metodologia de
sintesis quimica es mas economica y proporcionar un rendimiento con una técnica
experimental sencilla, pero implica el uso de reactivos toxicos y volatiles que son muy

peligrosos y dafiinos para el medio ambiente (Singh et al., 2020).

2.12 Inorganicas

Para poder reducir el tamafio de las particulas en la molienda mecéanica se aplicaba alta
energia mecéanica al material en polvo a granel con ayuda de unas bolas giratorias a alta
velocidad. Las bolas pesadas de alta energia generan un movimiento libre sobre la superficie
de una camara que contiene el material en polvo a granel (Chung, Kim, Kim, Ji, & Seo,
2016). En el método de ablacién por laser se utiliza la irradiacion para reducir el tamafio de
las particulas a nivel nano. EI material objetivo sélido se coloca bajo una capa fina metélica,
posteriormente se expone a irradiacion laser pulsada, de esta manera se conduce a la
fragmentacion del material solido en forma de nanoparticulas (Dolgaev, Simakin, VVoronov,
Shafeev, & Bozon-Verduraz, 2002). EI método de pulverizacion de iones incluye la
vaporizacién de un soélido a través de la pulverizacion con un haz de iones de gas inerte a
presiones muy bajas, voltaje elevado (Vanecht et al., 2012). Deposicién fisica de vapor utiliza
lantano, estroncio y cobalto; emplea la ablacién por laser en el objetivo solido, lo que causa

formacion de plasma (Park, Chung, Kim, & Kim, 2017).

La sintesis de nanoparticulas a través del método sol-gel implica la mezcla de coloides
metalicos (6xidos) preformados, mezcla directa de mata y éxido metalico o nanoparticulas
dentro de un silice pre hidrolizado y un complejo del metal con la silicona y reduccion del
metal antes de la hidrolisis (Cushing, Kolesnichenko, & O'Connor, 2004). En el método de
reduccion quimica, se utiliza sal ionica la cual se reduce en un medio apropiado en presencia
de surfactante utilizando diferentes agentes reductores, como el borohidruro de sodio,

glucosa, etilenglicol, etanol, citrato de sodio, hidrato de hidracina.
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Método solvotérmico se utilizan productos quimicos organicos como el metanol, etanol y
poliol como disolventes para la pirolisis por pulverizacion se emplean precursores como el

acetato, nitrato y cloruro (Komarneni, 2003).

La sintesis de nanoparticulas metélicas ha aumentado enormemente en diferentes campos
como la ciencia de los materiales, la fisica, la quimica y la biomedicina. Aunque se han
desarrollado con éxito diversos métodos para sintesis se necesitan mas técnicas precisas para
superar los limitaciones de los métodos existentes, de esta manera generar una alternativa en
la que se reduzca la exposicién a solventes y la contaminacion al medio ambiente.
(Jamkhande, Ghule, Bamer, & Kalaskar, 2019).

2.13 Organicas

EL término “nanotecnologia verde” es capaz de transformar una serie de aplicaciones Y
procesos generales en rutas mas respetuosas con el medio ambiente utilizando
nanomateriales incorporando métodos de ahorro de recursos, energia y sustitucion de
sustancias toxicas. Existen varios sistemas y métodos para la sintesis verde de nanoparticulas,
se pueden realizar a partir de enzimas, vitaminas, métodos bioldgicos, plantas y fitoquimicos
(Ciambelli, La Guardia, & Vitale, 2019). Extracto de Opuntia ficus-indica para AuNPs
(Alvarez-Bayona, Cortez-Valadez, Martinez-Suérez, Cruz-Rivera, & Flores-Acosta, 2019),
Aloe vera e Hibiscus subdariffa (Bandeira, Giovanela, Roesch-Ely, Devine, & da Silva
Crespo, 2020), extracto de Eucalyptus spp (Chauhan, Kataria, & Garg, 2020) para la sintesis
de NPs de éxido de zinc, extracto de chile jalapefio para sintesis de AgNPs (Luna-Sanchez,
Jiménez-Pérez, et al., 2019), extracto de Bixa Orellana para NPs TiO> (Maurya, Singh,
Senapati, Srivastava, & Bahadur, 2019).

2.14 Sintesis verde

El campo de la nanociencia y la nanotecnologia esta creciendo de manera elevada por sus
aplicaciones en diversos campos. En los métodos antiguos, las nanoparticulas son
sintetizados y estabilizados por los agentes estabilizantes para evitar la agregacion. Hoy en
dia la sintesis verde se utiliza para sintetizar nanoparticulas en las que las biomoléculas
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pueden actuar a la vez como agentes reductores y estabilizantes, comdnmente se utilizan
extractos, microorganismos y enzimas para sintetizar nanoparticulas en quimica verde
(Muthuvinothini & Stella, 2019). Para superar las dificultades generadas por los métodos
convencionales es importante encontrar un método alternativo ecoldgico, sencillo y
econdémico para sintesis de NPs. Los microorganismos Yy las plantas son recursos biologicos
reproducibles no toxicos, seguros para el ser humano y el medio ambiente, asi mismo pueden
ser la alternativa mas apropiada para la sintesis a los métodos fisicos o quimicos.
Recientemente se ha informado de la existencia de hongos, bacterias y plantas como agentes

reductores en la biosintesis de nanoparticulas (Gomathi et al., 2020).

La nanotecnologia verde se refiere al uso de la nanotecnologia para mejorar la sostenibilidad
ambiental de los procesos con el fin de minimizar los costos y los riesgos ambientales
potenciales de las externalidades negativas producidas por la creacion de subproductos
ambientalmente dafiinos o nanoestructuras sintéticas. También se refiere al uso de los
productos de la nanotecnologia para mejorar la sostenibilidad, la nanotecnologia verde
representa un nuevo esfuerzo por parte de los investigadores para ampliar la capacidad de la
naturaleza para eliminar o disminuir los riesgos ambientales causados por el uso de
nanomateriales y para alentar el reemplazo de productos existentes con nuevos
nanoproductos que son mas respetuosos con el medio ambiente a lo largo de su vida dtil
(Nasrollahzadeh, Sajjadi, Sajadi, & Issaabadi, 2019).

La sintesis de NP con extractos de plantas se lleva a cabo de forma generalizada y se conocen
como métodos ecoldgicos, por lo regular se utiliza agua como disolvente ecolégico. Los
compuestos organicos (alcaloides, flavonoide, taninos, esteroides, glucosidos y bencenoides)
gue se encuentran en los extractos de plantas de origen natural se utilizan en estos métodos
ecoldgicos. Los extractos de plantas poseen propiedades bioldgicas intrinsecas:
antihiperglucémicas, antioxidantes, antimutagénicas, antimicoéticas, antiinflamatorias,
antivirales y antibacterianas) que pueden manifestarse en las actividades bioldgicas de la

solucion coloidal final que contiene nanoparticulas (Orlowski et al., 2018).

Aunque el uso de extractos de plantas en la sintesis de NP ofrece la posibilidad de preparar
nuevos bio conjugados, el problema que surge en este punto es la variacion de forma vy el

tamafo de las NPs sintetizadas. Los reactivos que si utilizan habitualmente en la sintesis
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verde son de origen natural, lo que significa que el extracto es una mezcla de muchos
compuestos activos en diferentes etapas de la sintesis lo que da lugar a coloides poli
dispersos, con una gran diversidad de formas. La purificacion de los extractos de plantas es
posible, pero complicada, costosa y a veces extremadamente dificil debido a la falta de
homologos sintéticos. La comparacion de los resultados cientificos obtenidos para los

coloides poli dispersos es un verdadero desafio (Ranoszek-Soliwoda et al., 2019).

2.14.1 Thuja Orientalis

Es un género de arbol conifero de hoja perenne en la familia de cipreses Cupressaceae y se
distribuye ampliamente en China, Japon y Corea (Zhang, Park, & Park, 2013). Sus hojas son
brotes planos, similares a un abanico aplanado, contienen aceites esenciales utilizados para
tratar hongos, infecciones, es Util como insecticida y un agente antihelmintico. El aceite o-
tujona derivado de las hojas es toxico, el cual puede causar la muerte. Asi mismo es utilizada
como planta medicinal para tratar enfermedades de la piel, sangre, tracto gastrointestinal,

rifidn, cerebro y tumores (Srivastava, Kumar, Singh, & Singh, 2012).

Figura 6. Planta de Thuja orientalis utilizada para la infusion, actiia como precursor para la

sintesis de AgNPs.
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2.14.1.1 Composicion

Las hojas de Thuja orientalis contienen rodoxantina, amentoflavona, hinokiflavona,
quercetina, miricetina, caroteno, xantofilas y 4cido ascorbico. Mientras que el aceite de planta
contiene a-pineno, a-cedrol, limoneno como principales componentes (Srivastava et al.,
2012).

2.14.1.2 Propiedades

Thuja se utiliza internamente en el tratamiento de la tos, hemorragias, menstruacion excesiva,
bronquitis, asma, infecciones cutaneas, paperas, disenteria bacteriana, dolores artriticos y la
insensatez prematura. Las hojas son antipiréticas, astringentes, diuréticas, emolientes,
expectorales. La semilla es lenitivo y sedante, se utiliza en el tratamiento de palpitaciones,
insomnio, trastornos nerviosos o estrefiimiento en adultos mayores. La corteza se utiliza en
el tratamiento de quemaduras, los tallos se utilizan en el tratamiento de la tos, el resfriado, el

reumatismo y enfermedades cutaneas parasitarias (Srivastava et al., 2012).

2.14.1.3 Aplicaciones

Las plantas y sus aceites son potencialmente Gtiles como fuente antimicrobiana, contiene
altas cantidades de tres sustancias (alfa, beta y gamma thujaplicin) que en baja concentracién
serviria como quelante para Salmonella typhimurium. Se ha comprobado que los aceites
esenciales de Thuja exhiben un cierto grado de actividad antifingica contra seis cepas de
hongos patdgenos para el ser humano, asi mismo se ha evaluado la actividad larvicida donde
el aceite de Thuja fue mas alto en comparacion con el aceite de tallo, fruto y semillas. De
igual manera se ha registrado una inhibicion de la 5a-reductasa los inhibidores se usan como
principio actico del tratamiento terapéutico de enfermedades causadas por la actividad
excesiva de dicha enzima la cual, promueve la calvicie masculina, hirsutismo, acné y cancer

de prostata (Srivastava et al., 2012).
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3 JUSTIFICACION

Actualmente ha crecido el interés en el desarrollo de formulaciones de peliculas para su
aplicacion en alimentos utilizando polimeros biodegradables naturales, debido a que los
plasticos sintéticos causan problemas ambientales y sociales. En este sentido la gelatina
debido a su bajo costo de produccion, biodegradabilidad y excelentes propiedades de formar
peliculas la han convertido en una opcion potencial como polimero natural para elaborar
peliculas. Lamentablemente, su naturaleza higroscépica limita sus aplicaciones en alimentos
con alto contenido de humedad (Liu, 2017). Los efectos de la introduccion de otros
componentes en las peliculas de gelatina han sido estudiados para superar las restricciones

en la aplicacion o bien para mejorar propiedades de esta proteina.

La Nanotecnologia tiene relevancia en diferentes areas de la agroalimentacion, incluida la
agricultura, acuicultura, produccion, procesamiento, envasado, seguridad y nutricion.
Aunque en la literatura cientifica existe incertidumbre sobre los aspectos de seguridad
alimentaria por el uso de nanomateriales debido a los posibles riesgos de la salud, los
resultados identifican oportunidades en las técnicas de agricultura, envases innovadores e
ingredientes funcionales. Esto se traduce en alimentos mas seguros, reduccion de residuos y
aumento en la vida atil de los productos. Por lo tanto, un marco regulador sélido se considera,
un medio importante para que los consumidores confien en la nanotecnologia y en el aumento
de su aceptacion, es vital proporcionar informacion clara y equilibrada para proporcionar
mayor control ya que se puede hacer una eleccion informada sobre los productos que estan
consumiendo (Handford et al., 2015).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata a partir de la infusion de Thuja orientalis

para ser incorporadas en peliculas a base de gelatina y evaluar su capacidad antimicrobiana.

4.2  Objetivos especificos

» Desarrollar el protocolo de sintesis de nanoparticulas de plata

» Caracterizar la infusion de Thuja orientalis en sus propiedades moleculares por medio
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier FT-IR

» Caracterizar las nanoparticulas de plata en sus propiedades moleculares con UV-
Visible

» Detectar la presencia y concentracion de plata por medio de absorcidn atomica

» ldentificar los grupos funcionales durante y al finalizar la sintesis de nanoparticulas
por FT-IR

» Determinar el tamafio por dispersion de luz dindmica (DLS) y el potencial zeta de las
NPs por dispersion de luz electroforética (DLE)

» Desarrollar el protocolo de elaboracion de peliculas a partir de gelatina con
nanoparticulas de plata

» Evaluar propiedades antimicrobianas de las peliculas por la técnica de difusion en
placa

» Analizar las propiedades térmicas como temperatura de fusion y entalpia a través de
calorimetria diferencial de barrido (DSC)

» Estudiar la composicion molecular de las diferentes formulaciones de peliculas a
través de FT-IR

» Determinar el color de las peliculas por la escala de CieLab
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5 HIPOTESIS

La sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) es posible mediante el uso de la Thuja

orientalis para obtener un efecto antimicrobiano al adicionarlas en peliculas de gelatina.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Recoleccion de la planta

Se recolectaron hojas frescas del campus de la Universidad Tecnoldgica de Tulancingo
(Tulancingo de Bravo, México). Los principales pardmetros a considerar para la recoleccion
son: hojas jovenes, color verde, sin evidencia de plagas o enfermedades. Las hojas se lavaron

con agua de grifo y después con agua destilada para eliminar la suciedad.

6.1.1 Obtencion del extracto

Se pesaron 1.5 g de hojas sin tallo y se colocaron en un matraz con 100 mL de agua
desionizada y se llevé a una temperatura de 80-85°C por 10 minutos, la boca del matraz se
tap6 con papel parafilm para evitar pérdida por evaporacion, una vez transcurrido el tiempo
la infusion se dejo enfriar por 10 minutos. La infusion se filtrd con ayuda de un papel filtro

y se almaceno en recipientes evitando la exposicion a la luz.

6.1.2 Sintesis de Nanoparticulas de plata (AgNPs)

La sintesis de NPs se desarrolld siguiendo la metodologia descrita por Herndndez y
colaboradores (Hernandez & Arenas, 2016) con algunas modificaciones. Se prepar6 una
solucién de AgNOsz a 20 ppm (20 pL) en 10 mL de agua desionizada. La sintesis se realiz6
con 100 mL del extracto de Thuja orientalis a una temperatura de 80°C con agitacién
constante agregando 2 mL de la solucion previamente preparada de AgNOs cada diez
minutos gota a gota, completando la sintesis dentro de los 60 minutos. Una vez terminada la

sintesis, la muestra se coloco en un frasco &mbar y en refrigeracion para su posterior analisis.

6.1.3 Espectroscopia UV-Vis

El analisis espectroscopico UV-Visible se efectu6 por la metodologia de Abdullah y

colaboradores (2020) con algunas modificaciones, en un espectrofotometro UV-Vis Perkin
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Elmer Lambada 45 y se evalud a una longitud de onda de 200 a 700 nm para cada muestra.
La energia absorbida por las moléculas se vera reflejada a través de plasmones de resonancia

superficial.

6.1.4 Absorcién Atdmica

Se detectd el elemento plata por el método de llama por absorcidén, con algunas
modificaciones (Ghasemi & Ramezani, 2019), con una ld&mpara de catodo hueco Ag Perkin
Elmer, Lumina. Tipo de llama: Aire/Acetileno, espectrometro Perkin Elmer Atomic A
Analyst 200, MA USA. Se prepararon estandares de Ag en una suspension de HNO3 al 2%
a concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ppm para realizar la curva de calibracion en el
espectrometro. Posteriormente se realizd la lectura de las muestras, la cuantificacion del

analito se representa en mg/L de plata.

6.1.5 Espectroscopia FTIR

Se llevé a cabo por la técnica descrita por Hernandez y colaboradores (Hernandez & Arenas,
2016). Los espectros se obtuvieron del equipo Frontier FTIR Perkin Elmer, MA USA
equipado con reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés). Se trabaj6 en un
intervalo de medicion de 400 a 4000 cm™ y temperatura ambiente.

6.1.6 Tamarfio de particula y Potencial zeta

El radio hidrodindmico y potencial zeta se determinaron por la técnica de Zambrano-
Zaragoza Yy colaboradores (2014) con algunas modificaciones. Las pruebas se realizaron por
triplicado utilizando un Zetasizer Nano Malvern S90 WR United Kingdom. EI dispersante

utilizado fue agua a 25°C. EIl equipo se calibré antes de iniciar la prueba
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6.2 Caracterizacion de las peliculas

Para la elaboracion de peliculas se utilizé gelatina Wilson PS malla 30 con 275°B, solucién
coloidal de nanoparticulas de plata (AgNPs) previamente sintetizadas, glicerol y agua

destilada.

6.2.1 Elaboracion de peliculas a base de gelatina con nanoparticulas de plata (AgNPs)

Se prepararon soluciones filmogénicas a partir de gelatina, AgNPs, glicerol y agua destilada
siguiendo las formulaciones de la tabla 1. Es importante sefialar que se diluyé primero el
glicerol con 20 mL de agua destilada, posteriormente se transfirio a un dispersor de la marca
POLYTRON® System (modelo PT2100) se adiciond el resto de agua destilada o de solucion
coloidal de AgNPs segln corresponda la formulacidn, la solucién filmogénica fue calentada
a 60°C y se adicion0 la gelatina lentamente homogenizando la solucion a 125 rpm durante

10 minutos.

Se tomaron 60 mL de cada solucidn filmogénica y se vertieron en cajas petri de 23 cm de
diametro, las cuales se colocaron en un horno de secado de control digital (Felisa) a una
temperatura de 25°C por 72 horas aproximadamente, las peliculas formadas fueron retiradas
del horno se almacenaron a temperatura ambiente en un espacio sin exposicion a la luz para

evitar la alteracion de las NPs.

Tabla 1 Formulaciones de las peliculas

Clave Agua destilada (mL) AgNP (mL) Gelatina (g) Glicerol (mL)

G180 0 180 4 2
G90 90 90 4 2
G45 135 45 4 2
G22 157.5 22.5 4 2

GO 180 0 4 2
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6.2.2 Acondicionamiento de las peliculas

Previo a los analisis de las peliculas, éstas se acondicionaron por 7 dias en un desecador
conteniendo P-Os transcurrido este tiempo se transfirieron a un contenedor que contenia una

solucion saturada de K.CO3 para mantener una humedad relativa (H.R) de 44% por 7 dias.

6.2.3 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La estabilidad térmica de las peliculas fue analizada por medio de un equipo DSC serie
Q2000 instrumentos TA equipado con un sistema de enfriamiento refrigerado RCS90 vy el
software de analisis universal TA2000. EI equipo fue calibrado previamente usando Indio
como metal estandar, las mediciones se efectuaron al mismo tiempo que las muestras se
purgaban constantemente con nitrégeno de alta pureza a un flujo de 50 mL/min. Las muestras
previamente acondicionadas (G180, G90, G45, G22 y G) fueron pesadas (1+0.3 mg) dentro
de charolas de aluminio (Instrumentos TA) selladas herméticamente y escaneadas en un
intervalo de 20°C a 200°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Como
referencia una charola de aluminio vacia y sellada herméticamente fue utilizada. Tanto el
valor de Tm como el de AH, fueron determinados por el software en base a los cambios

endotérmicos registrados en el termograma.

Figura 7. Equipo DSC serie Q2000 instrumentos TA.
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6.2.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Los espectros de absorcion por la técnica de FT-IR a partir de las muestras: G180, G90, G45,
G22 y G fueron obtenidos por el equipo Frontier FT-MIR (Perkin Elmer) equipado con
reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés). Se trabajo en un intervalo de
medicion de 400 a 4,000 cm™ y a temperatura ambiente. Se realizaron 3,260 lecturas de las

sefiales automaticas recolectadas a una resolucion de 1cm™ y digitalizadas con el software

._!:1

spectrum 10.

Figura 8. Espectrofotdmetro Perkin EImer Spectrum UATR Two.

6.2.5 Actividad antibacteriana

Para la actividad antibacteriana se utilizo la técnica de difusion en placa, se empled la cepa
Gram positiva (Staphylococcus aureus) y Gram negativa (Salmonella typhimurium) como
agentes patdgenos de prueba. Estos microorganismos se inocularon en caldo nutritivo, para

luego incubarlos a 37°C + 2°C durante 24 horas.

Los inoculos obtenidos se ajustaron con respecto al equivalente de McFarland que es de
1.5x108 ufc/ml, se tomd 0.1 mL de medio con esta concentracion de bacteria con el fin de
dispersar por estria masiva en cajas Petri de plastico 90 x 15 mm con agar Mueller-Hinton.

A continuacion, las diferentes formulaciones peliculas se cortaron en discos de 6 mm con
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una perforadora. Posteriormente los discos fueron colocados en las cajas ya rotuladas para
finalmente llevarlas a incubacion a 37°C+2°C por 24 horas. Es importante destacar que todos
los discos de las muestras fueron sometidos a luz UV durante 20 minutos para su
esterilizacion. El efecto inhibidor de determind midiendo las zonas de inhibicion de

crecimiento bacteriano alrededor de los discos.

6.2.6 Color

Se determind color en las peliculas en la escala CieLab por medio de un colorimetro marca
KONICA MINOLTA, modelo CR-400/410.

6.2.7 Anaélisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con andlisis de varianza (ANOVA). Comparacion
de medias por Tukey (p < 0.05), con una confidencialidad del 95%. El proceso de los datos

se realizo utilizando el software IBM SPSS Statistics v20.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas

En esta seccidn se presentan y discuten los resultados obtenidos en la sintesis de AgNPs con
Thuja orientalis. Los tratamientos se identifican de acuerdo al desarrollo de la sintesis de las
NPs con las siguientes claves: 0 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min y 50 min. En cada
tiempo se tomaron alicuotas de 10 mL para dar seguimiento a la formacion y caracterizacion
de las NPs.

7.1.1 Espectroscopia UV-Vis

En la figura 9 se observa un cambio de color en la infusion durante la sintesis de
nanoparticulas en funcion de la adicion de AgNOs de una solucion clara ligeramente verde a
un color ambar, color caracteristico de la formacion de AgNPs. Para corroborar dicha
formacion se realizd espectrofotometria UV-Vis de 300 a 700 nm. En la figura 10 se muestran
los espectros de absorcion UV-Vis de sintesis durante 50 minutos. Los espectros muestran
bandas en forma de campana a medida que la reaccion progresaba, se observé una absorcion
mayor en el tiempo de 50 minutos. Este fue el mejor tratamiento debido a que exhibi6 la
mayor absorcion a 424 nm aproximadamente. Este valor fue mayor que el encontrado por
Liang y colaboradores (2019) donde detectaron un plasmoén de resonancia superficial (PRS)
alrededor de los 397 nm. Esta diferencia podria atribuirse al empleo de otra metodologia en
este caso la reduccidon quimica, donde la glucosa actu6 como agente reductor y la
polivinilpirrolidona (PVP) como agente dispersor. Por la misma via de sintesis Kaur y
colaboradores (2018) obtuvieron un PRS en torno a los 400 nm el cual se podria asociar a la
formacion de AgNPs en presencia de diferentes agentes como el trisodio-citrato y la
polivinilpirrolidona ademas, las NPs fueron funcionalizadas con diferentes concentraciones
de antibiético (vancomicina). Rahman y colaboradores (2019) utilizaron la sintesis verde,
misma que se utilizo en la presente investigacion, pero usando la microalga Chlamydomonas
reinhardtii como reductor y AgNO3z como precursor, obteniendo un PRS a 425 nm como se
puede notar este resultado es muy similar al encontrado en este trabajo. Las bandas de
absorcion en forma de campana y a una longitud de onda maxima alrededor de 400 nm
podrian ser indicativas de la forma esférica de las NPs y también se podria asociar a la
reduccion de Ag*t a Ag® (Pedroza-Toscano et al., 2017).
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Figura 9. Diferencia de color en el extracto antes y después de la sintesis. a) Extracto de
Thuja orientalis b) Termino de la sintesis 50 min, color ambar.

Absorbancia (u.a)

'0.2 T T T
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 10. Espectros de absorcion UV-Visible de AgNPs, tomados en diferentes intervalos
de tiempo con respecto a la sintesis. Muestra el plasmén de resonancia superficial a 424 nm.
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7.1.2 Espectroscopia de Absorcion Atémica

En la figura 11 se muestra la concentracién de plata con respecto al tiempo de sintesis. Se
registraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos estudiados. En el
tiempo O min, se registré la mas baja concentracion de plata con un valor de 3.883+0.0037
mg/L. Por el contrario, la concentracion mas alta se obtuvo en el tratamiento de 50 min
reportando 15.698+0.312 mg/L. Esta Gltima concentracion resulté mayor que los encontrados
por Gruszka y colaboradores (2018) donde determinaron la concentracion de plata en NPs
con diferente tamafio, correspondiendo una concentracion de 14.5 pg/L con un tamafio de
NPs de 60 nm. Esta diferencia se puede atribuir a la influencia de los agentes estabilizadores
que utilizaron en su investigacion. Los resultados de la presente investigacion son similares
a los reportados por Sharmay colaboradores (2014) quienes sintetizaron AgNPs por via verde
empleando el extracto de Myristica fragrans (nutmeg). En su estudio, inicialmente se preparo
una solucion estandar de 5.5 p.p.m. de AgNOs posteriormente se afiadio el extracto y se
evalud la concentracion de iones Ag*! en la solucion de reaccidn, la cual fue monitoreada a
intervalos regulares. El tratamiento de 0 min registré una concentraciéon de 5.5 p.p.m. de
Ag*, no obstante, en el tratamiento de 12 min se report6 una concentracion de 0.06 p.p.m.
de Ag™ indicando la conversion de Ag*' a Ag’. Esta conversion se puede atribuir a las
entalpias de formacion, es decir, la ruptura de los enlaces quimicos de los elementos del
AgNOsy la formacién de nuevos enlaces para crear el ion de plata Ag® (Kirmanidou et al.,
2019).
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Figura 11. Espectroscopia por Absorcién Atdmica muestra el aumento de la concentracion
de plata con respecto al tiempo de adicion de AgNOs en la sintesis de NPs. Letras diferentes
muestran diferencias estadisticamente significativas con un 95% de confianza (p<0.05).
ANOVA de una sola via, comparacion de medias por Tukey.
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7.1.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de FTIR se han utilizado para identificar los grupos funcionales de los
componentes presentes en el extracto de Thuja orinetalis, los cuales se muestran en figura
12. Se observa una banda ancha a 3335 cm™ Luna-Sanchez y colaboradores (2019) refieren
que bandas comprendidas entre 3709-2803 cm™ podrian estar relacionadas con el
estiramiento simétrico de R—O—H, Lopez-Millan y colaboradores (2019) reportaron una
banda similar a esta investigacion en 2932 cm™ la cual podria asignarse a las vibraciones de
estiramiento de C-H, una banda a 2854 cm™ podria asociarse al estiramiento del OH (Devi,
Das, & Deka, 2017). En 2314 cm se detectd una banda que podria atribuirse al enlace O=C-
OH (Hernandez & Arenas, 2016). Rehab-Ali y colaboradores (2019) reportan bandas
similares en 1730 cm™ y 1450 cm™ que podrian asociarse a los enlaces C=0 y C—C=C,
respectivamente. Bandas entre 1459 cm™y 1641 cm™ han sido reportadas por (Dada et al.,
2019) las cuales probablemente se relacionan al enlace C=C, 1078 cm™ y 1023 cm™ podrian
asignarse al enlace C-OH y al modo flexion C-O-C respectivamente (Lépez-Milléan et al.,
2019). En la figura 13 se muestran los espectros con respecto al tiempo de sintesis de NPs,
bandas comprendidas entre 3709 a 2803 cm™ y se relacionan con el estiramiento simétrico
de R—O—H, bandas en la misma region podrian asociarse con aminas primarias o
secundarias (Luna-Sanchez, Pérez, et al., 2019). En comparacion con el espectro de la
infusion, se encontraron bandas con menor intensidad en 2305 cm™* que podrian ser atribuidas
al enlace O=C (Hernandez & Arenas, 2016). La banda comprendida a 2066 cm™ se podria
otorgar a la banda —CH- (Dada et al., 2019), 1633 cm™ podria ser correspondiente al
estiramiento de la amida C=0 (Malini et al., 2020), 1395 cm™ se detecta la posible presencia
de la amina aromatica —C-N- (V. Sharma et al., 2019) y una banda a 1058 cm™ podria
designarse al estiramiento del -C—OH (Devi, Das, & Deka, 2019).

41



0.04

Resultados y discusion

0.03

0.02 4

Absorbancia (u.a)

0.00 T

3335

1000 1500

2000 2500 3000

Numero de onda (cm™)

3500

4000

Figura 12. Espectro del extracto de Thuja orientalis muestra los grupos funcionales

caracteristicos de la planta.
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Figura 13. Espectros respecto al tiempo de sintesis, la diferencia que tiene cada tiempo

representa la intensidad de picos conforme avanza la sintesis.
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7.1.4 Tamafio de particula por Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La dispersion de luz dindmica se emplea para cuantificar la distribucién del tamafio de
particulas en suspension o en emulsiones coloidales a través del movimiento browniano
(Babick, 2020). Como se muestra en la figura 14, se registraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05). En el tratamiento 0 min, se registré un tamafio de particulas
de 259.81 nm, al finalizar la sintesis el tratamiento de 50 min obtuvo nanoparticulas de 86.82
nm mostrando una reduccion notable del tamafio. La linea punteada hace referencia al rango
“nano” considerando que los materiales que comprenden un tamafo de 1 a 100 nm son
denominados nanométricos (Richard Olawoyin, 2018). Varadavenkatesan y colaboradores
(2019) sintetizaron AgNPs por via verde utilizando extracto de Clitoria ternatea, reportando
un tamafio de 62.51 nm. Por la misma metodologia Ravichandran y colaboradores (2019)
sintetizaron AgNPs registrando un tamafio de 155.3 nm empleando el extracto de Parkia
speciosa. Adebayo-Tayo y colaboradores (2019) reportaron un valor mayor con respecto al
presente trabajo, NPs de 558.1 nm utilizando el alga verde-azul Oscillatoria sp. La variacion
del tamafio con respecto a la presente investigacion podria atribuirse a diversos factores tales
como, el agente reductor utilizado, el tiempo y temperatura de sintesis. Lo cual se refleja en
el tamafio final de las NPs. Previos estudios, estabilizaron AgNPs con colageno en
combinacién con polimeros naturales obteniendo tamafios que oscilan de 15.82 nm a 46.41
nm (Nogueira et al., 2019). El uso de estabilizadores pudo generar cambios en las
caracteristicas de las NPs evidenciando la disminucion de tamafio. Los primeros 4
tratamientos fueron deficientes debido a que el tamafio que presentan no se considera
nanométrico. Sin embargo, el tratamiento de 50 min fue eficiente en virtud de que durante el
desarrollo de la sintesis se logré la reduccion del tamafio de las NPs de tal manera que se

puede considerar “nano”.
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Figura 14. Tamafio de las NPs por DLS en funcién del tiempo de sintesis. Diferentes letras
representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p <0.05). ANOVA
de una sola via, comparacion de medias por Tukey.
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7.1.5 Potencial zeta por Dispersion de Luz Electroforética

El andlisis de potencial zeta de las AgNPs sintetizadas se muestra en la figura 15. El valor de
potencial zeta fue de -19.6 mV. Este valor fue menor que el encontrado por
Varadavenkatesan y colaboradores (2019) quienes reportaron un valor de -24.5 mV al
sintetizar AgNPs utilizando el extracto de Thunbergia grandiflora. En un estudio similar pero
empleando el extracto de Clitoria Ternatea, Vardavekatesan y colaboradores (2019)
obtuvieron un valor de -24.6 mV. Los resultados anteriormente mencionados y el de la
presente investigacion coinciden en que el potencial zeta presenta un valor negativo. Esto
podria atribuirse a la formacion de unas capas de biomoléculas presentes en los extractos
utilizados que recubre a las NPs. Asi mismo, las fuerzas de repulsion entre las particulas
cargadas negativamente podrian evitar la coalescencia o aglomeracion lo cual se refleja en
un aumento de la estabilidad de las NPs (Ajitha et al., 2015; Vinayagam, Varadavenkatesan,
& Selvaraj, 2018). En una investigacion previa al sintetizar AgNPs pero estabilizadas con
cisteina, se registro un valor de +44 mV a un pH de 4 y de -52 mV a un pH de 9. Asi mismo,
se detectd un incremento en el potencial zeta mejorando la estabilidad de las NPs (O¢wieja
& Morga, 2019). La estabilidad de las NPs fue mejorando en relacion al tiempo de sintesis
siendo el mejor tratamiento 50 min, exhibiendo una distribucion unimodal con respecto a los
demas tratamientos generando de esta manera una carga representativa que se ve reflejada al

retardar su coalescencia.
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Figura 15. Potencial zeta de las AgNPs a 25 °C. Se muestra Unicamente el grafico del
tratamiento de 50 min en virtud a la obtencion del tamafio nanométrico registrado
anteriormente en el apartado 7.1.4.
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7.2 Desempenio de las peliculas de gelatina adicionadas con AgNPs

En esta seccion se discuten los resultados provenientes de las peliculas de gelatina
adicionadas con las nanoparticulas de plata.

7.2.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en peliculas

La tabla 2 muestra las propiedades térmicas de las peliculas de gelatina adicionadas con
AgNP. Todas las muestras de las peliculas exhibieron una temperatura de transicion vitrea
(Tg) y una temperatura de fusion (Tm). La Tg es el inicio del movimiento segmentario en un
polimero que pasa de un material duro y vitreo a un material blando y gomoso, lo que esta
relacionado con la cristalizacion y la movilidad molecular (M. S. Rahman, 2006). El
tratamiento GO exhibi6 un valor de Tg de 73.91°C. Este valor es mayor que los reportados
por Theerawitayaart y colaboradores (2019) y que corresponde a 56.4°C. La Tg disminuyd
con el aumento del contenido de AgNPs alcanzando 63.83°C para el tratamiento G180,
resultados similares obtuvo Boughriba y colaboradores (2020), quienes mencionan que la
disminucion puede atribuirse a un estado de desorden entre moléculas de la gelatina o su
estructura en forma de red. Ademas, valores de Tg mas bajos estan relacionados con la
disminucion de los enlaces hidrdgeno inicialmente existentes en la pelicula G. La gelatina es
una mezcla heterogénea de polipéptidos de una o varias hebras, cada uno con conformaciones
helicoidales de prolina que pueden formar peliculas con estructuras similares al colageno
fisicamente reticuladas. Por lo tanto también se puede sugerir que esta estructura
desnaturalizada puede reducir las interacciones en altas concentraciones (Mendieta-Taboada,
Sobral, Carvalho, & Habitante, 2008). A partir de los 100°C, se puede detectar el inicio de
otro evento térmico donde se observa la Tm. Este comportamiento indica que no se produce
separacién de fases entre el plastificante y la gelatina y que todas las peliculas son
parcialmente cristalinas (Vanin, Sobral, Menegalli, Carvalho, & Habitante, 2005). Asi
mismo, se puede considerar que a partir de los 100°C se puede detectar otro evento térmico,
asociado a la pirolisis del glicerol utilizado como plastificante (Shankar, Wang, & Rhim,
2019).
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Considerando que la entalpia es la energia necesaria para desorganizar una estructura
molecular, los resultados obtenidos sugieren que conforme incrementaba la concentracién de
AgNPs, la entalpia iba en aumento, siendo el mejor tratamiento G180 debido a que presento
una mayor entalpia con un valor de 2.031 J/g. Previos estudios (Kanmani & Rhim, 2014b)
reportaron que la adicion de AgNPs a la pelicula de gelatina aumento la estabilidad térmica.
Esto podria atribuirse a que la plata metalica es mas estable al calor. Por lo tanto, se puede
deducir que el tratamiento G180 resultdé con una mejor organizacion estructural en

comparacion con los demas tratamientos.

Tabla 2 Temperatura de transicion vitrea y Temperatura de fusion de las peliculas de
gelatina.

Tratamientos  Tg (°C) AH (J/g) ™m AH (J/9)
GO 73.91 6.631 102.98 1.786
G22 73.68 6.587 102.87 1.921
G45 72.32 3.798 102.93 1.835
G90 67.24 1.954 103.14 1.368
G180 66.83 0.7614  103.22 2.031

49



Resultados y discusion

7.2.2 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FT-IR)

La figura 16 muestra los espectros de FT-IR de la pelicula de gelatina y las peliculas
adicionadas con AgNPs, todos los tratamientos mostraron un perfil espectral similar, en el
que se observaron los principales picos que incluian las bandas de la amida A, B, I, 11 y I1I.

En investigaciones previas se ha reportado que las bandas que se producen en el rango de
1600-1700 cm™ corresponden a la amida I, lo que significa que la vibracion de estiramiento
C=0 esté asociada a la flexién NH y estiramiento del enlace C-N Moula y Ali (2019) la
banda de la amida I de la presente investigacion se situd en el nimero de onda de 1636 cm™.
La vibracion de la amida Il puede localizarse alrededor de 1500-1600 cm™, la banda
detectada a 1545 cm™ podria indicar la frecuencia de las vibraciones de estiramiento de los
grupos carbonilo C=0 a lo largo del péptido (Kanmani & Rhim, 2014a). La amida 1l se situ6
en 1232 cm™ puede deberse a la combinacion de estiramiento C-N y deformacion N-H que
implica la complejidad de interacciones intermoleculares, asi mismo, la relacion de los
enlaces hidrogeno involucrados en el mantenimiento de la estructura nativa (A. M. M. Ali,
H. Kishimura, & S. Benjakul, 2018). La banda de la amida A fue localizada a 3297 cm™ esta
asociada con las vibraciones de tension del grupo NH y la banda de la amida B en 2954 cm~
! se podria asignar al estiramiento asimétrico del grupo CH, (Ledn-L6pez, Fuentes-Jiménez,
Hernandez-Fuentes, Campos-Montiel, & Aguirre-Alvarez, 2019). La banda en 1072 cm™ se
podria atribuir a las vibraciones de estiramiento de C-O y es caracteristico del glicerol
(Jamroz et al., 2018). Todos los espectros IR de las peliculas presentaron una diferencia, fue
la intensidad de los picos en relacion a la concentracion de NPs, a mayor contenido los picos
exhibian mayor intensidad y viceversa, los picos presentaron menor intensidad a menor
contenido de NPs. No se observaron nuevos picos, 1o que sugiere que no aparecio ninguna
formacion de enlace quimico entre la gelatina y las nanoparticulas. La incorporacion de las
NPs no cambia la estructura de la gelatina, sin embargo la relacién entre la gelatina y AgNPs
podria atribuirse a las interacciones con enlaces hidrogeno o van der Waals (Shankar et al.,

2019) esto se podria asociar con la intensidad de los picos de las diferentes formulaciones.
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Figura 16. Espectros de las diferentes formulaciones de las peliculas, muestra los grupos

caracteristicos de la gelatina.
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7.2.3 Actividad antimicrobiana en peliculas

Las propiedades antimicrobianas de las diferentes formulaciones de las peliculas con AgNPs
fueron evaluados contra Gram negativo (Salmonella typhimurium) y Gram positivo
(Staphylococcus aureus) para mostrar los halos de inhibicion y su efecto antimicrobiano.
Como se muestra en la figura 17a) ningun tratamiento de las peliculas presento6 inhibicién
frente a S. typhimurium. De acuerdo con Jamr6z y colaboradores (2019), las bacterias gram
positivas tienen una gruesa capa de peptidoglicano 20-80 nm que consiste en cadenas de
polisacaridos reticuladas por péptidos y que forman una matriz compleja. Esta estructura es
muy dificil de penetrar para las NPs. Por el contrario, las bacterias gram negativas tienen una
capa de péptidoglicanos de ~7-8 nm lo que facilita la entrada de las NPs. Sin embargo, en
esta investigacion se obtuvieron NPs de 86.82 nm lo cual dificulta la entrada o penetracion
de éstas hacia el interior de la bacteria. Con relacion a los efectos de las NPs sobre los
patdgenos, entre mas pequefio sea el tamafio de las AgNPs, pueden adherirse facilmente a la
superficie de la célula y con ello difundirse rapidamente a través de la membrana de los
microorganismos provocando su muerte (Hajji et al., 2017). Por otro lado, la evaluacion de
las peliculas frente a S. aureus si presentaron halos de inhibicidn tal y como se muestra en la
figura 17b). El tratamiento GO no presento inhibicion, con respecto a las formulaciones
restantes, a menor concentracién de NPs mayor halo de inhibicion fue observado. Los
tratamientos con mayor concentracién de AgNPs ejercieron menor efecto de inhibicién, esto
puede ser atribuido a que las AgNPs tienden a aglomerarse en la ausencia de algun agente
tensoactivo (Hajji et al., 2017). Los mecanismos de inhibicion de las NPs contra los
microorganismos podrian estar asociados con la liberacion de iones de plata que podrian
penetrar a través de huecos o perforaciones a la membrana bacteriana. Asi mismo, interactuar
con grupos disulfuro o sulfhidrilo que posiblemente se adhieren a la pared celular cargada
negativamente, lo que daria lugar a la interrupcién de los procesos metabdlicos o a la ruptura
de la pared celular bacteriana causando la muerte celular (Arfat et al., 2017). Con base en
estos resultados, se puede considerar que el mejor tratamiento fue el G22 debido a la
efectividad de las NPs ya que exhibié una menor concentracion de AgNPs pero con una
mayor actividad antimicrobiana. Estos resultados sugieren que a mayor concentracion de

NPs, estas se pueden ver afectadas debido a la aglomeracion de las mismas generando un
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incremento de tamafio. Asi mismo, dificultando la perforacion de la pared celular de los

microorganismos y por ende reduciendo la actividad antimicrobiana.

Figura 17. Efecto antimicrobiano de las peliculas contra a) Salmonella typhimurium con nulo
efecto antimicrobiano y b) Staphylococcus aureus exhibiendo halos de inhibicién.
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7.2.4 Color de las peliculas

La diferencia total de color de las peliculas se muestra en la Tabla 3. Conforme disminuyo la
concentracion de NPs, las coordenadas a* y b* decrecieron de igual manera, no obstante, el
parametro L* aumento significativamente (P < 0.05). Pathare y colaboradores (2013) refieren
que el parametro a* toma valores positivos para colores rojizos y valores negativos para los
verdosos, mientas que b* toma valores positivos para colores amarillentos y negativos para
los azules. L* es un valor aproximado de luminosidad, que es la adecuada segin a la que
cada color puede considerarse equivalente a un miembro de la escala de grises, entre el blanco
y el negro. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en la presente investigacion
donde la coordenada a* aumentd el valor de -0.206 a 1.223 mostrando tendencia hacia los
colores rojizos, conforme la concentracion de NPs aumentaba. Con respecto a la coordenada
b* los valores aumentaron de 1.883 a 17.1 exhibiendo una preferencia a los colores amarillos.
Resultados previos por Jamr6z y colaboradores (2019) coinciden en que el aumento de la
concentracion de las AgNPs en las peliculas de gelatina producen un aumento de color total,

aumento de luminosidad y disminucion de las coordenadas a* y b*.

En la figura 18 se muestran los cambios de color donde el tratamiento GO visualmente fue
transparente o translucido. Conforme se aumentaba la concentracion de AgNPs, las peliculas
presentaron un color amarillo, siendo el tratamiento G180 el que presentd un color méas

intenso cercano al color &mbar.
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Tabla 3. Determinacion de color en las peliculas en la escala CieLab. Diferentes letras
representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p<0.05). ANOVA

de una sola via, comparacion de medias por Tukey.

Tratamientos L* ax b*

G180 85.38+0.199° 1.223+ 0.015° 17.1+ 0.0512
G90 88.276+0.153" 0.144 QP 9.68+ 0.01°
G45 90.49+0° -0.666+ 0.011° 5.066+ 0.005°
G22 90.683+ 0.073¢ -0.613+ 0.005¢ 4.27+ ¢

GO 91.87+0.182¢ -0.206+ 0.011° 1.883+ 0.005°

Figura 18. Se muestra la diferencia de color en las diferentes formulaciones de las peliculas,
con respecto a la concentracion de AgNPs

55



Conclusiones

8 CONCLUSIONES

La infusidn de Thuja orientalis mostrd ser un agente reductor eficaz en la sintesis de AgNPs
en un tiempo de 50 minutos, evidenciando la formacion de materiales nanométricos y
representando una alternativa amigable con el medio ambiente. Las peliculas adicionadas
con NPs tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la bacteria Staphylococcus
aureus lo cual sugiere que pueden servir como un posible sustituto de los materiales de
empaquetado comercial, pero con caracteristicas adicionales. Al ser un material
biodegradable, reducen la contaminacion ambiental. Asi mismo, retardan el crecimiento de
microorganismos aumentando la vida util de los alimentos y pueden ser adaptadas a las

necesidades o caracteristicas en la industria alimentaria y biomédica.
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