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Resumen

La agricultura constituye una de las principales actividades econdmicas a nivel
nacional e internacional. Sin embargo, su productividad se ve comprometida por
la presencia de hongos fitopatdgenos capaces de causar enfermedades en
cultivos de importancia agricola (Peng et al., 2021). El uso intensivo y continuo
de fungicidas quimicos ha provocado efectos adversos en el medio ambiente y
favorecido la aparicion de resistencia fungica. En este contexto, la
nanotecnologia ofrece alternativas innovadoras para el desarrollo de
formulaciones sostenibles y de menor impacto ambiental (Kutawa et al., 2021).

En este estudio se sintetizaron nanoparticulas mesoporosas de SiO2 (NMS) y un
nanocompodsito de NMS-quitosano (NMS-QS). Ambos materiales fueron
caracterizados mediante microscopia electrénica de barrido, espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier y fisisorcién de N2. Se evalud y se comparoé
su capacidad de carga y liberacion in vitro, utilizando el acido galico como
compuesto antifungico natural modelo. Asimismo, la actividad antifungica in vitro
de las nanoformulaciones a base de SiOz, quitosano y acido galico se evalu6
mediante el método del alimento envenenado.

Los resultados indican que la combinacion de NMS con quitosano mejora la
eficiencia de carga y favorece una liberacién mas controlada de acido galico. En
este proyecto se evaluaron nanoformulaciones a base de SiO2, quitosano y acido
galico, las cuales mostraron actividad inhibidora frente a Alternaria alternata.
Estos hallazgos sugieren que el nanocompédsito de NMS-quitosano funciona
adecuadamente como un sistema de transporte de acido galico y que las
nanoformulaciones desarrolladas exhiben potencial para futuras evaluaciones
contra hongos fitopatdgenos.
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Abstract

Agriculture is one of the primary economic activities both nationally and globally.
However, its productivity is increasingly threatened by phytopathogenic fungi that
can cause a wide range of crop diseases. (Peng et al., 2021). The intensive and
continuous use of chemical fungicides has led to adverse environmental impacts
and contributed to the emergence of fungicide-resistant strains. In this context,
nanotechnology provides innovative alternatives for developing sustainable
formulations with reduced environmental impact (Kutawa et al., 2021).

In this study, mesoporous silica nanoparticles (MSN) and an MSN-chitosan
(MSN-QS) nanocomposite were synthesized. Both materials were characterized
by using scanning electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy
and Nz physisorption analysis. Their loading capacity and in vitro release
behavior were evaluated and compared, using gallic acid as a model natural
antifungal compound. Furthermore, the in vitro antifungal activity of the SiOz2,
chitosan and gallic acid-based nanoformulations was assessed using the
poisoned food method.

The results indicate that combining MSN with chitosan enhances loading
efficiency and promotes a more controlled release of gallic acid. In this project,
the SiO2, chitosan and gallic acid-based nanoformulations were evaluated,
showing inhibitory effects against Alternaria alternata. These findings suggest
that the MSN-chitosan nanocomposite works properly as a delivery system for
gallic acid, and the developed nanoformulations exhibit promising potential for
future evaluations against phytopathogenic fungi.



Capitulo 1: Generalidades

1.1. Introduccion

La agricultura es una actividad fundamental a nivel mundial, ya que a partir de
ella la poblacion humana obtiene productos de primera necesidad como lo son
frutas, verduras y otros cultivos. Durante el proceso productivo se generan
pérdidas significativas debido a la aparicion de plagas agricolas. Estos
organismos o0 agentes fitopatdbgenos pueden causar enfermedades en las
plantas, tales como el marchitamiento, el tizén, los mohos, etc., afectando su
calidad, rendimiento y valor comercial (Teran-Samaniego et al., 2025). Dentro de
los distintos tipos de plagas, los hongos fitopatdgenos representan una de las
mayores amenazas para la salud de los cultivos, causando entre el 70 al 80% de
las pérdidas (Atiq et al., 2020).

Para combatir los patdgenos fungicos se usan agroquimicos tradicionales como
primera estrategia de control, especificamente los fungicidas, estos son
compuestos quimicos usados para inhibir su crecimiento (Zubrod et al., 2019).
De acuerdo con datos del Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable y la Soberania Alimentaria (CEDRSSA), en las ultimas dos décadas
México aument6 su consumo de fungicidas y bactericidas en un 104%, y en el
afo 2018 el consumo total de plaguicidas fue de 53.1 mil de toneladas, donde el
54% correspondi6 a fungicidas y bactericidas, cifras que se estima que sigan en
aumento para los préximos afios (CEDRSSA, 2020). Aunque su eficacia ya esta
demostrada, su incorrecta manipulacién y su uso excesivo generan impactos
ambientales negativos como la contaminacion de agua, suelo y aire, asi como la
alteracion y pérdida de la biodiversidad al quedar residuos descontroladamente
libres en el medio ambiente (S. Kumar et al., 2019). Por ello, la busqueda de
alternativas sostenibles, seguras y eficientes se ha convertido en un tema de
gran interés para la ciencia y la industria agricola.

La nanotecnologia es un campo emergente y prometedor en la investigacion
interdisciplinaria, siendo aplicable en muchas areas, incluyendo la agricultura
(Gupta et al.,, 2023). La nanotecnologia se perfila como una alternativa
prometedora, ya que a través del uso de materiales nanoestructurados tiene
potencial para desarrollar estrategias innovadoras en el control de las
enfermedades de las plantas y mitigar el impacto ambiental. Dentro de los
nanomateriales, las nanoparticulas mesoporosas de SiO2 han despertado gran
interés debido a sus propiedades unicas, como su elevada area superficial
especifica y alto volumen de poro, asi como también por su estabilidad quimica
(Yousaf et al.,, 2023). Debido a estas cualidades, las nanoparticulas
mesoporosas de SiO2 han demostrado ser un gran candidato para la carga y
liberacion de compuestos bioactivos naturales de interés, como es el caso del
acido galico, el cual es un compuesto fendlico natural conocido por su actividad
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antimicrobiana y antifungica, pero que su uso se ve limitado por su baja
tolerancia a condiciones externas y a su rapida degradacion (Rahmawati et al.,
2024). De igual forma, dentro de los materiales de origen natural mas
prometedores y estudiados se encuentra el quitosano, un polisacarido derivado
de la quitina que destaca por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja
toxicidad, el cual ha sido usado para mejorar la liberacion controlada de otros
sistemas (Jiang et al., 2014), al usarse en conjunto con nanoparticulas
mesoporosas de SiO2 promete potenciar sus caracteristicas y mejorar el proceso
de liberacion de compuestos activos.

En este trabajo se presenta el disefio de una nanoformulacion hibrida de
nanoparticulas mesoporosas de SiO2, quitosano y acido galico, como potencial
alternativa contra hongos fitopatégenos. La finalidad es establecer las
condiciones Optimas para su preparacion, caracterizar sus propiedades
fisicoquimicas y asi comprender los factores que influyen en su eficacia
funcional. Esta investigacion busca sentar las bases para futuras evaluaciones
en la inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdégenos.

1.2. Justificacion

Para la ciencia y la industria agricola se ha vuelto una necesidad la busqueda de
alternativas eficaces, sostenibles y que reduzcan el impacto ambiental asociado
al uso intensivo de fungicidas convencionales. Por ello, resulta fundamental
explorar alternativas basadas en compuestos bioactivos de origen natural, como
el acido galico cuyo potencial antifungico ha sido documentado, sin embargo, su
aplicacion directa se ve limitada por factores como su baja estabilidad y rapida
degradacion, lo que vuelve necesario el disefio de sistemas de liberaciéon
controlada que optimicen su eficacia.

Con esta investigacion se busca seguir sumando conocimiento en el estudio y
aplicacién de la nanotecnologia en el area de las nanoformulaciones con
actividad antifungica, al sintetizar, caracterizar y evaluar la actividad antifungica
de una nanoformulacién basada en nanoparticulas mesoporosas de SiOz2,
quitosano y acido galico.

1.3. Hipétesis

Las nanoparticulas mesoporosas de SiO:2 sintetizadas presentan capacidad para
la carga y liberacién de acido galico, dichas propiedades se ven mejoradas por
la incorporacién de quitosano en un nanocompdsito. La nanoformulacion a base
de SiO2 mesoporoso, quitosano y acido galico obtenida exhibe actividad
antifungica frente a Alternaria alternata sugiriendo su potencial aplicacién en el
control de este hongo.



1.4. Objetivos

Objetivo General: Desarrollar una nanoformulacion a base de SiO2
mesoporoso, quitosano y acido galico, para evaluar su efecto in vitro en el hongo
Alternaria alternata mediante el método del alimento envenenado.

Objetivos Especificos:

i. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas mesoporosas de SiOz2.

ii. Sintetizar y caracterizar un nanocompdésito a base de nanoparticulas
mesoporosas de SiOz y quitosano.

iii. Evaluar la capacidad de carga y liberacion de acido galico por las
nanoparticulas mesoporosas de SiOz, al igual que del nanocompadsito.

iv. Evaluar la actividad antifungica in vitro de las nanoformulaciones a base
de nanoparticulas mesoporosas de SiO2, quitosano y acido galico,
mediante el método del alimento envenenado.



Capitulo 2: Marco tedrico

2.1. Nanotecnologia

En 1959, Richard Feynman en su conferencia “Hay mucho espacio en el fondo”
hablo por primera vez sobre la idea de manipular la materia desde su estructura
atémica, pero fue hasta 1974 que Norio Taniguchi popularizé el término
“Nanotecnologia” para referirse a la capacidad de mejorar los materiales a partir
de la escala nanométrica (Bayda et al., 2020).

El sufijo “nano” es usado para referirse a la milmillonésima parte de algo,
indicando un metro, un gramo o un segundo (Bayda et al., 2020). Para
visualizarlo de una mejor manera, se podria imaginar que la relacion que guarda
en “tamano” un nanémetro (nm) con un metro lineal, es similar a la que guarda
un baldén de futbol con el planeta Tierra (Martin Gago et al., 2009). Por su parte,
se define como tecnologia al conjunto de teorias y técnicas que se usan para el
aprovechamiento practico del conocimiento cientifico (X. Li, 2003). Por lo tanto,
la nanotecnologia se puede definir como el disefio, caracterizacion, produccion
y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas en la escala nanométrica
(1 x 1072 m) (Martin Gago et al., 2009).

2.1.1. Nanomateriales

Un material es una sustancia con alguna propiedad util, que es usado en alguna
aplicacion especifica. Tradicionalmente son clasificados por sus propiedades
fisicas y quimicas en metales, polimeros, ceramicos y semiconductores. Desde
el punto de vista estructural, son clasificados también como cristalinos y amorfos
(Callister & Rethwisch, 2018).

Un nanomaterial es aquel material en el cual sus componentes o estructuras
estan en la escala nanométrica, es decir, que por lo menos una de sus tres
dimensiones espaciales se encuentra en el rango de 1-100 nm (Cao, 2004). Los
nanomateriales pueden llegar a ser igual e incluso mas “pequefios” que algunos
virus, células y otros microorganismos (ver Figura 2.1). Dependiendo de sus
propiedades, cada nanomaterial puede ser aplicable en un amplio rango de
areas, como la medicina, las energias renovables, el cuidado ambiental, la
agricultura, entre otras (Baig et al., 2021). Esto hace de la nanotecnologia una
herramienta versatil para el desarrollo cientifico y tecnolégico.
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Figura 2.1 Comparativa de “tamarnos” en la escala nanométrica.

21.1.1. Clasificacion y caracteristicas de los nanomateriales

Al existir una gran variedad de nanomateriales, resulta necesario clasificarlos
para poder distinguir sus propiedades y caracteristicas. Asi como se observa en
la Figura 2.2, dependiendo de su dimensionalidad, los nanomateriales son
clasificados en:

e Nanomateriales 0D: no cuentan con ninguna dimension por encima del
rango nanomeétrico, es decir, que sus tres dimensiones espaciales son
igual o menores a 100 nm. Dentro de esta clasificacion podemos
encontrar a las nanoparticulas (Saleh, 2020).

e Nanomateriales 1D: estos cuentan con dos de sus tres dimensiones
dentro de la escala nanométrica, por ejemplo: los nanotubos, las
nanofibras o las nanovarillas (Saleh, 2020).

¢ Nanomateriales 2D: esta es la clasificacion en la cual los materiales tienen
solo una de sus tres dimensiones dentro de la escala nanométrica, por
ejemplo: el grafeno y las peliculas delgadas (Saleh, 2020).

También existen los nanomateriales de tipo 3D, que, si bien no cumplen con el
criterio original, ya que sus tres dimensiones sobrepasan los 100 nm, estos se
encuentran estructurados por bloques o elementos del tipo 0D, 1D o 2D. En esta
clasificacion pueden encontrarse materiales nanoestructurados
tridimensionales, como aerogeles, redes nanoporosas, ensambles de
nanoparticulas o nanocompaositos (Quiroga, 2019).

Tipos de nanomateriales
segun su dimensionalidad.

v
Y

.\\\\“ \K\\’\\i\ A x\s&\&%
2D

Figura 2.2 Clasificacion de los nanomateriales dependiendo de sus dimensiones espaciales.
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Cambiar de la escala macroscopica a la escala nanométrica conlleva a cambios
también en las propiedades fisicas y quimicas de los materiales, como la relacién
que existe entre la superficie y el volumen (Cao, 2004). A medida que las
dimensiones decrecen, la cantidad de atomos en la superficie aumenta
considerablemente en comparacion con los atomos en el interior, resultando en
una mayor area superficial y una mayor energia superficial (Cao, 2004). Esta
cualidad les confiere a los nanomateriales la capacidad de interactuar con mucha
mayor facilidad con otros atomos, moléculas o materiales.

2.2. Nanoparticulas mesoporosas de SiO:

Desde su descubrimiento en los anos 90, las nanoparticulas mesoporosas de
SiO2 (NMS) se han ido convirtiendo poco a poco en un nanomaterial bastante
popular con un amplio rango de aplicaciones en catalisis, como adsorbente o
como sistema de liberacion. En afos recientes han mostrado gran potencial
como herramienta para favorecer las propiedades de compuestos activos
naturales (Ghosh, 2018).

2.2.1. Diéxido de silicio, estructura y propiedades

La silice, o dioxido de silicio (SiO2) es un componente natural abundante en
rocas, suelos y arena. Este material ceramico se caracteriza por su alta rigidez y
dureza, su gran resistencia a temperaturas elevadas, asi como por su capacidad
de actuar como aislante térmico y eléctrico (Callister & Rethwisch, 2018). Lo que
hace llamativo su estudio para diversas aplicaciones tecnologicas.

Como puede observarse en la Figura 2.3, el SiO2 consta de una red
tridimensional en la que los atomos de oxigeno y silicio se encuentran unidos por
enlaces covalentes. Los atomos de oxigeno de las esquinas de cada tetraedro
se comparten con tetraedros adyacentes, lo que confiere estabilidad electrénica
y neutralidad eléctrica al material. En este arreglo, la relacion estequiométrica
entre silicio y oxigeno es de 1:2, como lo indica su formula quimica (Callister &
Rethwisch, 2018).

Figura 2.3 Representacion de la unidad tetraédrica SiO, en la red de SiO..



El SiO2 es quimica y térmicamente estable, puede encontrarse en formas
cristalinas y amorfa; entre sus polimorfos cristalinos destacan el cuarzo, la
cristobalita y la tridimita. Cuando los tetraedros de SiO2 se organizan de manera
ordenada, se genera una estructura cristalina. En contraste, en su estado
amorfo, la disposicion de los tetraedros es mas irregular y desordenada (Figura
2.4), lo que modifica propiedades como densidad, orden local, reactividad
superficial y comportamiento térmico (Callister & Rethwisch, 2018).

Atomo de silicio
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Figura 2.4 Representacion del arreglo atémico en el espacio del a) SiO; cristalino y b) SiO2 amorfo.

2.2.2. Caracteristicas de las nanoparticulas mesoporosas de
SiO;

En particular, las nanoparticulas se clasifican como nanoestructuras 0D, ya que
todas sus dimensiones fisicas se encuentran por debajo de los 100 nm. A esta
escala las particulas cuentan con una mayor cantidad de atomos en su
superficie, lo que les confiere una mayor reactividad quimica y facilita su
interaccion superficial. Las nanoparticulas de SiO2 se caracterizan por la
formacién de grupos siloxano (Si — 0 — Si) en su estructura quimica, al igual que
la abundancia de silanoles (Si — OH) en su superficie, los cuales les confieren
una carga superficial parcialmente negativa, lo que permite la inmovilizacién de
compuestos cargados positivamente a través de interacciones electrostaticas
(Morales et al., 2019). Estudios reportados indican que las nanoparticulas de
SiO2 amorfo presentan baja toxicidad en ratones por via oral, incluso a dosis
altas (1959 mg/kg/dia), lo que podria respaldar su manipulacion y uso seguro en
aplicaciones agricolas, sin implicar un riesgo significativo para la salud o el medio
ambiente (Williams et al., 2019).

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por
sus siglas en inglés), los materiales se pueden clasificar segun su porosidad en:
Microporosos, mesoporosos y macroporosos (ver Figura 2.5). En donde un
material mesoporoso es aquel cuyos poros tienen diametros de entre 2 y 50 nm
(International Union of Pure and Applied Chemistry, 1985).
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Figura 2.5 Clasificacion de los materiales segun el tamano de sus poros.

Las nanoparticulas mesoporosas de SiO2 son particulas inorganicas que
manifiestan un alto volumen de poro y una mayor area superficial (100-1000
m?/g) en comparacion con su contraparte no porosa (Paul et al., 2022). Dichas
caracteristicas las vuelven sistemas ideales para la adsorcion de compuestos
dentro de sus poros (Seljak et al., 2020). Gracias a su gran capacidad de carga
y liberacion controlada de compuestos bioactivos, las nanoparticulas
mesoporosas de SiO2 se han convertido en sistemas interesantes para su
aplicacion en la industria agricola (Chen et al., 2020).

2.2.3. Sintesis de nanoparticulas mesoporosas de SiO.: Método
de Stober modificado

Una de las estrategias para la obtencion de materiales con mesoporosidad
ordenada es mediante el uso de surfactantes como agentes directores de poro,
los cuales son compuestos que poseen regiones hidrofilicas e hidrofobicas que,
en un medio acuoso, forman agregados organizados capaces de dirigir el
crecimiento de material inorganico alrededor de ellos (Moritz & Geszke-Moritz,
2015). Durante una reaccién sol-gel, los precursores se condensan y forman una
matriz sdélida que, tras la eliminacion del surfactante, conserva un sistema de
canales o poros bien definidos (Qiao & Huo, 2017). Este principio es la base de
distintas metodologias para la sintesis de nanoparticulas mesoporosas de SiOz,
siendo las mas comunes las modificaciones al método de Stober.

En 1968, Werner Stober y sus colaboradores publicaron una nueva forma de
sintetizar coloides de SiO2 amorfo, con morfologia controlable (Stober et al.,
1968). El método se basa en un proceso sol-gel en el cual, a partir de un alcoxido
de silicio, y a través de mecanismos de hidrdlisis y condensacion, se forman
nanoestructuras esféricas de SiO2.



Entre los alcéxidos de silicio (Si(OR),), el mas comunmente usado como
precursor en el método de Stdber es el tetraetoxisilano (TEOS), el cual tiene
cuatro etilos (C,Hs) como grupos R (ver Figura 2.6).
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Figura 2.6 Férmula quimica del tetraetoxisilano.

Durante su hidrolisis, los grupos alcoxi (OR) son remplazados por iones 0H®)
provenientes de la base catalizadora usada, comunmente hidroxido de amonio
(NH,OH), lo que conlleva a la formacién de grupos silanoles (Si — OH). Proceso
que se da sucesivamente para todos los grupos OR restantes, como lo indica la
reaccion 1.

Si(OR), + OH®) — Si(0H)(OR); + OR®) (reaccién 1)

En el mecanismo de condensacion, los grupos silanoles formados se
desprotonan y forman entre ellos enlaces siloxanos (Si— 0 — Si), como se
describe en la reaccion 2.

(OR)3Si0~ + Si(OR), = (OR)3Si— 0 — Si(OR); + OR® (reaccioén 2)

Durante el proceso, ambas reacciones de hidrdlisis y condensacion compiten
entre ellas, por lo que el pH del medio juega un rol importante en el desarrollo de
estas. En condiciones basicas los mecanismos de condensacion suceden mas
rapido que los de hidrdlisis, por lo que particulas sélidas de SiO2 son finalmente
formadas (Issa & Luyt, 2019).

2.2.4. Antecedentes como sistemas de liberacién de pesticidas

Las nanoparticulas mesoporosas de SiO2 han tenido un amplio rango de
aplicaciones en la agricultura y el medio ambiente. Han sido evaluadas como
adsorbentes para remover contaminantes de medios acuosos, pero también han
sido estudiadas como sistemas para mejorar el transporte y la liberacion de
pesticidas (Surya et al., 2025).

Las investigaciones se han centrado en el uso de este nanomaterial para mejorar
y prolongar la liberaciéon de diferentes tipos de pesticidas, tanto quimicos como
naturales. Por ejemplo, Cui et al. (2023) probaron las capacidades de carga y

9



liberacion de diferentes tipos de NMS con diametros de particula, areas
superficiales y volumenes de poro variables. Se mostré una capacidad maxima
de carga del 44% para las NMS con diametro de particula promedio de 882 nm,
area superficial de 1114 m?/g y volumen de poro de 0.8 cm?®g. Ademas,
mostraron una liberacion in vitro controlada del 80-97% durante 250 horas, en el
estudio usaron Timol como ingrediente activo de origen natural. Recientemente
C.Lietal. (2024) reportaron la liberacion controlada del ingrediente activo natural
P-cimeno usando NMS con un diametro promedio de 150 nm, area superficial de
926 m?/g y volumen de poro de 1.7 cm?/g, las cuales mostraron un porcentaje de
carga del ingrediente activo del 9% y una liberacién in vitro gradual del 80%
durante 288 horas. En otro estudio, Zhu et al. (2018) sintetizaron NMS con un
diametro promedio de 258 nm y area superficial de 1356 m?/g, en donde
realizaron la carga del fungicida sintético Fenoxanil. Reportaron una eficiencia
de carga del 15%, y las pruebas in vitro mostraron una liberacién lenta y
sostenida de aproximadamente el 60% después de 100 horas. Por su parte,
Zhao et al. (2022) realizaron la sintesis de NMS con un diametro promedio de
80-120 nm y area superficial de 770 m?/g. En su estudio reportaron una eficiencia
de carga del 22% al usar el fungicida Tifluzamida, y una liberacion gradual del
81% durante una prueba in vitro de 40 horas. De igual forma, Yu et al. (2022)
realizaron un estudio en donde usaron NMS con diametro promedio de 125 nm,
area superficial de 1077 m?/g y volumen de poro de 0.6 cm®/g. Estas fueron
cargadas con Imidacloprid, lo que resulté en una eficiencia de carga del 43% y
una liberacién prolongada de casi el 100% durante 75 horas.

Existen también estudios sobre las NMS y su carga con compuestos fendlicos
naturales, por ejemplo, el acido galico. En una investigacion, Petrisor et al. (2022)
reportaron NMS con diametros de entre 200-400 nm, area superficial de 1179
m?/g y volumen de poro de 0.7 cm?3/g, las cuales tuvieron una eficiencia de carga
aproximada del 37%. Como resultado de las pruebas in vitro, la liberacion medida
fue superior al 80% durante 6 horas. Aunque en otro estudio, Fahmy et al. (2022)
sintetizaron NMS donde reportaron un diametro promedio de 84 nm, las cuales
mostraron una eficiencia de carga del 20% y una liberacion rapida y continua de
casi el 30% durante un estudio in vitro de 72 horas. En la Tabla 2.1 se encuentra
la informacion resumida de los antecedentes mas relevantes de las
nanoparticulas mesoporosas de SiO2 como sistemas de carga y liberacion de
pesticidas.

De acuerdo con su capacidad de carga y sus ventajas de liberacién prolongada,
la implementacion de NMS es una estrategia que promete disminuir las
cantidades de pesticidas usadas comunmente y reducir los efectos ambientales
negativos tras su aplicacion. Su capacidad para cargar y liberar ingredientes
activos de origen natural, como aquellos con propiedades antibacterianas y
antifungicas, es la base para desarrollar nuevas formulaciones, mas amigables
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con el ambiente y utiles para combatir organismos fitopatogenos (Surya et al.,

2025).

Tabla 2.1 Antecedentes de las NMS como sistemas de liberacion de pesticidas.

Ingrec.llente Caracteristicas de las Eficiencia Porcentaje

activo NMS. . i r .

de carga de liberacion Referencia.
(natural o 0 )

L %o. %.
quimico).

Didmetro Area Volumen
(nm) superficial de poro
(m?Ig) (cm’lg)

Timol (Cui et al.,
(natural) 882 1114 0.8 44 80-97 2023)
P-cimeno 150 | 926 | 1.7 9 80 (Li et al., 2024)
(natural)

Imidaclopird _ (Yu et al.,
(quimico) 125 1077 0.6 43 100 2022)
Fenoxanil (Zhu et al.,
(quimico) 258 1356 - 15 60 2018)

Tifluzamida (Zhao et al.,
(quimico) 80-120 770 - 22 81 2022)

Acido galico 200- (Petrisor et al.,

117 7 7 >
(natural) 400 9 0 3 80 2022)
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Acido galico (Fahmy et al.,
(natural) 2022)

2.3. Acido galico

El &cido galico (AG) es un acido fendlico presente en diversas fuentes vegetales,
como frutas, hojas, cortezas, semillas y algunas plantas medicinales. Tiene un
alto potencial de aplicacion, ya que exhibe una variedad de actividades
bioldgicas, entre las que destacan su actividad antioxidante, antimicrobiana y
antifungica (Petrisor et al., 2022). Lo que hace a este compuesto una alternativa
prometedora para evaluar sus efectos en el control de hongos fitopatdégenos.

2.3.1. ;Qué son los polifenoles?

Los polifenoles constituyen una familia amplia de metabolitos secundarios de
origen vegetal caracterizados por la presencia de uno o mas anillos aromaticos
con grupos hidroxilo fendélicos. Son definidos como: “los metabolitos secundarios
de las plantas derivados de rutas biosintéticas asociadas al shikimato y al
fenilpropanoide, que presentan por lo menos un anillo fendlico y carecen de
cualquier grupo funcional basado en nitrégeno en su expresiéon estructural mas
basica”, definicion propuesta por Quideau et al. (2011).

La gran diversidad de los polifenoles puede ser clasificada en base a su fuente
de origen, su distribucién natural, su funcion bioldgica y su estructura quimica.
De acuerdo con su estructura quimica (su clasificacion mas comun), los
polifenoles se dividen en flavonoides, estilbenos, lignanos, acidos fendlicos y
otros. Los acidos fendlicos se pueden subdividir en dos grupos: los acidos
cinamicos y los acidos benzoicos, estos ultimos poseen siete atomos de carbono
y son la clase de acidos fendlicos mas simples encontrados en la naturaleza,
dentro de esta clasificacidon se encuentra el acido galico, como se representa en
la Figura 2.7 (BelS¢ak-Cvitanovic et al., 2018).

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, por lo general, estan
involucradas en la defensa contra la radiacion ultravioleta (UV) o la agresion de
patogenos. Algunos estudios han demostrado que, ademas de actuar como
mecanismos protectores frente a factores bidticos y abioticos, también forman
parte de mecanismos que contribuyen al crecimiento y desarrollo normales de
las plantas (Noel et al., 2005).
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Figura 2.7 Clasificacion de los polifenoles segun su estructura quimica.

2.3.2. Estructura y propiedades del acido galico

También conocido como acido 3,4,5-trihidroxibenzoico, es un compuesto
comunmente comercializado como un polvo blanco cristalino. Su composicién
quimica es C4,H,(OH);COOH y tiene una masa molar de 170.12 g/mol en su forma
anhidra; si se emplea acido galico monohidratado, la masa molar debe ajustarse.
La molécula de acido galico presenta los siguientes grupos funcionales: a su
anillo de benceno estan enlazados tres grupos hidroxilo (fendlicos) y un grupo
de acido carboxilico (ver Figura 2.8). Es soluble en alcoholes y presenta
solubilidad limitada en agua, lo que puede condicionar su uso en formulaciones
acuosas (Rahmawati et al., 2024), representando una desventaja para sus
aplicaciones practicas.

O

H
© OH
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Figura 2.8 Estructura quimica del acido galico.

2.3.3. Antecedentes como agente antifungico

El acido galico ha sido ampliamente estudiado por sus actividades bioldgicas,
incluidas sus propiedades antimicrobianas y antifungicas (Carvalho et al., 2018).
En cuanto a los mecanismos de accién de los &cidos fendlicos, y
especificamente del acido galico, aun quedan muchas interrogantes. Se ha
postulado que su efecto antifungico esta basado en la inhibicidn enzimatica y la
produccion de estrés oxidativo, lo que provoca un ambiente desfavorable para el
crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatégenos (Montes-Belmont, 2009).
Ademas, se ha demostrado que los compuestos fendlicos inhiben las enzimas
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fungicas reaccionando con los grupos sulfhidrilos de los aminoacidos (Cowan,
1999), y que, muchos hongos fitopatdgenos secretan enzimas hidroliticas, las
cuales pueden ser inhibidas por los radicales libres de los fenoles que funcionan
como inhibidores no especificos (Schldsser, 1980). También se ha postulado que
el acido galico actua sobre la polifenoloxidasa de algunos hongos fitopatégenos
ocasionando la acumulacién de productos de oxidacién (Montes-Belmont, 2009).
A pesar de que aun no se ha postulado un mecanismo de accion especifico, la
actividad antifungica del acido galico esta comprobada y su estudio continua
siendo relevante.

Se han realizado diversos trabajos para estudiar los efectos del acido galico
sobre bacterias y hongos, principalmente enfocados en el area de la medicina,
pero también existen reportes de su actividad antifungica contra hongos
fitopatdgenos (Dembinska et al., 2025). Como es el caso del reciente trabajo
realizado por Zheng et al. (2024), en el que estudiaron la actividad antifungica in
vitro del acido galico contra Fusarium graminearum, un patdbgeno causante de
enfermedades en el trigo. En su estudio reportaron que, a los tres dias de haber
iniciado la inoculacién del hongo y a una concentracion del acido galico a 80
ppm, la inhibicion del crecimiento micelial era del 10%. Los resultados también
mostraron que tiene un efecto sobre la germinacion de esporas, reportando un
valor de aproximadamente 68% de inhibicion. Para este estudio se estimé que
la concentracién efectiva media (ECso), es decir, la concentracién requerida para
producir el 50% del efecto maximo medido (en ensayos antifungicos suele
referirse a la concentracion que inhibe en 50% el crecimiento micelial) era de
EC50=10.62 mg/mL.

En otro trabajo, EI-Nagar et al. (2020) investigaron las propiedades antifungicas
in vitro contra Alternaria solani, causante de enfermedades en cultivos de tomate.
Los resultados mostraron que, después de 7 dias de inoculacion y a una
concentracion de 100 ppm, el acido galico mostraba aproximadamente 82% de
inhibicion en el crecimiento micelial, respuesta que, segun su estudio, es
comparable a la producida por el antifungico quimico Difenoconazol. La ICso
calculada fue de 48.81 ppm, es decir, la concentracion necesaria para inhibir el
crecimiento micelial en 50% bajo las condiciones del ensayo. De manera similar,
Nguyen et al. (2013) estudiaron la actividad antifungica del acido galico frente a
Fusarium solani. Las pruebas in vitro se realizaron a diferentes concentraciones
de acido galico: 100, 500 y 1000 ppm. Tres dias después de la inoculacion, los
porcentajes de inhibicion micelial reportados fueron del 33%, 75% y 81%,
respectivamente. En la Tabla 2.2 se presenta la informacién resumida de los
antecedentes mas relevantes del acido galico como compuesto antifungico.

La consistencia de estos resultados en distintos estudios evidencia que el acido
galico posee un notable potencial como agente antifungico, con efectos
inhibidores frente a diversos hongos fitopatégenos aumentando nuestro interés
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de explorar su incorporacion en sistemas nanoestructurados y continuar
evaluando su efecto sobre hongos fitopatégenos.

Tabla 2.2 Antecedentes de la actividad antifungica del acido galico frente a hongos
fitopatogenos.

Hondo Prueba Concentracién
. ’g oo . de acido galico Resultado. Referencia.
fitopatégeno. antifungica. -
utilizada.
Inhibicion del
crecimiento 10%
Fusarium micelial 80 pom (Zheng et al.,
graminearum | Inhibicion de la PP 2024)
germinacién de 68%
esporas
Inhibicién del
Alternaria solani crecimiento 100 ppm 82% (EI-Ngg;(r))e tal,
micelial
100 ppm 33%
Inhibicién del (Nguyen et al
Fusarium solani crecimiento 500 ppm 75% 9 2>(/) 13b) v
micelial
1000 ppm 81%

2.4. Quitosano
2.4.1. Origen

El descubrimiento del quitosano se hizo en 1859 por Charles Rouget, desde
entonces ha generado gran interés sobre sus posibles aplicaciones en diversas
areas debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades
antimicrobianas. El quitosano es un derivado de la quitina, la cual es un
polisacarido naturalmente encontrado en los esqueletos de crustaceos y
moluscos, en la cuticula de insectos y en las paredes celulares de diversos
hongos. La quitina consta de una cadena lineal de unidades de N-acetil-D-
glucosamina (B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-d-glucopiranosa), en donde los
grupos amino se encuentran mayoritariamente acetilados (Jiang et al., 2014).
Por su parte, el quitosano existe como un copolimero de unidades N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina (B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-d-glucopiranosa)
distribuidas de forma aleatoria a través de la cadena biopolimérica (Elieh-Ali-
Komi et al., 2016). El grado de desacetilacién corresponde al porcentaje de
unidades desacetiladas, es decir, unidades de D-glucosamina, respecto al total
de unidades del polimero de quitosano (Jiang et al., 2014).
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2.4.2. Estructura y propiedades

Como se presenta en la Figura 2.9, la estructura quimica del quitosano se basa
en cadenas lineales de unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina
unidas por enlaces glucosidicos B — (1 —>4), en donde las unidades
desacetiladas presentan grupos amino (—NH,), mientras que las acetiladas
contienen grupos acetamido (—C,H;NO), y dos grupos hidroxilo (—OH), los
cuales le confieren alta reactividad quimica (Garcia, 2018). Cuenta con un
pKa=6.3, por lo tanto, presenta solubilidad en soluciones acidas diluidas (pH<6),
la cual también aumenta a medida que el peso molecular disminuye. (Abourehab
et al., 2022). En estas condiciones (acidas) los grupos amino del quitosano se
encuentran en su forma protonada (—NHj), lo que le confiere una carga
superficial positiva neta, mediante la cual se pueden favorecer las interacciones
electrostaticas con moléculas o compuestos cargados negativamente (Wu et al.,
2021a). Su naturaleza catidnica y sus abundantes grupos amino e hidroxilos
funcionales hacen al quitosano un excelente candidato como biomaterial para
transportar moléculas a través de medios fisicos y quimicos (Agnihotri et al.,
2004).
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Figura 2.9 Estructura quimica de a) la quitina y b) el quitosano.

Una de las propiedades estructurales mas importantes del quitosano que afectan
sus propiedades es su peso molecular. El quitosano se puede clasificar como de
bajo peso molecular (<100 kDa), medio peso molecular (100-1000 kDa) y alto
peso molecular (>1000 kDa), esta caracteristica depende del tamafio de sus
cadenas poliméricas, e influye en su viscosidad, la cual tiende a aumentar con el
peso molecular, aunque también depende de la concentracién, pH, temperatura
y medio de disolucion (Aranaz et al., 2021).

El quitosano posee propiedades de gran interés, como su actividad
antimicrobiana. Las interacciones electrostaticas entre los grupos funcionales del
quitosano y los grupos carboxilos (-COOH) presentes en la superficie de diversas
bacterias, alteran su permeabilidad celular e interfieren con sus procesos
fisiologicos (Ardean et al., 2021). También se ha reportado que posee actividad
antifungica, donde destaca su capacidad de inhibicién en el crecimiento micelial
y la germinacién de esporas de algunos hongos fitopatégenos (Poznanski et al.,
2023). Una hipotesis de los mecanismos de accién del quitosano contra hongos

16



asume que los grupos amino interactuan con componentes extracelulares de la
pared y la membrana celular de los hongos, mediante interacciones
electrostaticas. Esto provoca formacién de poros y la salida de contenido
intracelular (Ca*, K* y proteinas) lo que ocasiona inestabilidad y muerte celular
(Garcia-Rincén et al., 2010; Niurka Hernandez-Lauzardo et al., 2020; Palma-
Guerrero et al., 2009).

El quitosano se caracteriza por ser un material biodegradable y biocompatible, la
primera caracteristica se refiere a la capacidad de un biomaterial de ser
degradado por enzimas u otras reacciones biologicas, y no generar residuos
secundarios toxicos para el medio ambiente, en este caso el quitosano se
descompone en sus unidades de D-glucosamina (Jiang et al., 2014). Para la
segunda caracteristica, se define como la capacidad de un biomaterial para
interactuar adecuadamente con los organismos bioldgicos sin alterar su
funcionalidad. El quitosano es un biomaterial que sirve como fuente de nutrientes
de carbono, oxigeno, nitrégeno y fosforo disponibles para las plantas, por ser
biocompatible, no tiene efectos tdxicos en el suelo ni en los cultivos (Nandini et
al., 2025).

Estas propiedades en conjunto hacen del quitosano un material prometedor tanto
para el desarrollo de nuevos sistemas antifungicos, como para su uso en la
mejora de los ya existentes.

2.4.3. Antecedentes de su uso en conjunto con nanoparticulas
mesoporosas de SiO:

El quitosano se ha consolidado como uno de los biopolimeros mas utilizados
para modificar la superficie de diversos nanomateriales, entre ellos, las NMS. De
acuerdo con sus propiedades, el quitosano ha demostrado ser una estrategia
efectiva para potenciar la liberacién controlada y prolongada de compuestos
bioactivos, lo que ha impulsado numerosos estudios orientados a optimizar sus
caracteristicas y evaluar su desempefio en aplicaciones farmacéuticas,
biomédicas y agricolas.

Wu et al. (2021) desarrollaron NMS recubiertas con quitosano para evaluar su
potencial como transportador de farmacos orales. Las nanoparticulas recubiertas
con quitosano mostraron una eficiencia de carga del 25%, estas mismas
mostraron un patron de liberacion lento y controlado. Adicionalmente, reportaron
que la adicion del quitosano podria mejorar la estabilidad estructural de los
farmacos, y en consecuencia su eficiencia de accién. En otro trabajo, Lv et al.
(2016) desarrollaron un nanotransportador a base de NMS y quitosano para la
liberacion dirigida de un complejo de rutenio. El nanotransportador mostroé una
capacidad de carga del 26% y una liberacion dependiente del pH del medio,
exhibiendo mayores porcentajes de liberacion en valores de pH mas acidos.
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En el area de la agricultura, también se ha evaluado la eficiencia de complejos
de NMS y quitosano para el transporte de pesticidas. En un reciente estudio, Xu
et al. (2023) desarrollaron un nanosistema de NMS con quitosano para
transportar el fungicida tebuconazol. Los resultados mostraron una alta
capacidad de carga (25%), y el quitosano mostro la capacidad de extender el
tiempo de liberacion, previniendo la liberacion prematura del tebuconazol. Por su
parte, Cao et al. (2016) sintetizaron NMS y les aplicaron un recubrimiento
superficial de quitosano, sus resultados resaltaron que la adicion de quitosano
aumentaba considerablemente la eficiencia de carga (40%) en comparacion con
la propia de las NMS (26%), esto al usar piraclostrobina como fungicida modelo.
Ademas, sus nanoparticulas recubiertas mostraron una liberacion rapida inicial,
seguida de un comportamiento de liberacidn sostenida en el tiempo.

En conjunto, los estudios revisados coinciden en que el uso en conjunto de NMS
con quitosano no solo incrementa la afinidad de la matriz por los compuestos
activos, elevando asi la eficiencia de carga, sino que también introduce una
barrera polimérica que modula de manera efectiva la cinética de liberacién. Los
antecedentes expuestos respaldan soélidamente la pertinencia del presente
trabajo, en el cual se propone aprovechar dichas propiedades del quitosano para
mejorar las capacidades la carga y liberacion de agentes antifungicos mediante
Su uso en conjunto con nanoparticulas mesoporosas de SiOx2.
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Capitulo 3: Métodologia de sintesis y
caracterizacion

3.1. Sintesis de nanoparticulas mesoporosas de SiO2

Para la sintesis de las NMS se utilizé el método de Stéber modificado, tomando
como referencia la metodologia descrita por Espinoza Silva (2015).

3.1.1. Materiales y reactivos

Los reactivos wusados fueron: tetraetoxisilano (TEOS), bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB); e hidroxido de amonio (NH,OH) a una concentracion
de 28.0-30.0% p/p, de grado analitico obtenidos de Sigma-Aldrich, y agua
destilada.

3.1.2. Desarrollo experimental

Inicialmente, se disolvieron 0.6414 g de CTAB en 400 mL de agua destilada para
lograr una solucién a una concentracion de 4.4 mM, se mantuvo una hora en
agitacion magnética a temperatura ambiente hasta su completa disolucién.
Posteriormente, a la solucion se afadieron 16 mL de NH,OH y se mantuvo en
agitacion durante 5 minutos adicionales. A continuacion, se subio la temperatura
de la solucion, al alcanzar los 70°C se comenz6 a agregar mediante goteo (a una
velocidad de 1 gota/segundo) 17.14 mL del precursor de silicio (TEOS), cuando
la solucion alcanzé una temperatura de 90 °C se comenzd a cronometrar el
tiempo de la reaccion (3 horas), la solucién se mantuvo en agitacion magnética
a 700 rpm. Una vez terminado el tiempo de la reaccién, la solucion coloidal
obtenida se centrifugd a 12,000 rpm (22,095 x g) durante 15 minutos, seguida de
tres lavados con una solucion 1:1 de etanol y agua destilada, esto para recuperar
la fase sodlida sintetizada. El producto se secé en estufa a 90 °C durante 12 horas.
Ya obtenido el sélido seco, se pulverizé con mortero y posteriormente, para
eliminar restos de CTAB se sometid a un proceso de calcinacion utilizando una
mufla TE-M20AC a 500 °C durante 4 horas en atmésfera inerte, se utilizé una
rampa de calentamiento de 2°C/minuto. Constituyendo este el ultimo paso y
obteniendo asi 3.5510 g de NMS, y obteniendo un rendimiento global de la
sintesis del 77%. La metodologia descrita se representa en la Figura 3.1.
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17.14mL TEOS
(1 gota/segundo)

400 mL H:0 + 0.6414 g CTAB
+16 mL NH:OH. 3 lavados EYOH-H, 0.

12000 rpm, 15 min.
+

0

NMS. '
500°C, 4 horas. 90°C, 12 horas.

Figura 3.1 Esquema representativo de la metodologia de las NMS.

3.2. Sintesis del nanocompdsito de SiO2-quitosano

La sintesis del nanocompdsito (NMS-QS, donde QS corresponde a quitosano)
se realizd siguiendo la metodologia propuesta por O’Keefe et al. (2024), con
algunas modificaciones.

3.2.1. Materiales y reactivos

Para la sintesis se usaron las NMS sintetizadas previamente, también se utilizo:
quitosano de bajo peso molecular (50,000-190,000 Da; 20-300 cP: 75-85%
desacetilado); trifosfato de sodio pentabasico (TPP) y acido acético (CH3CO2zH,
60.05 g/mol, pureza 299.7%), obtenidos de Sigma-Aldrich.

3.2.2. Desarrollo experimental

Inicialmente se disolvieron 100 mg de quitosano en 20 mL de una solucién de
acido acético al 1% v/v. Una vez disuelto completamente, se obtuvo una solucién
de quitosano al 0.5% p/v, la cual se ajusté a pH 5 usando 20 gotas de una
solucion de NaOH 10 M. A continuacion, se agregaron 400 mg de las NMS
sintetizadas a la solucién de quitosano, se llevd a sonicar durante 20 minutos
para asegurar la correcta dispersion de las NMS. La solucién se dejo en agitacion
magnética a 700 rpm, durante 24 horas y a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, mediante goteo se agregaron 10 mL de una solucion de TPP (2.5
mg/mL), esto para lograr el entrecruzamiento polimérico, se mantuvo en
agitacion durante una hora mas. Al terminar este tiempo, la solucién final se
centrifugé a 6800 rpm durante 20 minutos, con posteriores dos lavados con agua
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destilada. El material obtenido se seco en estufa a 70 °C durante 24 horas y
finalmente se pulverizé con mortero. La metodologia descrita se representa en
la Figura 3.2.

10 mL TPP

/ (2.5 mg/mL})

20mL 400 mg NMS
quitosano 0.5% p/v 700 rpm, 24 hrs. 700 rpm, 1 hr.
pH 5
|
:‘.. :l‘ill. [—
4 :
[ — N — I
'. ¥ .'I'}
L -
b = —
o 1 e —
NMS-0S 70°C, 24 hrs. 6800 rpm, 20 min.

2 lavados H:0

Figura 3.2 Esquema representativo de la metodologia de sintesis del NMS-QS.

3.3. Caracterizacion

La caracterizacion en general son técnicas y procedimientos que permiten
determinar las caracteristicas y propiedades de un material, y a partir de esa
informacion corroborar si el material sintetizado fue el esperado, si la ruta de
sintesis fue la adecuada y si este material cuenta con las caracteristicas viables
para una aplicacion en especifico. Existen diferentes técnicas de caracterizacion
que pueden ser aplicadas a los nanomateriales, a través de las cuales se pueden
conocer sus propiedades quimicas y fisicas (Myhra & C. Riviere, 2013).

3.3.1. Difraccion de rayos X

La difraccidén de rayos X (XRD por sus siglas en inglés) es una técnica usada
para conocer las distancias atomicas interplanares y las estructuras cristalinas
de los materiales (Kumar Sharma, 2018). Al hacer incidir un haz de rayos X sobre
un material solido, una parte de este haz es difractado en todas las direcciones
por los electrones asociados a cada atomo o ion que se encuentre dentro de la
trayectoria del haz. Con la Ley de Bragg (n41 = 2dsenf) se relaciona la longitud
de onda (1) de rayos Xy el espacio interatomico, con el angulo del haz difractado.
El 26 es el angulo de difraccion, el cual es medido experimentalmente (Callister
& Rethwisch, 2018).
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Para conocer la estructura de las NMS sintetizadas se us6 un difractdmetro XRD
Smartlab de la marca RIGAKU que emplea un tubo de Cu (A=0.154184 nm), un
detector de alta velocidad “D/teX Ultra” y un filtro para rayos CuKp. Ningun
tratamiento especial se le dio a la muestra previa a su analisis. Se realiz6 la
lectura en un intervalo de barrido de 10-90° en 20, 40 kV y 44 mA, la velocidad
del goniémetro fue de 0.1°/s.

3.3.2. Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) es la técnica
principal para la obtencion de imagenes desde las dimensiones macroscépicas
hasta las dimensiones nanométricas. Este tipo de microscopios tienen la
capacidad de generar imagenes visuales detalladas con una alta calidad y
resolucion de hasta 1 nm, capacidad mucho mayor que la de un microscopio
optico (Kumar Sharma, 2018). Los electrones tienen una longitud de onda mas
corta que la de la luz visible, esto provoca que los efectos de difraccion sucedan
a dimensiones fisicas mucho menores, por lo que, en los microscopios
electronicos se utilizan haces de electrones acelerados enfocados para analizar
la superficie de una muestra mediante el barrido de un haz de electrones y
escanear materiales a una escala muy pequefia. Como resultado se obtienen
imagenes con mayores aumentos y mejor resolucion (Kumar Sharma, 2018). A
partir de esta técnica se pueden conocer propiedades importantes de los
nanomateriales como su tamafo, forma, textura, topografia, composicion
elemental cuando se acopla a EDS y microestructura (Myhra & C. Riviere, 2013).

La determinacion morfologica de las NMS sintetizadas y del NMS-QS sintetizado
se realizo con el Microscopio Electrénico de Barrido Dual Beam (FIB/SEM) FEI-
Helios Nanolab 600.

Una muestra pequefia de las NMS sintetizadas se dispers6 en 1 mL de
isopropanol, de aqui se tomd una muestra de 10 uL la cual se colocd sobre un
porta muestra metalico para su analisis. La misma preparacion se le dio a una
muestra pequeina del nanocompasito.

3.3.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en
inglés) es una técnica usada para identificar la composicion quimica a través de
los grupos funcionales presentes en una muestra, la cual puede ser sdélida o
liquida. En este tipo de espectroscopia se hace incidir radiacién infrarroja sobre
una muestra, esta radiacidn es absorbida especificamente por cada enlace
presente a una frecuencia vibracional natural y particular. Como resultado se
obtiene un espectro comunmente definido como transmitancia (%) contra
numero de onda (cm™), a partir del cual se pueden identificar los grupos
funcionales presentes en la muestra (Kumar Sharma, 2018).
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La técnica se realizo en un espectrometro FT-IR Shimadzu con ATR, en un rango
de 400-4000 cm™'. Una pequefia cantidad de las NMS sintetizadas se colocd
sobre el porta muestras del equipo, ningun tratamiento especial se le dio previo
a su analisis, de la misma manera se analizé una muestra del NMS-QS.

3.3.4. Fisisorcion de N:

El area superficial de un material solido es el area total que se encuentra en
contacto con el medio externo y se expresa generalmente en m?2/g. Los
materiales también pueden contener volumenes vacios internos, distribuidos
dentro del material en forma de poros o cavidades; la fraccion de volumen vacio
del material se relaciona con su “porosidad”, el volumen total de poro suele
expresarse en cm®/g. Esta caracteristica es importante para determinar las
propiedades de los materiales, como su capacidad de adsorcion. Las medidas
del area superficial y la porosidad de un material se pueden conocer a partir de
una isoterma de fisisorcion (Myhra & C. Riviere, 2013).

En la técnica de fisisorcion de N2, moléculas de nitrégeno diatémico son
adsorbidas fisicamente mediante fuerzas de Van der Waals sobre la superficie
del material. Una cantidad controlada de gas es introducida a diferentes
presiones y a baja temperatura, la cantidad de gas adsorbido es proporcional al
area superficial total en el sdélido (tomando en cuenta el area interna y externa).
Como resultado, se obtiene una isoterma de adsorcion y desorcion a partir de la
cual se pueden calcular, mediante métodos matematicos, valores importantes de
la porosidad del material, como el volumen total de poro y el didmetro promedio
de poro (Thommes et al., 2015). El calculo del area superficial total se realiza
comunmente mediante el método matematico de Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Esta técnica se realizd en un equipo de fisisorcion Quantachrome modelo
NOVAe 3200, durante el analisis se utilizé nitrégeno a una temperatura de 77 K
en un rango de P/Po de 0.005-0.095 con 40 puntos de adsorcién y 39 puntos de
desorcion.

Se pesaron 30 mg de NMS y 30 mg del NMS-QS, antes del analisis, ambas
muestras se desgasificaron durante 24 horas a 200°C y 90 °C respectivamente.

3.4. Carga de acido galico

Para evaluar la capacidad de carga de las NMS sintetizadas, se uso acido galico
como compuesto antifungico modelo. Las pruebas se realizaron mediante el
método de inmersion siguiendo el procedimiento propuesto por Iraji et al. (2015).
En donde, 20 mg de las NMS se agregaron a 2 mL de una solucién de acido
galico a una concentracion conocida. La mezcla se llevo a sonicar durante 20
minutos y posteriormente se mantuvo en agitacion magnética a 200 rpom durante
24 horas. Pasado ese tiempo la solucién se centrifugd a 12,000 rpm por 15
minutos y el sobrenadante se analizo en un espectrofotometro UV-Visible a una
longitud de onda A=265 nm; se utilizé agua destilada como blanco y se utilizé un
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factor de dilucion dependiente de la concentracién evaluada (1:200, 1:400 y
1:800). La metodologia descrita se encuentra representada en la Figura 3.3.

La concentracion del ingrediente activo en el sobrenadante se calcul6 a partir de
una curva de calibracion del acido galico. A partir de los datos obtenidos se
estimo la eficiencia de carga usando la formula 1 (Khalbas et al., 2024).

Cantidad de acido galico cargado (mg)

Eficiencia de carga (%) = < ) 100%  (férmula 1)

Cantidad inicial de acido galico (mg)
Para optimizar las condiciones de carga, se evalud la eficiencia de carga a
diferentes pH (3, 4.5y 6), y para cada pH se probaron diferentes concentraciones
de acido galico (5, 10 y 20 mg/mL), cada prueba se realiz6 por triplicado.

Por otra parte, las nanoparticulas mesoporosas de silice cargadas con acido
galico (NMS-AG, en donde AG corresponde a acido galico) se llevaron a secar
a 40°C durante 12 horas.

Con la misma metodologia y bajo las mismas condiciones, también se evaluo la
capacidad de carga del NMS-QS, cargado con acido galico denotado como
NMS-QS-AG.

0. OH
3

s s .y 20 mg NMS/ NMS-QS o
. pH 3, 4.9, § -
i : "
HO™ ™ TOH L =
OH 1 [—1_
2 mL etanol 5,10, 20 mg/mL 200 rpm, 24 hrs. 12,000 rpm, 15 min.
de &cido galico
7 L
(ee oo
v 1
Sobrenadante NMS-AG/ NMS-QS-AG
Andlisis Uv-Visible 40°C, 12 hrs.

Figura 3.3 Esquema representativo de la metodologia de carga de acido galico.

3.5. Liberacion in vitro

La capacidad de liberacién de las NMS se evalué mediante el método de adicion
directa de acuerdo con el procedimiento propuesto por Cai et al. (2023). Se
colocaron 10 mg de las NMS-AG en 15 mL de un medio de liberacion y la mezcla
se incubd en agitacion orbital a 100 rpm y temperatura ambiente; se utilizé un
agitador orbital digital Heathrow Scientific HS120460. A diferentes tiempos
durante 24 horas se tomaron muestras (500 uL) del medio de liberacion, y se
remplazé por un volumen igual de medio fresco. Las muestras se centrifugaron
a 12,000 rpm durante 10 minutos y los sobrenadantes se analizaron en un
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espectrofotometro UV-Visible. Todas las pruebas se realizaron por triplicado. La
metodologia descrita se encuentra representada en la Figura 3.4.

. = 111e
. ) —4 .
v
15 mL buffer 10 mg Agitacidn orbital Muestras 12,000 rpm
(PH567) NMS-AG/NMS-QS-AG 100 rpm (500 pL) 15 min.
¥

Sobrenadante
Analisis UV-Visible

Figura 3.4 Esquema representativo de la metodologia de liberacion in vitro.

La concentracion del ingrediente activo en el sobrenadante se calcul6 a partir de
una curva de calibracion del acido galico. A partir de esta informacion se estimo
el porcentaje de liberacién acumulativo de acido galico usando la férmula 2 (Cui
et al., 2023), donde, M; es la masa de acido galico liberado en el tiempo t, y M,
es la masa inicial de acido galico cargado.

t
Porcentaje de liberacién acumulativo (%) = Z Mt/M0 * 100% (formula 2)

t=0
Para optimizar las condiciones de liberacion, se evalud la capacidad de liberacion
apH 3.5, 5y 6.5. Se usaron buffers de citrato 50 mM como medios de liberacion.
Con esta misma metodologia y bajo las mismas condiciones, también se evalué
la capacidad de liberacion del nanocompdsito cargado con acido galico (NMS-
QS-AG).

3.6. Actividad antifungica in vitro

Para los ensayos in vitro se uso el hongo fitopatégeno Alternaria alternata, el
cual es uno de los principales causantes de enfermedades del tomate. Se uso el
meétodo del alimento envenenado siguiendo el procedimiento propuesto por El-
Nagar et al. (2020). A partir de un cultivo del hongo se prepararon discos de
micelios de 6 mm de diametro, los cuales se colocaron en el centro de placas
con agar papa dextrosa (APD) adicionada con diferentes concentraciones de
NMS-AG, y en el centro de placas APD adicionada con diferentes
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concentraciones de NMS-QS-AG (nanoformulaciones). Como controles se
usaron placas de APD inoculadas con los discos de micelios sin la adicion de las
nanoformulaciones y placas inoculadas adicionadas con las NMS puras, asi
como también placas inoculadas con el NMS-QS puro. Las placas inoculadas se
incubaron durante 7 dias a 30°C. Durante la incubacion, se midid diariamente el
crecimiento micelial de los hongos en los distintos tratamientos. La metodologia
descrita se representa en la Figura 3.5.

APD Discos de micelio (6 mm) Crecimiento radial
+ Alternaria alternata 7 dias, 30°C
nanoformulaciones

Figura 3.5 Esquema representativo de los ensayos in vitro de la actividad antifungica.

Al final se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial utilizando la
férmula 3 (EI-Nagar et al., 2020).

Porcentaje de inhibicion (%) = * 100% (férmula 3)

En donde, C es el crecimiento en el control y T es el crecimiento en el tratamiento.
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Capitulo 4: Resultados y discusion

4.1. Nanoparticulas mesoporosas de SiO: sintetizadas

En esta seccidon se presentan y se discuten los resultados de las
caracterizaciones realizadas a las NMS sintetizadas.

4.1.1. Difraccién de rayos X

La Figura 4.1a muestra el difractograma de rayos X obtenido a partir de las NMS
sintetizadas. La ausencia de picos definidos y la presencia de una banda ancha
alrededor de 22° son consistentes con una matriz de SiO2 amorfa (H. Waddell &
R. Evans, 2000). Espectros similares han sido obtenidos a partir de la sintesis de
nanoparticulas de SiO2 mediante el método de Stdber, lo que sugiere que la
estructura amorfa del material sintetizado en este trabajo concuerda con lo
reportado (Figura 4.1b) (Espinoza Silva, 2015). Asimismo, en la literatura
también se ha reportado que este tipo de espectros se debe a la presencia de
estructuras mesoporosas ordenadas obtenidas de la sintesis a través del método
de Stober (Purnawira et al., 2019), esta caracteristica se confirmara mas
adelante con el analisis de fisisorciéon de N2. Al no observarse mas picos en el
difractograma, se confirma la pureza de las nanoparticulas de SiOa.
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Figura 4.1 a) Difractograma de rayos X de las NMS sintetizadas, b) difractograma utilizado como
referencia (Espinoza Silva, 2015).
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4.1.2. Microscopia electrénica de barrido

Mediante la técnica SEM se identificaron las caracteristicas morfologicas de las
NMS sintetizadas. En la Figura 4.2a se muestra una micrografia a 50,000
aumentos obtenida por electrones secundarios, en donde se observan particulas
con una morfologia predominantemente esférica, las cuales se encuentran
parcialmente aglomeradas entre si, esto puede deberse a que las particulas en
dimensiones nanomeétricas presentan una alta energia superficial, tendiendo a la
aglomeracion entre ellas para disminuir dicha energia (Guazhong Cao, 2004).
Las particulas se observan con un bajo contraste, dado por una baja densidad
electronica del material, posiblemente atribuida a un bajo espesor en las
particulas o un volumen parcialmente “vacio”, esta caracteristica podria resultar
de la presencia de una estructura porosa interna en las particulas, la cual se
confirmara mas adelante con los resultados de otras técnicas aplicadas.

Con ayuda del software ImagedJ se tomaron los datos de 200 particulas de
diferentes micrografias tomadas en diferentes zonas de la muestra, esto para
estimar el diametro promedio de las particulas, dando como resultado un
diametro promedio de particula de 105 nm en un rango de entre 60 y 160 nm
(Figura 4.2b).
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Figura 4.2 a) Micrografia de SEM a 50,000 aumentos de las NMS sintetizadas, b) histograma del
diametro promedio de particula de las NMS sintetizadas.

4.1.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En la Figura 4.3 se muestra el espectro de FTIR obtenido del analisis de las NMS
sintetizadas, donde se observan bandas intensas en 445 cm-!, 796 cm™ y 1100
cm™', las cuales corresponden a las vibraciones de tensidn, estiramiento
simétrico y estiramiento asimétrico en los grupos siloxanos (Si— 0 — Si),
respectivamente, lo que confirma la correcta formacién de una red estructural de
Si0, (Mehmood et al., 2019). En la banda 956 cm™ se encuentra una banda
atribuida a las vibraciones del enlace del grupo silanol (Si — OH), los cuales se
encuentran principalmente en la superficie de las nanoparticulas y son a través
de estos que se dan las principales interacciones superficiales (Espinoza Silva,
2015). De igual forma, se observa una banda entre los 3500-3000 cm”,
correspondiente a las vibraciones de estiramiento simétrico de los grupos
hidroxilos (O — H) (Mehmood et al., 2019).

A través de la técnica FTIR se confirmd la eliminacion de CTAB a través del
proceso de calcinacion de las nanoparticulas de SiOz2, lo cual es un paso critico
para asegurar la funcionalidad del material, indicando que la estructura
mesoporosa de las nanoparticulas se encuentra libre y disponible para la
adsorcion de moléculas (Das et al., 2014).
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Figura 4.3 Espectro FTIR de las NMS sintetizadas.

4.1.4.Fisisorcion de N:

El area superficial y la porosidad de las NMS sintetizadas se determinaron
mediante fisisorcién de N2, en la Figura 4.4a se muestra la isoterma de adsorcion
y desorcién obtenida del analisis. Segun la clasificacion dada por la Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés)
existen seis diferentes tipos de isotermas de fisisorcion, para la cual, la isoterma
obtenida del analisis de las NMS corresponde a una isoterma del tipo 1V(a), dada
para materiales mesoporosos, es decir, materiales con poros de 2-50 nm
(International Union of Pure and Applied Chemistry, 1985). Para este tipo de
isoterma, la adsorcion inicial se da mediante la formacién de una monocapa y
multicapas en las paredes de los poros, seguida por una condensacion porosa.
En el caso especifico de isotermas tipo IV(a), la condensacion capilar esta
acompanada por la formacién de una histéresis, esto ocurre cuando el diametro
de poro excede un cierto diametro critico, el cual es dependiente del sistema de
adsorcion y de la temperatura (por ejemplo, para adsorcion de nitrégeno en poros
cilindricos a 77°K, la histéresis ocurre para poros mas anchos que ~4 nm) (Lowell
etal., 2004). La histéresis observada en la isoterma corresponde a una histéresis
de tipo H2, también de acuerdo con la clasificacién dada por la IUPAC. Este tipo
de histéresis esta asociado con estructuras porosas complejas, la pronunciada
rama de desorcidon puede atribuirse al bloqueo de poros en un rango estrecho de
cuellos de poro y suele presentarse en algunos materiales mesoporosos
ordenados (Thommes et al., 2015).
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La isoterma obtenida es comparable con lo reportado en la literatura para la
sintesis de NMS por esta misma metodologia (Lozano Ldépez, 2020;Mares
Barbosa, 2017). Esto comprueba la correcta formacion de nanoparticulas con
una estructura mesoporosa ordenada.

Con ayuda del software NovaWin se realizo el analisis del area superficial BET
de las NMS, obteniendo como resultado un area superficial especifica de 353
m?/g. A su vez, con el modelo de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT
por sus siglas en inglés) se calcularon los valores correspondientes al volumen
de poro y al diametro de poro promedio de las NMS, dando como resultados 0.3
cm®/g y 3.7 nm, respectivamente (Tabla 4.1), ambos datos calculados a P/Po
=(0.99. Estos valores son comparables a los reportados en la literatura, donde se
obtienen areas superficiales de 100-1000 m?/g y didmetros de poro promedio
entre 2-5 nm (Yu et al., 2022). En la Figura 4.4b se presenta la distribucion del
diametro de poro correspondiente a las NMS, en donde se corrobora una
distribucién uniforme.
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Figura 4.4 a) Isoterma de adsorcion-desorcion de las NMS sintetizadas, b) distribucion del
diametro de poro promedio de las NMS sintetizadas.

Tabla 4.1 Resultados del analisis de fisisorcion de N: de las NMS sintetizadas.

Parametro Resultado
Area superficial: 353 m2/g
Diametro de poro: 3.7 nm
Volumen de poro: 0.3 cm3/g

4.2. Nanocompdsito de SiO2-quitosano sintetizado

En esta seccion se muestran y se discuten los resultados de las
caracterizaciones aplicadas al NMS-QS sintetizado.

4.2.1. Microscopia electrénica de barrido

Mediante la técnica SEM se identificaron las caracteristicas morfolégicas del
NMS-QS sintetizado. En la Figura 4.5 se muestra una micrografia SEM a 50,000
aumentos obtenida por electrones secundarios. En esta se observan las NMS
parcialmente aglomeradas y sobre su superficie se distingue la formacién de
capas no tan densas que parecen recubrirlas de manera uniforme. La morfologia
que adopta el quitosano es dependiente del método de sintesis utilizado, de
acuerdo con la literatura, el quitosano interactua superficialmente a través de
puentes de hidrégeno formados entre sus grupos amino y los grupos silanoles
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superficiales de las NMS (Buchman et al., 2019), durante la sintesis el quitosano
se encuentra disuelto en solucién, esto le permite formar capas extendidas sobre
la superficie de las nanoparticulas, las cuales terminan embebidas dentro de una
matriz formada por el biopolimero (Lozano Lépez, 2020). Al ser visibles las NMS
se sugiere que, las estructuras formadas de quitosano son parecidas a
membranas delgadas y posiblemente porosas, las cuales son distinguibles y se
sefalan con color rojo en la imagen. Este tipo de estructuras han sido reportadas
al seguir metodologias similares de sintesis mediante entrecruzamiento, las
cuales son usadas como sistemas de filtracion por sus caracteristicas
permeables (Pandis et al., 2014).
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Figura 4.5 Micrografia de SEM a 50,000x aumentos del NMS-QS sintetizado.

A la muestra se le realizd adicionalmente un analisis por Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS por sus siglas en inglés). En la Figura 4.6 se muestra
el espectro obtenido a través del cual se confirmo la presencia de tres elementos
principales; silicio (Si) y oxigeno (O) atribuidos a las nanoparticulas de silice, y
una sefial de carbono (C), elemento propio de la composicién quimica del
quitosano. Las demas sefales en el espectro no se indican ya que son aportadas
por el porta muestras metalico sobre el cual se encontraba la muestra.
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Figura 4.6 Espectro de EDS del NMS-QS sintetizado.

4.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Mediante analisis por FTIR se identificaron los grupos funcionales presentes en
la muestra del nanocompdsito sintetizado, en la Figura 4.7 se muestra la
comparacion entre los espectros de las NMS, del quitosano puro usado para la
sintesis, y del nanocompdsito. En el espectro correspondiente al NMS-QS se
observan las bandas caracteristicas de las nanoparticulas mesoporosas de
silice, asi como la aparicion de bandas nuevas aportadas por el quitosano. Se
observa una ancha banda entre 3400-2900 cm™ correspondiente a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces N — Hy O — H, atribuidas a los grupos
amino e hidroxilo, la aparicion de esta banda es importante, ya que, es a través
de estos grupos que se dan las principales interacciones superficiales (J. Liu et
al.,, 2013), lo cual le confiere una mayor cantidad de sitios activos al
nanocompdsito, favoreciendo su capacidad de adsorcion de moléculas. La senal
presente en 1642 cm corresponde a la vibracion de estiramiento de los enlaces
C = 0, la cual esta asociada a la presencia de grupos N-acetil residual en la
composicion quimica del quitosano. La banda que aparece en 1550 cm-!
corresponde a la vibracidén de tension del enlace N — H de la amina primaria. La
banda que aparece en 1375 cm™' confirma la deformacién simétrica del grupo
CH;. La sefial en 988 cm! corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace
C — 0. Por ultimo, la sefial en 896 cm™' corresponde a la vibracion de tension del
enlace C — H. Todas estas sefales son caracteristicas de la estructura quimica
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del quitosano (Queiroz et al., 2015), lo que confirma su presencia en el NMS-QS
sintetizado.
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Figura 4.7 Espectro de FTIR del NMS-QS sintetizado.

4.2.3. Fisisorcion de N2

El &rea superficial y la porosidad del NMS-QS sintetizado se analizaron mediante
fisisorcion de N2, en la Figura 4.8a se muestra la isoterma de adsorcion y
desorcidon obtenida del analisis. De acuerdo con la clasificacién dada por la
IUPAC, la obtenida corresponde a una isoterma del tipo IV(a) dada para
materiales mesoporosos (tamafo de poros que van de 2-50 nm), la cual es
similar a la mostrada previamente para las NMS. Después de la adicién
superficial de quitosano a las NMS, la capacidad de adsorcion de nitrégeno
disminuyd, posiblemente debido a la presencia de las capas exteriores de
quitosano. Adicionalmente, se conservo la presencia de histéresis en la isoterma,
lo que confirma que la estructura mesoporosa se mantuvo en el nanocompdésito,
conservando su funcionalidad de adsorcién mediante el atrapamiento en poros.
Dicha histéresis es del tipo H3 segun la clasificacion de la IUPAC. Este tipo de
fendmeno presenta dos caracteristicas distintivas: (1) la rama de adsorcion se
asemeja a una isoterma del tipo Il; (2) el limite inferior de la rama de desorcién
se ubica normalmente en P/Po inducida por la cavitacién. Este tipo de histéresis
suele presentarse si la red porosa esta formada en parte también por macroporos
que no se llenan completamente por la condensacién porosa (Thommes et al.,
2015).
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Con ayuda del software NovaWin se realiz6 el analisis del area superficial BET
del NMS-QS, obteniendo como resultado un area superficial especifica de 107
m?/g. A su vez, con el modelo de DFT y usando la rama de adsorcion se
calcularon los valores correspondientes al volumen de poro y al diametro de poro
promedio del nanocompdsito, dando como resultados 0.1 cm®g y 3.1 nm,
respectivamente (Tabla 4.2). En la Figura 4.8b se presenta la distribuciéon del
diametro de poro correspondiente al NMS-QS, en donde se observa una
distribucion de poro mas amplia en comparacion con la mostrada anteriormente
para las NMS. Esto probablemente debido a que, durante la sintesis las cadenas
poliméricas del quitosano pueden unir varias particulas o regiones y formar
agregados con una microestructura diferente, formando cavidades o poros mas
anchos, generando asi heterogeneidad en la porosidad total del NMS-QS, lo cual
puede observarse en la distribucion bimodal del diametro de poro.
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Figura 4.8 a) Isoterma de adsorcidon-desorcién del NMS-QS sintetizado, b) distribuciéon del
diametro de poro promedio del NMS-QS sintetizado.

Tabla 4.2 Resultados del analisis de fisisorcion de N, del NMS-QS sintetizado.

Parametro Resultado
Area superficial: 107 m2/g
Diametro de poro: 3.1 nm
Volumen de poro: 0.1 cm?3/g

4.3. Carga de acido galico

Previo a las pruebas de carga, se construyé una curva de calibracion para
determinar las concentraciones desconocidas de acido galico, este en presencia
de etanol tiene un maximo de absorbancia a 265 nm (Figura 4.9a). A esa longitud
de onda se midieron las absorbancias de soluciones de acido galico a
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 partes por millon (ppm). Con esos
datos se construyé la curva de calibracion, obteniendo un coeficiente de
correlacion de R? = 0.9989. La ecuacion de la recta obtenida se utilizé para
determinar las concentraciones desconocidas de acido galico (Figura 4.9b).
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Figura 4.9 a) Espectro UV-Visible del acido galico en etanol, b) curva de calibracién del acido
galico.

Mediante espectrofotometria UV-Visible se analizaron los sobrenadantes de
cada muestra para cuantificar el acido galico al inicio y al término de las pruebas
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de carga, y asi estimar la cantidad de acido galico cargado por las NMS. Con
este dato se calculd la eficiencia de carga de las NMS mediante la ecuacion 1,
anteriormente descrita.

En la Figura 4.10 se presentan los resultados de las pruebas de carga de las
NMS. Como se puede observar, la eficiencia de carga dependié de la
concentracion de la solucion de acido galico, con incrementos considerables en
la eficiencia de carga entre las soluciones a 5 mg/mL y las que se registraron a
20 mg/mL. Este comportamiento se observé en todos los pH evaluados.

La metodologia empleada permite que el acido galico se cargue en las NMS
mediante varios mecanismos como: la adsorcion, las interacciones
electroestaticas, los enlaces de puentes de hidrégeno y el atrapamiento en los
poros (Y. Liu et al., 2020). Durante el proceso de carga, las moléculas de acido
galico se desplazan hacia el interior de los poros de las NMS impulsadas
principalmente por el gradiente de concentracion entre la solucion externa y el
volumen de los poros (Seljak et al.,, 2020). A medida que estas moléculas
ingresan, comienzan a interactuar adicionalmente con las superficies externa e
interna de las NMS, lo que favorece su adsorcién mediante puentes de hidrégeno
formados con los grupos silanoles, asi como por interacciones electrostaticas
(Rashidi et al., 2014). Esto ocurre de forma continua: algunas moléculas se fijan
temporalmente o permanentemente hasta que se alcanza un equilibrio dinamico.
En este punto, la capacidad de carga se estabiliza porque la superficie disponible
se ha saturado o porque ya no existe un gradiente de concentracién suficiente
para impulsar mas moléculas hacia el interior (Khalbas et al., 2024). Por lo tanto,
al incrementar la concentracion de la solucion, resulta mas facil saturar los poros
y la superficie de las NMS, lo que incrementa la eficiencia de carga final. Este
comportamiento es similar al reportado por Iraji et al. (2015) quienes también
reportaron que la eficiencia de carga obtenida era proporcional a la
concentracion en la que se encontraba la solucién del ingrediente activo.

Algunos autores reportan que al usar NMS como vehiculos de transporte de
moléculas activas, las condiciones de pH del medio de carga pueden ser una
variable importante que afecta la eficiencia de carga (Lestari et al., 2021). En el
presente estudio se evalud la eficiencia de carga de las NMS sintetizadas al
ajustar las soluciones de acido galico a valores de pH de 3, 4.5 y 6. No se
evaluaron valores mas altos ya que bajo condicionas mas basicas (pH27) el
acido galico pierde estabilidad quimica (Friedman & Jiirgens, 2000), lo cual no es
Optimo para los fines de este estudio.

De igual forma, como se observa en la Figura 4.10, las eficiencias de carga
difieren ligeramente para cada pH evaluado. Las mayores eficiencias de carga
se alcanzaron a pH 3, aunque no fueron muy diferentes de las obtenidas a pH
4.5. Sin embargo, las menores eficiencias de carga se obtuvieron con el pH
menos acido (pH 6) evaluado. Aunque las diferencias en las eficiencias de carga
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no fueron tan significativas, existen algunas razones por las que esto puede
suceder: el acido galico cuenta con un pka~4.4 dado por el grupo carboxilo (-
COOH) presente en su estructura quimica, por lo que en condiciones acuosas
con pH>4.4 se encuentra mayormente en su forma desprotonada (-COO"),
confiriéndole una carga parcial mas negativa a la molécula (Ertan et al., 2024),
lo que podria desfavorecer la adsorcion debido a la aparicion de repulsiones
electrostaticas con la superficie de las NMS, esto de acuerdo a trabajos
anteriores en donde este mismo material presentaba carga superficial negativa
medida a través de potencial Z (Espinoza Silva, 2015).

Para las condiciones experimentales evaluadas, se concluyé que la mayor
eficiencia de carga de las NMS se alcanza cuando la solucion de acido galico
estda mas saturada (20 mg/mL) y cuando esta misma solucion no se encuentra
en condiciones de pH>4.5. Para las caracterizaciones y pruebas de liberacion
posteriores se utilizd la muestra con la mayor eficiencia de carga alcanzada
(12.9%).
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Figura 4.10 Resultados de las eficiencias de carga obtenidas para las NMS con diferentes
concentraciones de acido galico y valores de pH.

Una muestra de las NMS-AG se caracterizé mediante FTIR para complementar
los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible. En la Figura 4.11 se
muestra el espectro FTIR obtenido del analisis de las NMS-AG y se compara con
el de las NMS antes de la carga. El nuevo espectro de las NMS-AG muestra las
sefales correspondientes a las nanoparticulas mesoporosas de silice, asi como
nuevas sefales atribuibles a la presencia de acido galico en la muestra. Las

40



bandas en 3494 y 3275 cm™ son correspondientes a las vibraciones de
estiramiento de los grupos hidroxilo (—OH) de los grupos fendlicos del acido
gdlico. Las sefiales en 1605 cm™" y 1430 cm™! corresponden a las vibraciones de
estiramiento tipicas de los enlaces C — C del anillo aromatico de la molécula. La
sefial en 1320 cm™' puede atribuirse a la vibracion de estiramiento de los enlaces
C — 0 (Yimazer Keskin et al., 2024). Las sefiales en 1660, 870 y 730 cm’
corresponden a los enlaces presentes en el anillo de benceno como lo son C =
C,C—0y C—H respectivamente. Todas estas sefales son propias de la
estructura quimica del acido galico, lo que confirma su presencia en la muestra
analizada.
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Figura 4.11 Comparacion de los espectros FTIR de las NMS antes y después de las pruebas de
carga con acido galico.

Siguiendo la misma metodologia y bajo las mismas condiciones, se evaluo la
capacidad de carga del nanocompdsito sintetizado para compararla con la de las
NMS.

Mediante espectrofotometria UV-Visible se analizaron los sobrenadantes de
cada muestra para diferenciar la cantidad de acido galico al inicio y al término de
las pruebas de carga, y asi estimar la cantidad de acido galico cargado por el
NMS-QS. Con este dato se calculé nuevamente la eficiencia de carga usando la
ecuacion 1.

En la Figura 4.12 se presentan los resultados de las pruebas de carga del NMS-
QS. Como se puede observar, la eficiencia de carga se incrementé a medida que
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la concentracion del acido galico en la solucion era mayor, o mismo que se
observo en los resultados de las NMS. En todos los casos, las eficiencias de
carga mostradas por el NMS-QS fueron mayores que las mostradas por las NMS
en la Figura 4.10. Dicho incremento en la eficiencia de carga total puede deberse
a que, en el nanocompdésito, la presencia superficial de la matriz de quitosano
genera nuevos sitios de interaccion, principalmente a través de sus grupos amino
(-NH2) (Khainskaya et al., 2025). Ademas, la mayor amplitud en la distribucion
de poros del nanocompdsito (3-10 nm, frente a 3-6 nm de las NMS) podria
facilitar el ingreso y confinamiento de una mayor cantidad de moléculas de acido
galico, lo que contribuiria a una carga mas eficiente.

De igual manera, en la Figura 4.12 se observa una ligera diferencia entre las
eficiencias de carga para los distintos pH evaluados, con los mayores valores
mostrados a pH 6, seguidos de pH 4.5 y los menores en pH 3. Los grupos aminos
del quitosano se encuentran en su forma protonada (-NHs*) en soluciones con
pH<6 (Wu et al., 2021b), lo que podria favorecer atracciones electrostaticas con
el acido galico parcialmente desprotonado (en pH>4.4), eso podria explicar por
qué la mayor eficiencia de carga del nanocompdsito (18.7%) fue lograda cuando
se evalud la carga en pH 6. Por otro lado, cuando la solucion se encontraba a
pH 3, el acido galico predominaba en su forma neutra, esto podria atenuar la
atraccion electrostatica, asi como la eficiencia difusiva, lo que podria disminuir
ligeramente la eficiencia de carga total.

En general, la adicion del quitosano en el nanocompdsito mostroé tener un efecto
positivo al favorecer una mayor eficiencia de carga del acido galico en
comparacion con las NMS por si solas. Lo que concuerda con un estudio
realizado por J. Liu et al. (2013b) en donde se describe la buena afinidad que
existe entre el quitosano y el acido galico. De igual forma, para las pruebas
posteriores se utilizé la muestra con la mayor eficiencia de carga.
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Figura 4.12 Resultados de las eficiencias de carga obtenidas para el NMS-QS usando diferentes
concentraciones de dcido gélico y diferentes valores de pH.

Una muestra del NMS-QS cargado con acido galico se llevd a caracterizar
mediante FTIR para complementar los resultados obtenidos de los analisis por
espectrofotometria UV-Visible.

En la Figura 4.13 se muestra el espectro FTIR obtenido del analisis del NMS-
QS-AG y su comparacion con el NMS-QS previo a la carga. El espectro obtenido
muestra los picos correspondientes al NMS-QS y nuevos picos aportados por la
presencia de acido galico en la muestra, en este estudio las mismas sefiales
fueron encontradas como se describieron en la Figura 4.11. Las bandas en 3494
y 3275 cm™ son sefiales correspondientes a las vibraciones de estiramiento de
los grupos hidroxilos (—OH) en los grupos fenoles del acido galico. Las sefales
en 1605 cm™ y 1430 cm™' pertenecen a las vibraciones de estiramiento tipicas
de los enlaces C — C en el anillo aromatico de la molécula. La sefial en 1320 cm-~
' puede ser atribuida a la vibracion de estiramiento de los enlaces C — 0
(Yilmazer Keskin et al., 2024). Las sefales en 1660, 870 y 730 cm
corresponden a los enlaces presentes en el anillo de benceno como lo son C =
C,C —0yC — H respectivamente (Hu et al., 2013). Todas estas sefales son
propias de la estructura quimica del acido galico, lo que confirma su presencia
en la muestra analizada.
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Figura 4.13 Comparacion de los espectros FTIR del NMS-QS antes y después de las pruebas de
carga con acido galico.

4.4. Liberacion in vitro

En las pruebas de liberacion in vitro de acido galico a partir de las NMS, el
porcentaje de liberacion acumulada se monitored durante 24 horas, tomando
muestras a los 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas,
12 horas y 24 horas. Los resultados estan presentados en la Figura 4.14, en
donde se representa el tiempo contra el porcentaje de liberacion acumulativo del
acido galico. Se encontré que la cantidad de acido galico liberado era
dependiente del pH del medio de liberacion. Se puede observar que
aproximadamente el 83% y 85% del acido galico cargado se liberé después de
las 24 horas en los medios a pH 5 y 6.5, respectivamente. El mayor porcentaje
de liberacion del acido galico se dio en el medio que se encontraba a pH 3.5,
alcanzando aproximadamente un 96% de liberacién en el mismo tiempo, este
mayor porcentaje de liberacién puede deberse a una disminucién en la fuerza de
adsorcién ocasionada por la afinidad del acido galico a solubilizarse en medios
acidos, lo cual es coherente con lo reportado en otros estudios, en donde el acido
galico tiende a liberarse de una forma mas pronunciada en medios mas acidos
(Hu et al., 2013).

En los tres medios analizados se observé una liberacidn casi total en la primera
hora, seguida de una liberacién mas lenta y continua. Este perfil de liberacion es
caracteristico de NMS, donde el compuesto cargado esta en su mayor parte
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adsorbido mediante fuerzas débiles, o que provoca una desorcidén rapida al
entrar en contacto con el medio de liberacion (Petrisor et al., 2022).

La evaluacidn cinética se realizd mediante cinco modelos matematicos
empleados en sistemas de liberacion controlada: orden cero, primer orden,
Korsmeyer-Peppas, Higuchi y Hixson-Crowell, que permiten identificar el
mecanismo de liberacién predominante. En general, los valores de R? obtenidos
para cada condicion evidencian que los modelos de Korsmeyer-Peppas y
Higuchi describen adecuadamente el proceso, aunque el ajuste relativo varia
segun el pH del medio, lo que refleja ligeras variaciones en el mecanismo de
liberacion bajo las diferentes condiciones.

En pH 3.5, Korsmeyer-Peppas (R?=0.9876) y Higuchi (R?>=0.8997) fueron los
modelos que mostraron el mejor ajuste, sugiriendo la predominancia de
mecanismos difusivos en la liberacion del acido galico (Mircioiu et al., 2019). El
valor del exponente n obtenido para el modelo de Korsmeyer-Peppas (n=0.0159)
es menor al umbral tipico para mecanismos de difusién fickiana (n<0.45, dado
para sistemas cilindricos y esféricos), lo que podria indicar que la liberacion
ocurre de manera muy rapida (Mircioiu et al., 2019), posiblemente asociada a
una baja afinidad del &cido galico con la superficie interna de las NMS o a una
predominante distribucion del compuesto en regiones externas de los poros. Las
condiciones acidas podrian desestabilizar los enlaces superficiales entre el acido
galico y las NMS, favoreciendo una difusion mas rapida.

De modo similar, en pH 5, los modelos de Korsmeyer-Peppas y Higuchi también
presentaron los mejores ajustes (R?=0.9832 y 0.9826, respectivamente). Esto
sugiere que, el sistema conserva un comportamiento cinético difusivo, incluso en
condiciones menos acidas. Finalmente, cuando la liberacion se evalud en las
condiciones mas basicas (pH 6.5), los modelos que mejor se ajustaron fueron el
modelo de Korsmeyer-Peppas (R?=0.9012), seguido por el de Higuchi
(R?2=0.8748). Comportamiento similar a lo mencionado previamente, sugiriendo
que los mecanismos de difusion predominan en todas las condiciones de pH
evaluadas, aunque de forma menos eficiente en pH 6.5, debido posiblemente a
la menor solubilidad que mantiene el acido galico en estas condiciones. Los
resultados analizados se encuentran resumidos en la Tabla 4.3.

En conjunto, los resultados muestran que, en todas las condiciones evaluadas,
la difusion es el mecanismo de liberacion principal, y que, el pH modula la
eficiencia y velocidad del proceso. Un ambiente mas acido favorece a una mayor
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liberacion acumulada, mientras que los medios con pH mas alto muestran una
liberacion mas lenta, aunque de igual forma sostenida a lo largo del tiempo.
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Figura 4.14 Resultados de la liberacion del dcido galico desde las NMS a diferentes valores de pH.

Tabla 4.3 Resumen del ajuste de cada modelo cinético aplicado a la liberacion de
acido galico a partir de las NMS sintetizadas.

RZ RZ RZ RZ RZ
Medio primer Korsmeyer- . . Hixson-
orden cero Higuchi
orden Peppas Crowell

Buffer

citratos 0.7551 0.7488 0.9876 0.8997 0.7551
n=0.0159

(pH 3.5)

Buffer

citratos 0.798 0.7267 0.9832 0.9826 0.6826
n=0.062

(pH 5)

Buffer

citratos 0.8152 0.807 n26981§4 0.8748 0.8152

(pH 6.5) ’

Por otra parte, en las pruebas de liberacién realizadas al NMS-QS, el porcentaje
de liberacion del acido galico fue monitoreado de igual forma durante 24 horas,
tomando muestras a los 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6
horas, 8 horas, 12 horas y 24 horas. Los resultados estan representados en la
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Figura 4.15, en donde se pueden observar porcentajes de liberacion menores en
comparacion con los mostrados de las NMS anteriormente en la Figura 4.14, por
lo que se puede inferir que la matriz de quitosano actua como una barrera
polimérica que dificulta la desorcién del acido galico hacia el medio de liberacion,
logrando asi una salida mas controlada. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Xu et al. (2023), en donde también se encontré que la adicidn
superficial de quitosano a NMS contribuye a una liberacion mas retardada debido
a que el quitosano genera una barrera adicional que reduce la velocidad y
extension de la liberacion.

En las pruebas realizadas se encontré que el perfil de la liberacion era el mismo
para todos los pH evaluados, y que el mayor porcentaje de liberacion (76%) se
dio en el medio con el pH mas bajo (pH 3.5), esto puede deberse a una
disminucion en las fuerzas de interaccion en estas condiciones, sumado a que
el quitosano en medios acidos tiende a romper sus cadenas poliméricas,
permitiendo una mayor liberaciéon del acido galico atrapado en la estructura
porosa (Lv et al., 2016).

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron a los mismos modelos cinéticos
aplicados previamente a las NMS puras: orden cero, primer orden, Korsmeyer-
Peppas, Higuchi y Hixson-Crowell. En las condiciones mas acidas (pH 3.5), se
mostraron los mejores ajustes en los modelos de Korsmeyer-Peppas
(R?=0.8546) y Higuchi (R2?=0.8121). Ambos valores son menores en
comparacioén con los obtenidos para las NMS, sugiriendo que, la presencia del
quitosano introduce mayor complejidad en el mecanismo de liberacion, lo que lo
vuelve menos linealmente difusivo. El valor de n=0.0258 en el modelo de
Korsmeyer-Peppas indica una liberacion fickiana, pero con un coeficiente mayor
que en las NMS, lo cual podria reflejar un reacomodo de la matriz de quitosano
bajo condiciones acidas que favorece cierta permeabilidad (Cao et al., 2016).

En pH 5, el ajuste mas alto fue nuevamente Korsmeyer-Peppas (R?>=0.9138),
acompafiado de un R? moderado para Higuchi (R?=0.7749). El valor de n=0.0237
en el modelo de Korsmeyer-Peppas confirma la naturaleza difusiva del proceso.
De manera similar, en pH 6.5 se conserva esta tendencia, donde los datos se
ajustan de mejor forma a los modelos de Korsmeyer-Peppas (R?=0.8767)
seguido de Higuchi (R?=0.7714), por lo que se puede inferir que, los mecanismos
difusivos se conservan para todas las condiciones. Los resultados resumidos se
encuentran en la Tabla 4.4.

La reduccion generalizada de los R? en todos los modelos respecto a las NMS
evidencia que el recubrimiento con quitosano podria hacer que la liberacién sea
mas compleja. Aunque, esta claro que los mecanismos difusivos permanecen y
predominan cuando se usa el NMS-QS como sistema de liberacion, bajo las
condiciones in vitro evaluadas.
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Figura 4.15 Resultados de la liberacion del dcido galico desde el NMS-QS a diferentes valores de
pH.

Tabla 4.4 Resumen del ajuste de cada modelo cinético aplicado a la liberacion de
acido galico a partir del NMS-QS sintetizado.

R2 R? R? R2 R?
Medio primer Korsmeyer- . . Hixson-
orden cero Higuchi
orden Peppas Crowell
Buffer
citratos 0.7325 0.7324 0.8546 0.8121 0.7325
n=0.0258
(pH 3.5)
Buffer
citratos 0.7053 0.6037 0.9138 0.7749 0.6131
n=0.0237
(pH 5)
Buffer
citratos 0.6489 0.6383 0.8767 0.7714 0.6489
n=0.0826
(pH 6.5)

4.5. Actividad antifungica in vitro

Inicialmente se evalué la actividad antifungica del acido galico para encontrar las
concentraciones a las cuales mostraba un efecto en la inhibicién del crecimiento
micelial de Alternaria alternata. Para estas pruebas se evaluaron
concentraciones del acido galico a 500, 1000, 2000 y 4000 ppm. En la Figura
4.16 se muestran las fotografias de los cultivos tras los 7 dias de incubacion bajo
los diferentes tratamientos. Los resultados mostraron un efecto inhibidor
dependiente de la concentracion, en donde se obtuvieron porcentajes de

48



inhibicion del 17, 24, 29 y 57%, respectivamente. Este comportamiento sugiere
que el acido galico ejerce una accion antifungica coherente con lo reportado para
otros compuestos fendlicos que interfieren en procesos clave del metabolismo
fungico, como la integridad de la membrana plasmatica, la generacion de
especies reactivas de oxigeno y la desestabilizacién de proteinas estructurales.
(Dembinska et al., 2025). No obstante, incluso en la concentracion mas alta
evaluada (4000 ppm), la inhibicion no alcanzo la supresion total del crecimiento,
lo cual indica que, aunque el acido galico presenta actividad antifungica
observable, no resulta completamente letal para la cepa de Alternaria alternata
bajo las condiciones experimentales probadas. Esto coincide con estudios
previos donde los acidos fendlicos muestran efectos fungistaticos mas que
fungicidas, requiriendo concentraciones relativamente elevadas para lograr
inhibiciones marcadas, como lo reportado por Sobhy et al. (2023), en donde un
extracto metanolico de Cinnamomum camphora que contenia acido galico
mostré un 60% de inhibicidn en el crecimiento micelial de Alternaria alternata.

Adicionalmente, un hallazgo relevante fue la aparicion de una pigmentacion
oscura alrededor del crecimiento micelial en la concentracion mas alta probada
(4000 ppm). Este fendbmeno puede resultar de diversas causas relacionadas con
la interaccidn del acido galico con Alternaria alternata: por ejemplo, debido a la
oxidacion del acido galico a quinonas, las cuales suelen presentar tonalidades
marron-oscuro debido a procesos de polimerizacion (A. Kumar et al., 2023),
dicha oxidacién puede ser catalizada por enzimas fungicas como lacasas o
peroxidasas, comunmente expresadas por géneros como Alternaria sp. Aunque,
la causa de las tonalidades oscuras también podria ser una respuesta fisiologica
del hongo, ya que algunas especies producen melaninas o compuestos
pigmentados como mecanismos de defensa frente a estrés oxidativo o
exposicion a sustancias toxicas (Rodrigues, 2019). En este caso, la presencia
del acido galico, que puede generar estrés redox, podria estimular de forma
importante la sintesis de estos pigmentos. La aparicion de dicha pigmentacién
sugiere que el acido galico podria inducir una respuesta metabdlica en Alternaria
alternata.

La ausencia de estudios de actividad enzimatica en este trabajo se justifica a
partir del objetivo central de la investigacion, el disefio experimental fue orientado
a obtener evidencia directa del potencial antifungico del acido galico sobre
Alternaria alternata, mediante la medicién del crecimiento micelial. Si bien los
estudios enzimaticos aportan informacion valiosa sobre los mecanismos de
accion a nivel molecular, su inclusion implicaria un alcance mas amplio que
excede los objetivos planteados en esta etapa de la investigacion, pero que, en
etapas posteriores, podrian considerarse pertinentes para profundizar en la
actividad antifungica del acido galico.

En conjunto, y basandose en las observaciones in vitro, se puede proponer que
el acido galico tiene accion fungistatica y es capaz de inhibir el crecimiento
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micelial de Alternaria alternata de manera dosis-dependiente. Se sugiere que, el
acido galico, puede generar reacciones oxidativas que producen quinonas
téxicas, las cuales hacen que el medio sea desfavorable para el desarrollo de
Alternaria alternata.

Figura 4.16 Fotografias de los tratamientos con a) 0 ppm, b) 500 ppm, c) 1000 ppm, d) 2000 ppm y
e) 4000 ppm de acido gélico.

Antes de evaluar la actividad antifungica de las nanoformulaciones
desarrolladas, como controles iniciales se evalud la actividad antifungica de las
NMS y del NMS-QS sin estar cargados con acido galico, esto para saber si
intrinsecamente tenian algun efecto contra el hongo Alternaria alternata. Ambos
materiales se probaron en concentraciones de 5000, 10000, 20000 y 40000 ppm.

En la Figura 4.17a se muestran los cultivos tras los 7 dias de incubacion bajo los
diferentes tratamientos con NMS. La evaluacién antifungica de las NMS mostré
que las concentraciones probadas no generan inhibicién detectable en el
crecimiento micelial. Como puede observarse en la Figura 4.17b, en todos los
tratamientos, el hongo presento un desarrollo comparable en crecimiento con el
controlo durante los 7 dias, lo que indica que las NMS sintetizadas carecen de
actividad antifungica directa contra Alternaria alternata. Este resultado es
coherente con lo reportado en la literatura, donde las NMS generalmente se
consideran materiales biolégicamente inertes, sin efectos tdxicos marcados
sobre microrganismos, y por lo que podrian no mostrar efecto significativo en la
inhibicion de hongos fitopatégenos (Manzano & Vallet-Regi, 2025). Su
biocompatibilidad, sumado a su baja reactividad quimica hacen que las NMS
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sean ampliamente usadas como plataformas de entrega y no como agentes
antimicrobianos y/o antifungicos por si solas.
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Figura 4.17 a) Fotografias de los tratamientos con 0, 5000, 10000, 20000 y 40000 ppm de NMS, b)
esquema representativo del crecimiento de los hongos bajo cada tratamiento a lo largo de 7 dias.

51



Como puede observarse en la Figura 4.18a, la evaluacién de la actividad
antifungica del NMS-QS mostr6 de igual forma una nula inhibicion en el
crecimiento micelial en las mismas concentraciones de 5000, 10000 y 20000
ppm, mientras que la concentracion mas alta (40000 ppm) produjo unicamente
un 6% de inhibicion, un efecto poco significativo. Asimismo, como puede
observarse en la Figura 4.18b, el hongo presentd un desarrollo comparable en
crecimiento con el control durante los 7 dias. Estos resultados indican que el
NMS-QS sintetizado por si solo presenta una actividad antifungica muy limitada
y claramente insuficiente para generar un impacto relevante sobre el crecimiento
de Alternaria alternata. El quitosano, en su forma libre y en condiciones éptimas,
es conocido por poseer actividad antimicrobiana y antifungica. Sin embargo, en
el NMS-QS evaluado, esta actividad se ve notablemente reducida, existen varias
razones que explican este comportamiento: la cantidad de quitosano disponible
en la superficie del nanomaterial es baja, ya que en gran parte se encuentra
adsorbido o entrecruzado con TPP y con las NMS, limitando la interaccion con
la pared celular del hongo. Adicionalmente, la morfologia del quitosano en el
NMS-QS puede impedir un contacto directamente danino en las células fungicas,
reduciendo la posibilidad de inducir estrés celular o alterar la permeabilidad de
la membrana, efectos tipicos del quitosano en su forma libre o nanoparticulada,
como se encuentra reportado en la literatura (Poznanski et al., 2023;Divya et al.,
2018).

La ausencia de actividad antifungica en ambos nanomateriales es un aspecto
relevante para su aplicacion como nanotransportadores, ya que permite atribuir
de forma inequivoca los efectos antifungicos observados posteriormente a la
molécula cargada (en este caso, el acido galico) y no al material portador.
Ademas, la ausencia de efectos toxicos apoya su uso potencial en contextos
agricolas, donde la seguridad ambiental es fundamental.
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Finalmente, se evalud la actividad antifungica de las nanoformulaciones
desarrolladas (NMS cargadas con acido galico y el NMS-QS cargado con acido
galico). En ambos casos se probaron concentraciones de 5000, 10000, 20000 y
40000 ppm.

Para el caso de las NMS cargadas con acido galico (NMS-AG), se observé un
incremento progresivo en el porcentaje de inhibicion en funciéon de la
concentracion del sistema nanoformulado, indicando una clara relacion dosis-
respuesta. Como se muestra en la Figura 4.19a, a bajas concentraciones (5000
y 10000 ppm), las inhibiciones fueron moderadas (14 y 19%), lo que sugiere que
en este rango inicial la cantidad de compuesto fendlico liberado es suficiente
para generar un efecto inhibidor, pero aun limitado debido a la baja disponibilidad
de este. Conforme aumenta la concentracion a 20000 ppm, el porcentaje de
inhibicién se eleva a 24%, evidenciando que una mayor carga de acido galico
permite una liberacién mas eficiente y una interaccion mas prolongada con la
superficie micelial del hongo. El incremento mas notable ocurre a 40000 ppm,
con un 49% de inhibicion, demostrando que a concentraciones elevadas el NMS-
AG alcanza un umbral de efectividad significativamente mayor. Esto puede
atribuirse a la mayor cantidad de acido galico disponible para su liberacién desde
las NMS, lo que incrementa la susceptibilidad antifungica. Asimismo, como
puede observarse en la Figura 4.19b, los hongos bajo los tratamientos
presentaron un desarrollo diferente en crecimiento en comparacion con el control
durante los 7 dias.
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Figura 4.19 a) Fotografias de los tratamientos con 0, 5000, 10000, 20000 y 40000 ppm de las NMS-
AG, b) esquema representativo del crecimiento de los hongos bajo cada tratamiento a lo largo de 7
dias.

Por otra parte, como se muestra en la Figura 4.20a la actividad antifungica del
NMS-QS-AG mostré una tendencia dosis-respuesta similar a la observada para
las NMS cargadas, aunque con porcentajes de inhibicidon consistentemente
superiores en todas las concentraciones evaluadas. A 5000 ppm, el NMS-QS-
AG alcanzé una inhibicion del 19%, superando el 14% registrado por las NMS-
AG. Al aumentar la concentracién a 10000 ppm, la inhibicién fue del 21%,
nuevamente ligeramente mayor que el 19% observado con las NMS-AG. Aunque
la diferencia en este punto es modesta, confirma una tendencia constante de
mayor efectividad del nanocompdésito cargado. A 20000 ppm, la inhibicion se
incrementd significativamente a 40%, un valor notablemente superior al 24%
obtenido para las NMS-AG. Este aumento mas pronunciado indica que, a
concentraciones cada vez mayores, el NMS-QS expone una mayor cantidad de
acido galico de manera mas eficiente que las NMS puras, lo que favorece una
interaccidn mas intensa con el hongo. Finalmente, a la concentracion mas alta
(40000 ppm), el NMS-QS-AG alcanzd 55% de inhibicion, superando el 49%
registrado para las NMS-AG. Aunque la diferencia es menor que la observada a
20000 ppm, refuerza la tendencia general a una mayor eficiencia. Asimismo,
como puede observarse en la figura 4.20b, los hongos bajo los tratamientos
presentaron un desarrollo diferente en crecimiento en comparacion con el control
durante los 7 dias, posiblemente debido a que el NMS-QS permite una liberacion
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gradual del acido galico, lo que favorece un efecto sostenido a lo largo del
tiempo.

En conjunto, los resultados demuestran que el NMS-QS-AG ofrece un
rendimiento antifungico superior al de las NMS-AG. Las ventajas de emplear el
nariocompodsito radican en su mayor retencion y liberacion del compuesto activo
(acido galico), lo que implica una mayor eficiencia de inhibicion en todas las
concentraciones evaluadas. Esta mejora puede estar relacionada con el
incremento de la capacidad de carga y su capacidad de liberacién mas lenta y
sostenida en el tiempo, lo que resulta en una mayor cantidad de acido galico
disponible para actuar contra Alternaria alternata.
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Figura 4.20 a) Fotografias de los tratamientos con 0, 5000, 170000, 20000 y 40000 ppm del NMS-
QS-AG, b) esquema representativo del crecimiento de los hongos bajo cada tratamiento a lo largo
de 7 dias.

Para reforzar los resultados obtenidos, se realizé un analisis estadistico de todos
los datos recolectados durante las diferentes pruebas antifungicas. En la Figura
4.21 se resumen y se representan los porcentajes de inhibicion de los diferentes
tratamientos evaluados (NMS, NMS-QS, NMS-AG y NMS-QS-AG). En analisis
estadistico mostré que los datos cumplian con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, lo cual se confirmé mediante la prueba de Brown-
Forsythe (F(7,16)=0.5325, p=0.7976). Esto indica que las desviaciones estandar
entre los distintos tratamientos no difirieron significativamente, lo que permite
realizar comparaciones validas mediante pruebas paramétricas (Lyman Ott &
Longnecker, 2016). La ausencia de heterocedasticidad refuerza la fiabilidad de
las conclusiones derivadas de los analisis comparativos entre tratamientos.

Como era de esperarse, los tratamientos con NMS y con NMS-QS no mostraron
diferencias significativas respecto al control negativo (in6culo sin tratamiento).
Esto confirma nuevamente que, en ausencia del compuesto activo (acido galico),
no presentan actividad inhibidora intrinseca sobre el crecimiento micelial de
Alternaria alternata en las condiciones evaluadas.

En contraste, al cargar las NMS con acido galico se observaron diferencias
significativas progresivas para cada concentracién evaluada: 5000 ppm (%,
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p<0.05), 10000 ppm (**, p<0.01), 20000 ppm (***, p<0.001) y 40000 ppm (****,
p<0.0001), este patron sugiere que incluso en la concentracion mas baja se
genera inhibicion detectable (>95% de confianza), y las concentraciones
siguientes producen efectos mas altos. La progresidon hacia niveles de
significancia mas estrictos indica que, a medida que aumenta la concentracion
del tratamiento, la probabilidad de que la inhibicidn se deba al azar disminuye
drasticamente. De manera similar, para el nanocompdsito cargado el patron de
significancia fue: 5000 ppm (**, p<0.01), 10000 ppm (***, p<0.001), 20000 ppm
(***, p<0.001) y 40000 ppm (****, p<0.0001).

Un aspecto clave es que, a 5000 ppm, el NMS-QS-AG muestra un nivel de
significancia superior al observado para las NMS-AG, lo que implica que el
sistema con quitosano proporciona un efecto inhibidor mas consistente y
potente. En las concentraciones medias (10000 y 20000 ppm), ambos materiales
cargados mostraron inhibiciones altamente significativas, lo que indica que, a
partir de cierto umbral de disponibilidad de acido galico, el efecto antifungico esta
dominado por el compuesto activo mas que por el sistema portador. A la
concentracion mas alta (40000 ppm) ambos tratamientos alcanzan el maximo
nivel de significancia (****, p<0.0001), confirmando nuevamente que la presencia
del agente activo a altas concentraciones desplaza cualquier diferencia derivada
de la naturaleza de ambos sistemas portadores.

En conjunto, los resultados muestran que, estadisticamente, ambos materiales
cargados son efectivos, pero el NMS-QS ofrece ventajas claras en términos de
potencia a bajas concentraciones, lo que podria hacerlo mas atractivo para
aplicaciones en las que se busque reducir el uso del compuesto activo
antifungico sin comprometer su eficacia.
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Figura 4.21 Resultados de la inhibicion en el crecimiento de Alternaria alternata de las

nanoformulaciones probadas.
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Capitulo 5: Conclusiones y perspectivas a
futuro

Conclusiones generales

La sintesis de nanoparticulas mesoporosas de SiO2 (NMS) mediante el método
de Stober permitid obtener particulas con morfologia predominantemente
esférica, distribuciéon de tamafo relativamente homogénea y caracteristicas
mesoporosas. Las propiedades obtenidas sugieren que la metodologia de
sintesis empleada fue adecuada para obtener un material con potencial como
sistema de carga y liberacion de acido galico. Asimismo, los resultados de
caracterizacién son consistentes con la formacion de un nanocompdsito SiO2-
quitosano (NMS-QS), posiblemente asociado con interacciones superficiales
entre la silice y el biopolimero, formando un material hibrido en el que las NMS
parecen asociarse con una fase polimérica de quitosano, con propiedades
fisicoquimicas diferenciales respecto a las nanoparticulas puras.

En términos funcionales, el NMS-QS mostré ventajas frente a la carga de acido
galico, atribuibles principalmente a la naturaleza polimérica del quitosano, que
confiere una mayor afinidad de interaccion con el acido galico. Ademas de que
la eficiencia de carga fue optimizada a través de una mayor concentracion de la
solucion del compuesto activo, sin mostrar grandes diferencias al encontrarse
esta misma a diferentes valores de pH. En conjunto, los resultados demostraron
que las NMS permiten una liberacion rapida de mayor magnitud, con un perfil de
liberacion inicial rapida seguido de una etapa de menor velocidad. Los ajustes
cinéticos sugieren que el proceso podria estar influido por mecanismos difusivos
y modulada por el pH del medio de liberacién; sin embargo, los valores obtenidos
requieren una interpretacién cautelosa. Mientras que el NMS-QS proporciona
una liberacion mas lenta y controlada, debido al papel regulador de la matriz de
quitosano. Este comportamiento es coherente con el objetivo de disenar
sistemas de liberacion mas sostenidos y estables. Por lo tanto, la integracion de
quitosano representa una estrategia efectiva para obtener perfiles de liberaciéon
mas prolongados y controlados, lo cual resulta de interés para aplicaciones
antifungicas agricolas donde se busca mantener niveles activos del compuesto
durante mas tiempo y reducir la frecuencia de aplicacion.

El &cido galico inhibio el crecimiento micelial de Alternaria alternata, sugiriendo
un efecto fungistatico in vitro de forma dosis-dependiente. A pesar de la probada
actividad antifungica del acido galico, su aplicacion como agente libre es limitada
debido a su baja estabilidad oxidativa y rapida degradacién. Al ser portado en un
sistema como el NMS-QS sintetizado, no solo se preserva la integridad de la
sustancia activa, sino que optimiza su biodisponibilidad mediante una liberacién
sostenida, permitiendo el control de Alternaria alternata y reduciendo el impacto
ambiental.
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Las NMS y el NMS-QS sintetizados presentaron nula actividad antifungica
directa bajo las condiciones evaluadas, lo que permite atribuir principalmente el
efecto inhibidor al acido galico. Por lo que constituyen soportes adecuados para
el desarrollo de nanoformulaciones antifungicas basadas en la liberacién
controlada de compuestos bioactivos. La arquitectura hibrida del NMS-QS
representa una estrategia mas robusta y eficiente para potenciar la actividad
antifungica y optimizar la entrega de compuestos fendlicos activos, como el acido
galico.

Ambas nanoformulaciones, NMS-AG y NMS-QS-AG, presentaron efectos
antifungicos in vitro frente a Alternaria alternata, esto causado por el acido galico
como agente inhibidor del crecimiento. Dicha cualidad fue superior cuando el
acido galico era portado por el NMS-QS, lo cual fue resultado de una mayor
cantidad de acido galico liberado. Lo anterior posiciona a las nanoformulaciones
SiO2-quitosano-acido galico como una alternativa prometedora para el control de
hongos fitopatdogenos, lo que las convierte en sistemas interesantes para
continuar con su estudio.

Perspectivas a futuro

1. Optimizacién de la sintesis de NMS: Futuras investigaciones pueden
explorar variaciones en las condiciones de la metodologia empleada, con
el fin de modular con mayor precision las caracteristicas que permitan
aumentar la capacidad de carga.

2. Mejoras en la matriz polimérica de quitosano: Profundizar en la
caracterizacion del grosor, la uniformidad y la porosidad de la matriz de
quitosano permitira optimizar la interaccidon entre la silice y el polimero.
Modificaciones quimicas podrian potenciar aun mas su capacidad de
retencion y liberacién controlada.

3. Aplicaciones ampliadas del NMS-QS: Dado su buen desempefio como
portador de acido galico, este sistema puede evaluarse con otros
compuestos bioactivos. Al igual en futuras investigaciones, se pueden
estudiar sus efectos contra diferentes hongos fitopatégenos y mediante
diferentes metodologias, con el fin de continuar explorando su potencial
para aplicaciones agricolas.
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