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Resumen

El Nejayote es un efluente alcalino derivado del proceso de nixtamalizacion y es
considerado por su alta carga de materia organica en disolucion y suspension como
un residuo altamente contaminante si se descarga directamente al medio ambiente
sin tratamiento previo. No obstante, su reutilizacion sostenible resulta de gran
relevancia debido a la presencia de compuestos bioactivos de alto valor, como el
acido ferulico (AF), que en combinacién con otros metabolitos presentes en el
nejayote actian como agentes reductores y estabilizantes en la sintesis biogénica
de nanoparticulas metalicas. Este estudio se enfoca en la sintesis biogénica de
nanoparticulas de plata (NPsAg) y oxido de zinc (NPs ZnO) utilizando nejayote
como medio de reaccién, asi como su caracterizacion de sus propiedades
fisicoquimica, su potencial actividad antibacteriana frente a Escherichia coli (E.coli)
y su toxicidad hemolitica.

Las Nanoparticulas (NPs) obtenidas mostraron propiedades 6pticas y estructurales
caracteristicas, con morfologia predominantemente esféricas en el caso de las
NPsAg (20 nm en promedio) con estructura cubica centrada en las caras y una
estructura tipo wurtzita en las NPs ZnO (52.4 nm en promedio). La espectroscopia
FTIR evidencio la presencia de grupos funcionales como fenoles y flavonoides en
la superficie de las NPs, mientras que el analisis por HPLC confirma la presencia de
AF en el nejayote. Los metabolitos derivados contribuyeron a la estabilizacion
superficial de las NPs y potenciar su actividad antibacteriana mediante la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las NPsAg biogénicas exhibieron una
mayor actividad antibacteriana debido a la adsorcion de estos grupos funcionales
en su superficie, lo que contribuye a la disrupcién de la membrana bacteriana.
Mientras que las NPs ZnO irradiadas con luz ultravioleta (UV) presentaron mayor
eficiencia en la inhibicién del crecimiento de E.coli.

Finalmente, en el caso de las NPsAg no se observo actividad hemolitica ni
citotoxica, lo que sugiere que las NPsAg ejercen actividad antibacteriana sin dosis

potencialmente dafinas. Sin embargo, los ensayos de hemolisis para las NPs ZnO
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revelaron que, si bien las concentraciones efectivas presentaron biocompatibilidad
en algunos casos, las NPs ZnO mostraron efectos hemoliticos dependientes de la
dosis y potenciados por la irradiacion de luz UV. Estos resultados subrayan el
potencial del nejayote como una fuente agroindustrial alternativa para la obtencion
de nanomateriales (NMs) funcionales con aplicaciones tecnolégicas y biomédicas,
siempre que se consideren cuidadosamente sus efectos citotoxicos. La relevancia
de esta investigacion radica no solo en la busqueda de soluciones sustentables para
la obtencion de NMs, sino que también busca demostrar el potencial del nejayote
como recurso innovador y sostenible en la sintesis de NPs, promoviendo su

aprovechamiento en desarrollos nanotecnolégicos futuros.
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Abstract

Nejayote is an alkaline effluent derived from the nixtamalization process and is
considered due to its high load of organic matter in solution and suspension as a
highly polluting waste if it is discharged directly into the environment without prior
treatment. However, its sustainable reuse is of great relevance due to the presence
of high-value bioactive compounds, such as ferulic acid (AF), which in combination
with other metabolites present in nejayote act as reducing and stabilizing agents in
the biogenic synthesis of metal nanoparticles. This study focuses on the biogenic
synthesis of silver nanoparticles (NPsAg) and zinc oxide (NPs ZnO) using nejayote
as a reaction medium, as well as its characterization of its physicochemical
properties, its potential antibacterial activity against Escherichia coli (E.coli) and its

hemolytic toxicity.

The nanoparticles (NPs) obtained showed characteristic optical and structural
properties, with predominantly spherical morphology in the case of NPsAg (20 nm
on average) with a cubic structure centered on the faces and a wurtzite-like structure
in the ZnO NPs (52.4 nm on average). FTIR spectroscopy showed the presence of
functional groups such as phenols and flavonoids on the surface of the NPs, while
HPLC analysis confirmed the presence of AF in nejayote. The derived metabolites
contributed to the surface stabilization of NPs and enhanced their antibacterial
activity through the generation of reactive oxygen species (ROS). Biogenic NPsAg
exhibited increased antibacterial activity due to the adsorption of these functional
groups on their surface, which contributes to bacterial membrane disruption. While
ZnO NPs irradiated with ultraviolet (UV) light showed greater efficiency in inhibiting

E.coli growth.

Finally, in the case of NPsAg, no hemolytic or cytotoxic activity was observed,
suggesting that NPsAg exert antibacterial activity without potentially harmful doses.
However, hemolysis assays for ZnO NPs revealed that while effective
concentrations were biocompatible in some cases, ZnO NPs showed dose-
dependent hemolytic effects enhanced by UV light irradiation. These results
underscore the potential of nejayote as an alternative agro-industrial source for
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obtaining functional nanomaterials (NMs) with technological and biomedical
applications, provided that their cytotoxic effects are carefully considered. The
relevance of this research lies not only in the search for sustainable solutions to
obtain NMs but also seeks to demonstrate the potential of nejayote as an innovative
and sustainable resource in the synthesis of NPs, promoting its use in future

nanotechnological developments.
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1. Marco Tedrico

1.1. Generacion de residuos agroindustriales con impacto ambiental

En los ultimos afios, la generacion de residuos agroindustriales ha aumentado
significativamente, representando una amenaza creciente para los ecosistemas. La
agroindustria mexicana genera una gran cantidad de residuos organicos e
inorgdnicos que si no son tratados adecuadamente, representan un riesgo
significativo para el ambiente y la salud publica (Castro-Mufioz & Yéfiez-Ferndndez,
2015). Particularmente, uno de estos residuos es el nejayote, el cual es un
subproducto alcalino del proceso de nixtamalizacién del maiz, que se genera en
grandes volumenes y suele ser desechado sin tratamiento previo (Diaz-Montes
et al.,, 2016). Este efluente ha sido considerado un residuo sin valor agregado,
contiene compuestos bioactivos como acidos fendlicos, acido ferdlico, lignina,
hemicelulosa, proteinas y sales minerales (Valderrama Bravo et al.,, 2020) con
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Ademas, presenta un pH entre 9y 11
y alta carga organica, lo que provoca alteraciones en el oxigeno disuelto y toxicidad

en cuerpos de agua al ser vertido directamente al ambiente (Téllez et al., 2016).

En México, donde el maiz se constituye uno de los cultivos mas importantes tanto
a nivel econémico como cultural, se estima que anualmente se desechan mas de
16 millones de m® de nejayote (Roman-Escobedo et al., 2024), lo cual lo convierte
un residuo prioritario desde el punto de vista ambiental. El aprovechamiento de
residuos como el nejayote se alinea con los principios de la economia circular, un
modelo que busca extender el ciclo de vida de los recursos mediante su
reutilizacion, reciclaje, reintegracion a procesos (Castro-Mufioz & Yafez-
Fernandez, 2015). En este contexto, la revalorizacion de residuos agroindustriales
no solo permite mitigar los efectos contaminantes, sino que también promueve la
generacion de productos de alto valor agregado con aplicaciones en sectores como

salud, agricultura e industria quimica (Castro-Mufioz & Yafez-Fernandez, 2015).

Existen propuestas para su aprovechamiento, como su uso como fertilizante,

suplemento alimenticio o sustrato para la generacion de semillas (Valderrama Bravo
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et al., 2020). No obstante, su composicion quimica lo convierte en un candidato
prometedor para ser revalorizado mediante procesos sustentables. Su potencial
como agente reductor y estabilizante en la sintesis de NPs ha sido escasamente
explorado. Ante este escenario, la nanotecnologia ha emergido como una
alternativa innovadora para el desarrollo de nanomateriales con diversos campos

de aplicacion.

Estudios recientes han demostrado que el nejayote puede emplearse para sintetizar
NMs (Escobar Morales et al., 2018a; Lopez-Mercado et al., 2023) con aplicaciones
en biomedicina, remediacién ambiental y recubrimientos antibacterianos (Castro-
Mufioz & Yafiez-Fernandez, 2015b; Roman-Escobedo et al., 2024; Téllez et al.,
2016). Sin embargo, a pesar de estos avances, la mayor cantidad del nejayote aun
se desecha directamente en el medio ambiente, contribuyendo a la contaminacion
ambiental. Por lo que es fundamental desarrollar estrategias que promuevan su

reutilizacion sostenible y reduzcan su impacto ecolégico.

En este contexto, El uso de extractos vegetales ricos en compuestos con capacidad
reductora para la sintesis biogénica de NPs se ha considerado una alternativa
rentable y sostenible, de acuerdo con estudios previos (Joshi, 2018; Ali, 2020;
Alharbi et al., 2022) y continua la investigacion sobre el potencial reductor de los
efluentes generados por la industria del maiz (Diaz-Montes et al., 2016; Valderrama
Bravo et al.,, 2020), ya que se ha demostrado que éstos presentan una alta
concentracion de compuestos bioactivos con potenciales aplicaciones (Téllez-Pérez
et al., 2018), lo que podria facilitar la obtencién de productos de valor agregado. La
implementacion de estos enfoques contribuye simultdneamente a la remediacion
ambiental y al desarrollo de materiales funcionales con potencial antibacteriano,

catalitico o farmacologico (Valderrama Bravo et al., 2020).

Particularmente, el nejayote presenta propiedades fisicoquimicas derivada de los
compuestos liberados del maiz durante el tratamiento térmico y alcalino (Diaz-
Montes et al., 2016), lo que incluye su actividad reductora, atribuida a la presencia

de compuestos como grupos fenoles, cumarinas, flavonoides, arabinoxilanos (AX)
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y carotenoides (Gutiérrez-Uribe et al., 2010; Valderrama Bravo et al., 2020;
Buitimea-Cantla, 2023).

Sin embargo, el nejayote ha sido considerado como un efluente contaminante
ambiental debido a su pH alcalino y su alta carga de materia orgénica, con valores
de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO= 25,000 — 28,000 mg O2/L (Diaz-Montes
et al., 2016). Ademas, contiene solidos sedimentables como lo son fragmentos de
endospermo y pericarpio que son desprendidos del grano de maiz durante el
proceso de nixtamalizacion ( Téllez-Pérez et al., 2018). A pesar de su potencial, este
subproducto ha sido raramente aprovechado y la mayoria de los estudios
reportados se han centrado en reducir el impacto ambiental que se genera tras su

descarga directamente al ambiente (Castro-Mufioz y Yafez-Fernandez, 2015).

1.2. Nanotecnologiay nanoparticulas

La nanotecnologia es un campo interdisciplinario que estudia y manipula materiales
en escala nanométrica (1-100 nm) (Kohler, 2021). Las primeras ideas sobre
nanotecnologia fueron de Richard Feynman, expuestas durante su discurso en la
Sociedad Americana de Fisica en 1959, sin embargo, la palabra nanotecnologia fue
usada por primera vez en 1974 por Norio Taniguchi, refiriéndose a una técnica de
produccion en escala nanométrica (Goémez-Garzon, 2018), pero fue hasta 1986
cuando el concepto comenz6 a difundirse y se encuentra en constante evolucion
desde 1980 (Chandra et al., 2020).

Dentro de los NMs se encuentran las NPs, las cuales segun la unién europea se
definen como un material natural, secundario o fabricado que contenga particulas,
sueltas, formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de las
particulas presente una o mas dimensiones externas en el intervalo de tamafnos
comprendidos entre 1 — 100 nm (Quintana San José, 2015) se pueden encontrar en
diferentes tamafios, morfologias y composicion quimica que van a depender de las
variables de sintesis ( Shaalan et al., 2018). El interés por la obtencion de NMs ha

incrementado durante los ultimos afios debido a las propiedades que poseeny a la
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gran demanda que podrian tener debido a sus aplicaciones (Saleh, 2020).
Actualmente, existe una amplia diversidad de NMs con diferentes tamafios y formas
(Shaalan et al., 2016), estos pueden ser clasificados de acuerdo con la medida de
las dimensiones de sus componentes en las direcciones (X, Y y z) en cuatro grupos

principales:

1. Dimensioén cero (OD): En esta clasificacion, las tres dimensiones (X, y y z) se
encuentran dentro de la escala de los 100 nm, incluyen puntos cuanticos,
particulas coloidales y nanoclusters (Estrada-Flores et al., 2023).

2. Materiales unidimensionales (1D): Incluyen filamentos o fibras metalicas,
poliméricos, ceramicos, nanotubos, nanovarillas, nanocables y nanofibras
(Saleh, 2020), en los cuales dos de sus dimensiones (X y z) se encuentran

dentro de la escala nométrica.

3. Materiales bidimensionales (2D): Incluyen peliculas delgadas, nanoplacas y
nano revestimientos de una o varias capas cristalinas o amorfas (Kéhler,

2021)y solo una de sus dimensiones se encuentra en la nanoescala.

4. Materiales tridimensionales (3D): Son materiales que sus dimensiones (X, y
y z) van mas alla de los 100 nm, éstos combinan mdultiples nanocristales,
como fibras, nanotubos de carbono y particulas mas grandes (Gleiter et al,
2000).

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario que se centra en la manipulacion
de la materia a nivel atbmico y molecular, lo que permite la creacién de NPs con
propiedades Unicas, las cuales son aprovechadas en diversas aplicaciones, desde
la medicina hasta la electrénica, lo que enfatiza la importancia de entender no solo
la naturaleza de las NPs, sino también los métodos de sintesis que se utilizan para

producirlas.

1.3. Métodos de sintesis de nanoparticulas
Las nanoparticulas metalicas han registrado un crecimiento en su produccion
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durante los ultimos afios, convirtiéndolas en las unas de las mas empleadas (Pulit-
Prociak & Banach, 2016). Existen varios métodos para la sintesis de NPs, que
pueden clasificarse en dos enfoques principales: de arriba hacia abajo (Top — Down)
y de abajo hacia arriba (Bottom - Up). El enfoque de arriba hacia abajo implica la
descomposicion de piezas de material para generar las nanoestructuras, es decir,
comienza con un material de interés que luego se somete a una reduccion de
tamafo (Ramanathan et al., 2021), mientras que la estrategia de abajo hacia arriba
sugiere una sintesis a partir de atomos o moléculas (Saha, 2017). Los procesos
biolégicos se clasifican dentro de la estrategia de abajo hacia arriba, en el cual las

biomoléculas se incorporan con iones metalicos para la formacién de particulas.

Se han reportado diferentes métodos fisicos y quimicos para sintetizar NPs, sin
embargo, el principal inconveniente de estos métodos es que son procesos
costosos, requieren alto consumo de energia y son considerados como nocivos
ambientales (Kohler, 2021), es por ello que, surge el interés por procesos de sintesis
que impliquen menor impacto ambiental. Los principales procesos para la sintesis
qgue se han encontrado en la literatura se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1.Principales procesos de sintesis de nanoparticulas metalicas con sus ventajas y

desventajas.
Proceso Ventajas Desventajas Referencia
Productos con alta El producto contiene Chandra et al.
adherencia, componentes de la (2020);
procesamiento a baja matriz sol- gel, los Parashar et al.
temperatura, la formay alcoxidos metélicos son (2020)
Sol-gel |3 |ongitud deseadas COSt0SOS.

se pueden obtener,
alta purezay

estructura homogénea.
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Amigable con el Equipos costosos. Movlaee et

medioambiente, al.(2017
El producto depende ( )

versatil, los reactivos .
de las condiciones del

_ han aumentado _
Hidrotermal proceso y los reactivos

reactividad y la

utilizados.
morfologia de los
productos puede ser
alterada facilmente.
Propiedades Los tensioactivos son Movlaee et al.

_ 1l uniformestamano de dificiles de retirar, dificultad (2017);
Microemulsion

poro estrecho en la ampliacion de Chandra et al.
distribucion procedimientos. (2020)
Més simple, Limitado por el punto de Petcharoen
economico yamigable ebullicibn de agua, bajo andSirivat.
Co-precipitacién con el medio estas situaciones (2012)
ambiente. muestra alta dispersidad

y baja cristalinidad.

Sin solventes Las principales Vijayaraghavan
téxicos. Sin equipos desventajasson las and Nalini.
COSt0sos. limitaciones relacionadas  (2010); Shah et
i con el escalado de al.(2015); Singh

Tecnologia

Sintesis procesos y los et al. (2020)
respetuosa con el

biogénica mecanismos de

medio ambiente. _
formacion de

Técnica rentable y nanoparticulas no estan
ecologica. completamente
aclarados.

1.4. Sintesis biogénica de nanoparticulas

La sintesis biogénica se refiere a aquella que emplea como agente reductor o
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estabilizador extracto de plantas, microorganismos, recurso de origen bioldgico,
proteinas o enzimas para la obtencion de NMs (Ticllacuri Perales, 2019). Esta
técnica surgi6 como alternativa a los métodos convencionales por su enfoque
ecolégico (Azizi, 2020) y representa un enfoque prometedor debido a la presencia
de una mayor cantidad de compuestos bioactivos en el extracto vegetal, que pueden
reducir y estabilizar los iones metéalicos (Singh et al., 2020). Actualmente esta
ganando aceptacion dentro de la comunidad cientifica, y ha tomado relevancia al
ser rentable, incluye menor impacto ambiental, asi como una relativa facilidad de
sintesis (Kohler, 2021; Singh et al., 2020) debido a la facilidad de obtencién de la
materia prima, gran disponibilidad y seguridad de manejo, al mismo tiempo reduce
el desperdicio del residuo vegetal y minimiza los consumos de energia (Santos-
Espinoza et al., 2020).

Los extractos biolégicos se han convertido en medios adecuados para la sintesis de
nanoparticulas debido a su naturaleza no toxica y no volatil; dichos extractos son
generalmente una mezcla de diferentes tipos de biomoléculas activas como lo son
las proteinas, carbohidratos, vitaminas y otros compuestos que proporcionan alta
estabilidad y mayor dispersion de las particulas sintetizadas (Singh et al., 2020). Se
han encontrado diferentes rutas de sintesis biogénica empleando microorganismos
(bacterias, virus, hongos, levaduras) y plantas y sus extractos, entre otros recursos
naturales se hacen reaccionar con iones metalicos llevandose a cabo una reaccion
de reduccion que conduce a la formacién de NPs de manera sostenible y que han

demostrado ser seguros, eficientes y rentables (Vijayaraghavan & Nalini, 2010;

Khandel & Shahi, 2018; Ali, 2020; Singh et al., 2020).

1.5. Extracto vegetal como ruta de sintesis biogénica de nanoparticulas

La capacidad de los extractos de plantas para reducir los iones metélicos se
conoce desde principios del siglo XX (Vijayaraghavan & Nalini, 2010) y han
atraido una atencion considerable en los ultimos 30 afios (Saha, 2017). Las

nanoparticulas formadas a través de las plantas son comparativamente un
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meétodo sencillo frente a los métodos quimicos y fisicos. La reduccion
biogquimica de las sales comienza de forma inmediata y la formacién de las
particulas se ve reflejada por el cambio de color en la mezcla de reaccién
(Santos-Espinoza etal.,, 2020). La Tabla 2 resume algunos informes
relacionados con la sintesis de nanoparticulas metalicas mediados por extractos

de diferentes plantas.

Tabla 2. Sintesis biogénica de diferentes nanoparticulas metalicas mediante el uso de
diversos extractos de vegetales.

Extracto Metal Morfologia Tamafio (nm) Referencia
Extracto de _ Akhtar et al. (2013);
; Ag Esférica 10-20 _
café gastado Srikhao et al. (2022)
Eucalipto . Chandra et al.
Ag Esférica 16
macrocarpa (2020)
Carica _ _
Ag Cubica/esférica 15-20 Potdar et al. (2022)
papaya
Elaeagnus Zn o
N Esférica 30-80 Igbal et al. (2021)
angustifolia @)
Lagenaria . )
_ _ Au Esférica 32.89 Ali et al. (2020)
siceraria
Clavo y café o Mohamed et al.
Fe;O, Esférica 10-30
verde (2023)
Esférica, ;
Limenium N Naiel et al. (2022)
ZnO cubicas, 41
pruinosum 3
hexagona
Acacia o .
Ag Cubica/ esférica 62.41 Jalab et al. (2021)

cyanophylla



Azadirachta Nagar and Devra,

o Cu - 10.5
indica (2018)
Citrus
) Ag Esférica 19.8 -44.9 Alietal. (2020)
maxima

Con base en la Tabla 2, se comprueba que los extractos de plantas poseen
potencial para reducir los iones metalicos y dar lugar a la formacion de NPs con
diversos tamafos, morfologias y con un amplio potencial en diversas
aplicaciones. Es por ello que, la sintesis biogénica plantea un interés de
investigacion relevante, con el proposito de aprovechar los recursos bioldgicos

o residuos con poder reductor (Rodriguez Ortiz et al., 2021).

El extracto acuoso posee diferentes compuestos como: polisacaridos,
proteinas, aminoacidos, acidos organicos y compuestos fitoquimicos, como los
grupos fenoles, siendo estos compuestos los que participan en los mecanismos
de reduccion y estabilizacién de las nanoparticulas (Santos-Espinoza et al.,
2020), también se encuentran presentes flavonoides, terpenoides, alcaloides,
taninos y algunas sustancias alcohdlicas que pueden participar en el proceso
de sintesis biogénica (Vijayaraghavan & Nalini, 2010; Ali, 2020) y las plantas
son conocidas por poseer compuestos fendlicos, los cuales son de gran
relevancia para llevar a cabo el mecanismo de reaccion para la formacion de

nanoparticulas.

El éxito de la sintesis biogénica depende de la presencia de compuestos
bioactivos en los extractos empleados, por lo que los compuestos bioactivos
actuan como agentes reductores y estabilizantes de las NPs formadas, evitando
su agregacion. En extractos vegetales se ha demostrado que los grupos -OH y
COOH de estos compuestos refuerzan la formacion y recubrimiento de las NPs,
lo que ademas influye en sus propiedades superficiales y bioldgicas (Aziz et al.,
2014; Mittal et al., 2013).
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1.5.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sustancias presentes en las plantas, se ha reportado
que existen diferentes categorias, se definen de acuerdo con el nimero de anillos
fendlicos que poseen, asi como de elementos estructurales con los que cuentan
dichos anillos (Santos-Espinoza et al., 2020), entre ellos se encuentran los acidos
fendlicos que son los principales grupos de polifenoles y también se encuentran los
estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides. Los compuestos fendlicos se
encuentran entre los metabolitos secundarios mas abundantes en el reino vegetal,
contribuyen con el crecimiento y reproduccion de las plantas (Lamuela-Raventos,
2017).

Los compuestos fendlicos son sumamente importantes para la formacién de
nanoparticulas mediante sintesis biogénica (Lin et al., 2016), se reporta que las
plantas producen una extraordinaria diversidad de estos metabolitos (Simi¢ et al.,
2007). De acuerdo con Santos-Espinoza et al. (2020) cuanto mayor sea el numero
de grupos hidroxilo, mejores seran sus propiedades reductoras. La participacion de
los compuestos fendlicos en el proceso de sintesis biogénica tiene gran relevancia,
ya que la reaccién de reduccién se lleva a cabo mediante la presencia de estos
compuestos en los extractos vegetales (Simi¢ et al., 2007). Aunque adn no es claro
el mecanismo que se sigue para la sintesis de NPs utilizando extractos de plantas,
existen mecanismos propuestos para una reaccion redox, este proceso consta de

tres etapas principales: activacion, crecimiento y terminacion (Figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica de la sintesis biogénica de NPsAg a partir de extractos
vegetales, mostrando la reduccién de iones de Ag* y estabilizacién por compuestos bioactivos.
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En la fase de activacion se realiza la reduccion de iones metalicos a atomos
neutros a partir de los precursores salinos en contacto con los compuestos
bioactivos presentes en el extracto vegetal, seguido de proceso de nucleacion,
que permite la formacién de las particulas. En la segunda etapa de crecimiento,
se produce la formacion de aglomeraciones de pequefias particulas mediante
fuerzas electromagnéticas y de Van Der Waals, dando lugar a la formacién de
NPs de diferentes formas y tamafos (Shnoudeh et al., 2019) y por ultimo, la
etapa de terminacion o estabilizacion determina la forma y tamafio, donde los
metabolitos se encargan de la estabilizacion de las particulas obtenidas
(Serrano & Juan, 2015; Santos-Espinoza et al., 2020).

De acuerdo con Simic¢ et al. (2007) para la transformacion biol6gica, un factor
relevante es el potencial redox, es decir, la reduccion de los iones metalicos a
su forma de valencia cero (M* a MP). Es por ello que, la sintesis biogénica de
NPs depende del elemento metélico de interés y del extracto vegetal, ya que
Kuppusamy et al. (2016) en su estudio indican que la suma de las capacidades
reductoras de los grupos fendlicos presentes el extracto vegetal, da como

resultado un mayor potencial reductor global.

1.6. Factores que influyen en la sintesis biogénica de nanoparticulas

De acuerdo con la literatura, durante la sintesis biogénica, diferentes factores
de control se encuentran involucrados en la nucleacion y posterior formacién
de nanoparticulas estabilizadas (Shah etal., 2015). La morfologia de las
particulas puede depender de las concentraciones de productos quimicos y las
condiciones de reaccion, se han encontrado trabajos de investigacion para
estudiar estos factores, entre los que se encuentran la temperatura, el pH,

tiempo de reaccion y concentracion de la sal (B. Ali, 2020; Singh et al., 2020).

1.6.1. Temperatura
La temperatura es uno de los factores mas influyentes que afectan el tamafio y

la morfologia de las nanoparticulas. Conforme aumenta la temperatura,

25



aumenta la velocidad de reaccion formando centros de nucleacion (Sneha
et al., 2010), con lo que la velocidad de reaccion y la velocidad de formacién de
particulas se vuelven mas rpidas cuando aumenta la temperatura; sin
embargo, el tamafio promedio de las particulas se reduce y la velocidad de

conversion aumenta constantemente con la temperatura (Shah et al., 2015).

1.6.2. pH

El pH de la reaccion desempefia un papel importante en la formacion de
nanoparticulas al regular la formacién de centros de nucleacion (Y. Chen et al.,
2013). Es decir, a medida que el pH aumenta, también aumenta el nUmero de
centros de nucleacion, y con ello una mayor formacién de particulas (Mittal
etal.,, 2013). Se ha reportado que el pH impacta significativamente en la
morfologia y el tamafio de las NPs (Shah et al., 2015). En patrticular, se ha
encontrado que las particulas mas grandes tienden a obtenerse a valores de
pH acidos mas bajos, en comparacion con valores de pH altos (Saha, 2017;
Singh et al., 2020).

1.6.3. Concentracion de iones metalicos
Dwivedi & Gopal. (2010) indican que, con el aumento en la concentracion del
ion metalico, se tiene un aumento en el tamafio de las particulas. Es un factor
critico en la sintesis de NPs debido a su influencia en control de tamafio y
morfologia, estabilidad, aportacién a propiedades fisicas y quimicas propias de
las NPs. También, contribuye a las interacciones con el medio, incluyendo

solubilidad y toxicidad.

1.6.4. Presion
La presién es un factor importante para la sintesis de nanoparticulas, debido a
gue la presion aplicada al medio de reaccion afecta la forma y el tamafio de las
particulas. Patra & Baek. (2014) indican que la tasa de reduccion de iones

metalicos usando agentes bioldgicos es mas rapida la reaccién en condiciones
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de presion ambiental.

1.6.5. Tiempo de agitacion y tiempo de almacenamiento
El tiempo de agitacion es un factor relevante en la sintesis, debido a que permite
la interaccion entre el precursor metalico con los componentes del agente
reductor. D. Lade & S. Shanware. (2020) sefalan que, la variaciéon en los
tiempos de reaccion controlan el tamafio y morfologia de las NPs, ya que,
durante el proceso de sintesis biogénica la reduccion requiere entre 5y 15
minutos (Rao & Tang, 2017), aunque en otros casos ocurre de manera
inmediata al poner en contacto el extracto vegetal con la sal metalica, y también
puede darse una reaccion completa hasta en 45 — 120 minutos, dependiendo

de la eficacia del agente reductor (Jalab et al., 2021).

El aumento del tiempo de reaccion es directamente proporcional al tamafio de
las particulas y al nimero de nudcleos generados, esto se debe al tiempo de
reaccion prolongado, por lo que las NPs pueden formar agregados o estructuras
mas grandes (Miu & Dinischiotu, 2022). Las caracteristicas de las
nanoparticulas sintetizadas pueden verse alteradas con el tiempo y condiciones
de almacenamiento, ya que las variaciones pueden ocurrir de diversas
maneras, como la agregacion de particulas debido al almacenamiento
prolongado, ademas las NPs pueden incrementar o reducir su tamafio si el
tiempo de almacenamiento es extenso, afectando asi su potencial (Patra &
Baek, 2014).

1.6.6. Concentracién del extracto vegetal
Otro factor importante en la sintesis de NPs es la concentracion del agente
reductor; éste puede modificar la morfologia y tamafio (Jameel et al., 2020). D.
Lade & S. Shanware. (2020) informan que, el tamafio medio de las NPs esta
influenciado por la concentracion del extracto verde, debido a su composicion
quimica que contribuye de manera significativa en la reducciéon de iones

metalicos para la formacion de atomos estables a nanoescala. Por lo anterior,
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el uso de extractos vegetales ricos en compuestos con poder reductor para la
sintesis de nanoparticulas representa una alternativa prometedora, debido al
potencial de diversos extractos vegetales, platas, frutos, cascaras y algunos
efluentes agroindustriales, como lo son las vinazas tequileras y efluentes
procedentes de la industria del maiz, los cuales poseen una composicion rica
en compuestos bioactivos que al ser aprovechados, se reduce la accidn

contaminante que estos generan al ser vertidos al ambiente.

1.7. El Nejayote

El maiz (Zea mays L.) es el cereal de mayor produccion y consumo en México,
ya que es la materia prima para la elaboracion de masa y tortilla (Valderrama
Bravo et al., 2020), su estructura se compone de cuatro partes principales:
pericarpio, que es la capa exterior compuesta principalmente de celulosa,
hemicelulosa, lignina, y acidos fendlicos; el endospermo, que esta constituido
por almiddén y proteinas; el germen y el pedicelo, los cuales son ricos en lipidos
(Martinez-Bustos et al., 2001). El procesamiento del maiz depende del producto
que se desea obtener; ya sea harina o productos a partir del maiz nixtamalizado

(masa).

La nixtamalizacion es un proceso de coccion de maiz con hidréxido de calcio
(Ca(OH)2), seguido de un proceso de reposo y posterior enjuague del grano.
De este proceso se obtienen dos subproductos: el nixtamal, que es el grano sin
el pericarpio y el residuo liquido de color amarillento con alto contenido de
solidos disueltos y suspendidos (nejayote) (Valderrama Bravo et al., 2020).
Desde el punto de vista quimico, el nejayote se caracteriza por un pH alcalino
y la presencia de compuestos bioactivos, también contiene partes hidrolizadas
del grano como tejido del pericarpio, germen y endospermo, por lo que es rico
en carbohidratos, calcio, compuestos fendlicos y proteinas (Buitimea-Cantia
etal., 2020). La composicion puede variar segun el tipo de maiz, la
concentracion de Ca(OH), la temperatura y tiempo de coccion, lo que influye
en su potencial de aprovechamiento biotecnoldgico (Instituto Politécnico
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Nacional et al., 2016).

Se han realizado investigaciones enfocadas al estudio de este efluente residual
(Valderrama- Bravo et al., 2013; Méndez-Albores et al., 2014; Acosta-Estrada
et al., 2019), en donde se ha reportado que contiene compuestos con poder
reductor que pueden ser aprovechados, 50 % de los solidos del nejayote estan
suspendidos (Ramirez Romero et al., 2013) y sus propiedades fisicoquimicas
dependen de los componentes presentes en el grano (Castro-Mufioz y Yafiez-
Fernandez, 2015).

1.8. Produccion de nejayote en México

Se informa que una produccion de 600 toneladas de maiz por dia genera entre
1500 — 2000 m?3 de nejayote (Castro-Mufioz y Yafnez-Fernandez, 2015; Acosta-
Estrada et al., 2019), lo que desafortunadamente contribuye con el deterioro
ambiental al ser vertido directamente al medio ambiente (Diaz-Montes et al.,
2016) debido al pH alcalino (12 -14) y a la elevada carga de materia organica
(2540 mg/L) (Diaz-Montes et al., 2016), pocas veces se ha intentado darle una
aplicacion, por lo que es importante reutilizar este residuo. De acuerdo con el
Directorio Estadistico Nacional de Unidades Econémicas (DENUE) 2019 del
INEGI, en México existen mas de 110,000 tortillerias donde se produce una gran
cantidad de nejayote, por lo que resulta conveniente proponer alternativas de
reutilizacion. Sin embargo, es un subproducto no valorado y sus componentes
fendlicos se han considerado sustancias de valor agregado por sus diversas
funciones (Diaz-Montes et al., 2016).

1.9. Composicion quimicay usos del nejayote

Investigaciones han revelado la presencia de importantes compuestos
reductores y carotenoides en el nejayote, asi como la liberacion de fitoquimicos
ligados a las paredes celulares (Gutiérrez-Uribe et al., 2010). Se ha reportado

gue dentro de los componentes bioactivos presentes se encuentran fenoles,



fitoesteroles, flavonoides, polisacaridos, glucésidos y cumarinas (Valderrama-
Bravo et al., 2013), asi como AX (Castro-Mufioz & Yafez-Fernandez, 2015),
siendo el AF el principal compuesto de este efluente residual (Martinez-Bustos
etal.,, 2001; Serna-Saldivar et al., 2015), (Figura 2) (L6épez-Maldonado &
Oropeza-Guzman, 2021).

Figura 2. Estructuras quimicas de los compuestos principales del nejayote.

La presencia de AF en el nejayote ha sido confirmada a partir de estudios
previos (Aarabi etal., 2016; Zdunska etal., 2018a; Zheng etal., 2024),
fortaleciendo su potencial como agente reductor, mejora sus propiedades
biolégicas, como la actividad antibacteriana o la biocopatibilidad, al quedar
adsorbidos en la superficie de las NPs (Borges et al., 2013; Kumar & Pruthi,
2014).

1.9.1. Acido Ferulico

Es un compuesto fendlico de la familia de los acidos hidroxicinAmicos,
ampliamente distribuido en las paredes celulares de las plantas (Kumar &
Pruthi, 2014). Su extraccion se ha reportado a partir de una amplia variedad de
fuentes vegetales y residuos agroindustriales (Ou & Kwok, 2004). La estructura
guimica del AF se muestra en la Figura 3, se incluye un grupo hidréxilo, un
grupo carboxilo y un doble enlace carbono conjugado, los cuales le otorgan

propiedades bioactivas de interés (Bao etal.,, 2023), tales como actividad
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antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antitrombdtica, antiviral,

antialérgica y anticancerigena (Balali-Dehkordi et al., 2024).

Su capacidad para neutralizar radicales libres lo posicionan como un
antioxidante natural seguro con aplicaciones consolidadas en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética (Zhai et al., 2023), recientemente se ha
propuesto su utilizacion en la sintesis de bioconjugados, como peliculas
comestibles de quitosano - AF, con aplicaciones en la conservacion de
alimentos, cosméticos antienvejecimiento y sistemas en el ambito biomédico
(Zheng et al., 2024), por lo que el uso de residuos agroindustriales representa
una estrategia sostenible para la produccién de antioxidantes naturales,
promoviendo la valorizacion de subproductos y reduciendo el uso de

antioxidantes sintéticos (Ou & Kwok, 2004).

Figura 3. Estructura quimica del Acido Ferulico (acido 4-hidroxi -3- metoxicinamico).

1.10. NPsAg

Las NPsAg son una de las NPs mas estudiadas utilizadas debido a sus
interesantes propiedades fisicoquimicas y su potencial actividad antibacteriana.
Dichas propiedades se deben a su tamafo, morfologia, carga superficial y
comportamiento optico (Aziz et al., 2014; Dwivedi & Gopal, 2010; Rao & Tang,
2017). El tamafo y morfologia de las NPsAg influye directamente en su
actividad bioldgica, las formas esféricas son las mas reportadas en sintesis
biogénica (Jalab et al., 2021).

Ademas, presentan una actividad antibacteriana de amplio espectro, afectando
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bacterias Grampositivas y Gramnegativas. Su mecanismo de accion se basa
en procesos sinérgicos entre los compuestos bioactivos adsorbidos en la
superficie de las NPsAg Y los iones de Ag* (Srikhao et al., 2022). Debido a sus
propiedades, las NPsAg tienen una amplia gama de aplicaciones en diversos
sectores. Estudios han reportado que en concentraciones elevadas, las NPsAg
pueden inducir citotoxicidad, hemolisis y estrés oxidativo en células (Saleh,
2020), el grado de toxicidad va a depender del tamafio de particula,

concentracion de iones y morfologia.

1.11. NPs ZnO

Las nanoparticulas de ZnO son conocidas por su bajo costo de obtencion,
versatilidad, alta estabilidad y sus destacadas propiedades en aplicaciones
antibacterianas, fotocataliticas y Opticas (Rodriguez Ortiz et al., 2021). Estas
NPs son semiconductores con una banda prohibida de aproximadamente 3.30
eV (Doan Thi et al., 2020). EI comportamiento fisicoquimico se ve influenciado
por factores como la temperatura de calcinacion, el pH y la presencia de
estabilizantes. Las NPs ZnO presentan actividad antibacteriana contra
bacterias tanto Grampositivas como Gramnegativas, hongos e inclusive

algunas cepas resistentes a antibiéticos (Nguyen et al., 2024).

La eficiencia antibacteriana puede verse incrementada debido a la presencia
de grupos funcionales organicos adsorbidos en la superficie; provenientes de
extractos vegetales (Suresh et al., 2015). Las NPs ZnO al ser empleadas en
concentraciones elevadas pueden generar efectos citotoxicos debido a su
acumulacion en las células y la produccién de ROS. En este contexto, la sintesis
biogénica presenta una estrategia Util para reducir riesgos al usar estabilizantes

naturales (Vijayaraghavan & Nalini, 2010).
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1.12. Aplicacién de las nanoparticulas

Actualmente, los NMs han abierto camino en diferentes sectores, como la
energia el medio ambiente, la industria alimentaria, la medicina, la electronica,
aplicaciones biologicas, entre otros y siguen ganando interés para los
investigadores (Yaqoob et al., 2020), esto debido a que poseen propiedades
eléctricas, estabilidad mecéanica y térmica, asi como propiedades O6pticas y
magneéticas (Khoshnevisan et al., 2019). Por otro lado, los 6xidos de metalicos
presentan amplio rango de aplicaciones, pueden reciclarse y poseen buena
selectividad (Yaqoob et al., 2020). Poseen funciones vitales en diferentes areas
de la tecnologia vegetal, por ejemplo, germinacién de semillas o el crecimiento
de las raices en las plantas (Shnoudeh et al., 2019); algunos 6xidos metéalicos
son ampliamente usados en remediacidon ambiental, la biomedicina, en la

industria del petréleo, entre otras aplicaciones.

Las NPs metalicas y 6xidos metalicos sintetizados por métodos biogénicos,
poseen potencial para diversas aplicaciones en areas industriales y biomédicas
debido a sus propiedades antibacterianas, estabilidad coloidal vy
biocompatibilidad (Pulit-Prociak & Banach, 2016; Shnoudeh et al., 2019; Diel et
al., 2021). Una de las aplicaciones mas destacadas es su uUusO como
recubrimientos antibacterianos en superficies de contacto, donde sea prioridad
la prevencion de la propagacion de microorganismos patdégenos (Radulescu
et al., 2023).
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2. Antecedentes

El nejayote, debido a su interesante composicion quimica tiene el potencial de
actuar como agente reductor y estabilizante en la sintesis de NPs. Ademas de ser
un efluente altamente contaminante, su aprovechamiento representa una estrategia
con doble proposito: la obtencién de materiales con valor agregado y la reduccion
de residuos con impacto ambiental negativo. En las Ultimas décadas, el interés de
la investigacion hacia este efluente se ha incrementado hacia su valorizaciéon como
recurso (Buitimea-Cantua et al., 2020), destacando su potencial como fuente de
energia, agente reductor y alto contenido en compuestos bioactivos. Lépez-
Maldonado y Oropeza-Guzman. (2021) informan algunos usos que se ha dado al
nejayote, los cuales estan enfocados a la recuperacion de componentes de valor

agregado.

Investigadores evaluaron la aplicacion a un proceso de electrocoagulacion
utilizando electrodos de aluminio y hierro para tratar el nejayote, donde se logro
reducir significativamente la DQO (Loredo Cancino et al., 2021). Se reporta el uso
como biofertilizante derivados del nejayote (Consorcio UNAM-TEC, 2025),
demostrando que su aplicacién en suelos incrementa el contenido de nitrégeno y
fosforo disponible para cultivos en condiciones de invernadero. Un estudio evalud
la aplicacion foliar de nejayote, tanto crudo como tratado en el cultivo de maiz azul,
donde registraron efectos positivos en etapas tempranas de desarrollo de la planta,

asi como en el rendimiento del maiz (Leal-Cortez, 2023).

Otras investigaciones estan enfocadas al tratamiento del nejayote con materiales
floculantes, tecnologia de membranas o sistemas bioldgicos, para poder reducir la
accion contaminante que éste genera (Castro-Mufoz & Yafez-Fernandez, 2015).
Se ha empleado como medio aglutinante para la formacién de aglomerados de
carbon y como base de alimentacion de ganado avicola en combinacion con soya y
sorgo (Diaz-Montes et al., 2016). En el area de sintesis biogénica, el nejayote aun
presenta literatura limitada, sin embargo, ha empezado a explorarse como medio

eficaz para la obtencion de NPs. El estudio de Escobar Morales et al. (2018)
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informan el uso del nejayote como agente reductor para la sintesis de
nanoparticulas de oxido de niquel (NPs NiO), utilizando extractos acuosos de
residuos de Manihot Esculenta (yuca) en presencia de nejayote como agentes

reductores y estabilizantes. Los extractos se mezclaron con Ni(NOs),* 6 H20 para

dar lugar a la formacion de NPs, el estudio reporta diferentes formas y tamafios de

las NPs obtenidas eficazmente.

Por otro lado Vacio-Muro et al. (2020) evaluaron la eficiencia del alginato de
sodio y quitosano, aplicados tanto de forma individual como secuencial para
reducir la carga contaminante del nejayote en términos de DQO, fenoles totales,
azucares reductores y solidos totales (ST), destacando que los tratamientos
secuenciales representan una alternativa viable y ecoldgica para el tratamiento

del nejayote.

Por lo anterior, y con base en sus caracteristicas funcionales, el presente estudio
se enfoca en el uso del nejayote como agente reductor y estabilizador en la sintesis
biogénica para la formacion de nanoparticulas de NPsAg y NPs ZnO y evaluacion
de su actividad antibacteriana. Con lo que, se promueve el reciclaje para reducir el
impacto ecologico negativo del nejayote en el medio ambiente y encontrar una
alternativa viable al problema de contaminacién que genera al medio ambiente, ya
que, el tratamiento adecuado de los residuos y subproductos de las diferentes
actividades industriales es hoy una prioridad global y su solucién requiere un
enfoque integral y sostenible (Diaz-Montes et al., 2016).
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3. Justificacion

El Nejayote es considerado un subproducto altamente contaminante debido a
su elevada carga organica, alcalinidad, presencia de compuestos fendlicos y
solidos en suspension. Su disposicion inadecuada, cominmente en cuerpos de
agua, drenajes o suelos, provoca alteraciones en los ecosistemas, generando
problemas ambientales, por lo que se ha impulsado la busqueda de estrategias
para su aprovechamiento sustentable. En este contexto, se ha demostrado que
el nejayote presenta una composicion rica en compuestos bioactivos como
acidos fendlicos, AX y otros metabolitos secundarios que pueden funcionar
como agentes reductores y estabilizadores durante la sintesis biogénica,
permitiendo asi la formacion de nanoparticulas de plata y 6xido de zinc, sin

recurrir a los métodos fisicoquimicos.

Ademas de ofrecer una alternativa ecolégica para la produccion de
nanomateriales, esta estrategia se alinea con los principios de economia
circular, al transformar un desecho agroindustrial en recursos de valor
agregado. Asimismo, las nanoparticulas obtenidas a partir de extractos
vegetales han demostrado potencial aplicacion en el control de bacterias
patégenas, lo que sitla a esta investigacion en la integracion de innovacion
tecnoldgica, la sostenibilidad ambiental y aplicaciones biomédicas. Por lo
anterior, el presente estudio no solo aborda la mitigacién del impacto ambiental
del nejayote, sino que también propone una solucion integral mediante su
reutilizacion para la sintesis de nanomateriales y al desarrollo de alternativas

efectivas frente a la resistencia antibacteriana.

4. Hipotesis

La composicion quimica y las propiedades antioxidantes de los compuestos
presentes en el nejayote pueden llevar a cabo la sintesis biogénica para la

obtencién de nanoparticulas de plata y 6xido de zinc, las cuales presentaran



capacidad antibacteriana.

5.1.

5. Objetivos

Objetivo general.

Obtener nanoparticulas de plata y 6xido de zinc via sintesis biogénica

usando nejayote y evaluar su actividad antibacteriana.

5.2. Objetivos especificos.

Vi.

Obtener el nejayote y determinacion del contenido de compuestos
reductores.

Realizar sintesis biogénica de nanoparticulas de plata y éxido de zinc
utilizando nejayote.

Determinar las mejores condiciones de sintesis biogénica de
nanoparticulas de plata evaluando los factores: concentracion del
nejayote, concentracion de la sal de plata, pH.

Determinar las mejores condiciones de sintesis biogénica de
nanoparticulas de 6xido de zinc evaluando los factores: concentracion
del nejayote, pH y temperatura de calcinacion.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas mediante diferentes técnicas
analiticas, tales como: espectroscopia UV-Visible, Difraccion de Rayos X
(DRX), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Electronica de Transmision, (TEM) y Microscopia de Fuerza
Atomica (MFA).

Evaluar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas sintetizadas.
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6. Metodologia

6.1. Obtencidn y pretratamiento del nejayote
El nejayote fresco se recolecté de un molino local de tortillas de maiz. Para eliminar
las particulas solidas en suspension y obtener un efluente libre de solidos, el
nejayote recolectado fue purificado mediante filtracion seguida de centrifugacion
usando una centrifuga refrigerada pequefa de alta velocidad Mega 17R (Hanil
Scientific, Corea del Sur). Las condiciones de operacion utilizadas fueron: 15,000
rpm durante 15 minutos a 20 °C. El nejayote purificado se empleé para la sintesis
de NPsAg y NPs ZnO. Finalmente, el nejayote purificado se almacen6 en

contenedores a 4 °C.

6.2. Analisis fisicoquimico del nejayote
Las muestras se analizaron considerando los siguientes parametros (Diaz-Montes
et al., 2016): DQO por el método del dicromato de potasio; Demanda Bioldgica de
Oxigeno (DBOs) por el método de Winkler; dureza por el método de valoracion
EDTA. Sdlidos Suspendidos Totales (SST), Sdélidos Sedimentables (SSED) y ST.
La concentracién de fenoles totales se determind por el método de Folin-Ciocalteu
(Lamuela-Raventos et al., 2017); la reduccion del contenido de azlcar en las
muestras de nejayote se midio por el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Nufiez
et al., 2012); determinacion de cloruros se realiz6 por el método de Mohr, los iones
de carbonato se cuantificaron por titulacion con el acido clorhidrico (HCI). La
densidad se midioé utilizando un densimetro (TDM1107, Robsan, México) calibrado
en unidades de densidad relativa (DR) a una temperatura estandar de 15 °C. El pH
y la conductividad eléctrica se midieron utilizando un medidor portatil de doble canal
(LAQUAact PC110-K, Horiba, Japon), con capacidad de registro de datos de 1000

entradas.

38



6.3. Cuantificacién de AF en nejayote

El contenido de acido Ferulico en el nejayote se determiné mediante un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), utilizando un equipo Ultimate 3000
Thermo Scientific™ uHPLC, Waltham, MA, EE. UU.) con un detector de diodos (UV-
Vis) y una columna Hypersil Gold aQ (150 mm x 4,6 mm y 5 ym). Se utilizaron dos
fases; la fase A consisti6 en acido formico (0.1%) y la fase B consistié en acetonitrilo.
Se empled un método isocratico con una relacion de fase 70/30, caudal de 0.8
mL/min, temperatura de columna a 25 °C, longitud de onda de 321 nm y volumen
de inyeccion de la muestra de 10 uL. Se utilizé una curva de calibracion utilizando
acido ferulico como patron (5 — 40 pg/mL) para evaluar su contenido en las muestras
de nejayote. Antes de la medicion por HPLC, el nejayote se filtré usando un filtro
con una jeringa estéril de PTFE B de 0.45 um (ChoiceTM, Thermo Scientific™y se
desgasificé durante 10 minutos en un bafio ultrasénico Branson 8800 (Ultrasonic™
Digital Bench Top Cleaner, modelo CPX8800H). Los extractos diluidos se
inyectaron directamente en el sistema de HPLC. Las areas de pico de las muestras
se monitorearon a 321 nm. El andlisis de cada muestra se realizo por triplicado. El
mismo protocolo se utilizé para determinar la concentracion de acido ferulico en el
coloide de AgNPs.

6.4. Sintesis biogénica de NPsAg

Las NPsAg se prepararon mezclando una solucion acuosa de AgNOsz 10 mM con
nejayote previamente purificado y diluido (1:20). La reaccion se mantuvo
continuamente en agitaciéon magnética a 250 rpm durante 1 hora para lograr la
reduccion de los iones de plata (Ag*). Asimismo, se realizé un disefio experimental
de Taguchi Lo para estudiar el efecto de las variables sobre el tamafio y la
distribucion de tamafios de las NPs: pH, concentracion de sal de plata y
concentracion de agente reductor (ver tabla 3). La concentracion de ST en el
nejayote se determiné bajo tres condiciones de dilucion diferentes basadas en una
densidad medida. Las condiciones de sintesis se optimizaron mediante un analisis

de varianza.
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De acuerdo con el analisis de sefial-ruido (S/N), se sintetizaron nanoparticulas de
plata con las condiciones propuestas como Optimas, evaluando dos temperaturas
de sintesis (60 y 80°C) y se ajusto el pH del nejayote a 10. La relacion S/N se calcul6

mediante la ecuacion 1.

Ndat (1)

1 Z 1
Ngat qu'z

i=1

= —10log

Donde, ndat = 3 (numero de réplicas), Rqi es la variable de respuesta utilizada para
este analisis de acuerdo con las condiciones mencionadas en el disefo

experimental.

Tabla 3.Disefio experimental Taguchi Le para sintesis de NPsAg a partir del nejayote.

Concentracion de

Muestra pH Concentracién de Nejayote (v/v)

AgNO3 (mM)
1 6 5 Concentrado
2 6 10 1:20
3 6 15 1:10
4 8 5 1:20
5 8 10 1:10
6 8 15 Concentrado
7 10 5 1:10
8 10 10 Concentrado
9 10 15 1:20

El analisis de varianza (ANOVA) se emplea para comparar grupos de datos y es
fundamental en el analisis de resultados de cualquier disefio experimental. Se
utilizaron los valores calculados de la relacibn S/N para evaluar el efecto de las
variables de sintesis de NPsAg, lo que permiti6é identificar el experimento con las
condiciones Optimas que favorecen la sintesis, para lo cual se emplearon las
siguientes ecuaciones (Ec. 2-4) (Guijarro-Aldaco et al., 2011):
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Donde ngat €s el numero total de datos experimentales, nr es el nimero de
ejecuciones experimentales bajo el nivel i, Fi se obtiene de la suma de la variable
de respuesta para las corridas experimentales bajo el nivel i, Tt es la suma de la
variable de respuesta para todas las corridas experimentales, yi es el valor de la
relacion S/N, SST es la suma total de cuadrados, kr es el nimero de niveles de
factor F (la variable analizada en la sintesis de adsorbentes), vr es los grados de

libertad del factor F (1/kf), or es la varianza para el factor F y SSF es la suma de

los cuadrados para el factor F, respectivamente.

6.5. Caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas

Las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas utilizando diferentes
técnicas: sus propiedades épticas se investigaron utilizando un espectrofotometro
UV-Visible Thermo Scientific™ Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.) que opera en un rango de longitud de onda de 300 a 700 nm. El
analisis de difraccion de rayos X (DRX) permitio identificar la naturaleza cristalina
de las nanoparticulas. Los datos de DRX se obtuvieron utilizando un difractometro
Malvern-Panalytical Empyrean (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Reino Unido)
equipado con un detector PIXEL 1D a 45 kV y 40 mA, empleando la configuracién
de Bragg-Brentano y radiacion CuK a1 (A=1,5406A) a una velocidad de barrido de
147 °/s con un tamafio de paso de 0.02° en un rango de 0 a 60°. El tamafo del

cristalito se calcul6 a partir de la anchura de las sefiales de difraccion utilizando la
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ecuacion de Debye-Scherrer (ecuacion 5) de Debye-Scherrer (Holzwarth & Gibson,
2011):

K2 ®)
b " Bcosf

Donde:

D= Tamafo del cristalito en nm, K= Constante de Scherrer, 0.9 — 0.98 (factor de
forma) A = Longitud de onda del haz de rayos-X utilizado (1.54178 A), B = Ancho
total a la mitad del maximo (FWHM) del pico de difraccion (en radianes), 8 = Angulo
de difraccién de Bragg (posicién del pico de difraccion en radianes). La constante
de Scherrer denota la forma de la particula y su valor suele tomarse como 0.9 y es
empleada para la estimacion del tamafio promedio del cristalito a partir del ancho

medio de los picos de difraccion (Kudnal et al., 2019).

Las caracteristicas estructurales morfolégicas de las nanoparticulas se analizaron
mediante microscopia electronica de transmision (TEM), TEM de alta resolucién
(HR-TEM) y difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) con un
microscopio FEI-TITAN 80-300 kV (FEI Company, Hillsboro, OR, USA) operado a
300 kV. La composicién elemental se determind mediante espectroscopia de
dispersién de energia (EDS) integrada en el sistema TEM. La distribucion del
tamafo de particula se evalué midiendo los diametros de las nanoparticulas a partir
de imagenes TEM utilizando el software ImageJ. Asimismo, se emple6 microscopia
electronica de barrido (SEM) utilizando un microscopio JEOLJSM-5900 LV (JEOL
Ltd., Tokio, Japon).

El analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) identifico
grupos funcionales en la superficie de las NP utilizando un espectrofotdmetro
infrarrojo Thermo ScientificTM Nicolet™ iS10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.) en un rango de nimero de onda de 4,000 a 400 cm?, realizando 32
barridos y diluyendo en granulos de bromuro de potasio (KBr). Finalmente, se

determind el tamafio y la topografia de las nanoparticulas utilizando un microscopio
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de fuerza atomica (AFM) ScanAsyst Bruker, Dimension Edge with ScanAsyst
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA). Para el andlisis de imagenes se utilizo el
software Nanoscope. La concentracion de AF en el coloide de las NPsAg se
determino por HPLC.

6.6. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las NPsAg

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata se estudié por el método
de dilucion seriada en placas de agar; la cepa bacteriana Gramnegativa utilizada
fue E.coli ATCC 25922. Los resultados se expresaron en UFC/mL mediante la
determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). E.coli se cultivé en un medio liquido de infusion cerebro-
corazon (ICC) a 37 °C durante 20 horas. El ajuste bacteriano se realizé en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm para obtener una
concentracion de 1x107 células/mL, seguido de diluciones seriadas para alcanzar
1x10° células/mL. Posteriormente, las células bacterianas interactuaron con NPsAg
(biogénicas y sintetizadas quimicamente) durante 3 h (65 rpm y 37 °C) a diferentes
concentraciones. Para la sintesis biogénica se evaluaron las siguientes
concentraciones (0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 ug/mL) utilizando nejayote como
control.

También se investigd la actividad antibacteriana de las NPsAg preparadas
quimicamente a concentraciones de (0.25, 0.50, 0.75 1 ug/mL) utilizando solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) como control. Después se vertieron 100 uL de
cada tratamiento a las placas de agar MacConkey y se distribuyeron uniformemente.
Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. La actividad
antibacteriana se evalué mediante la evaluacion del nimero de UFC, que determino
la CMI y la CMB. Donde la CMI es la concentracibn mas baja de un agente
antibacteriano que previene el crecimiento bacteriano, mientras que la CMB se
define como la concentracion mas baja del agente antibacteriano que inhibe

completamente el crecimiento bacteriano. El analisis estadistico se realiz6 mediante
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la prueba de Tukey; este método de comparacion multiple se utiliza para identificar

diferencias significativas entre grupos (p<0.05).

6.6.1. Evaluacién de la actividad antibacteriana de AF

La actividad antibacteriana de AF se investigd utilizando la prueba de dilucion por
goteo en placas de agar. La cepa bacteriana gramnegativa utilizada fue E. coli
ATCC 25922. E. coli se cultivé en un medio ICC a 37 °C durante 20 horas. El ajuste
bacteriano se realiz6 en un espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm
para obtener una concentracion de 1x107 células/mL, seguido de diluciones
seriadas para alcanzar 1x10° células/mL. Posteriormente, las células bacterianas
interactuaron con AF durante 3 horas a 65 rpm y 37 °C con diferentes
concentraciones de AF (2500, 1250 y 625 pg/mL) utilizando PBS como control.
Transcurrido el tiempo de interaccion, se vertieron por goteo 10 pL de cada
concentracion en placas de agar MacConkey y se incubaron a 37 °C durante 24

horas.

6.7. Ensayo de Hemolisis

Para demostrar el uso seguro de las NPs en estudio, se investigd la actividad
hemolitica y citotoxica de los materiales. Los glébulos rojos (RBC) se expusieron a
las NPs utilizando las concentraciones evaluadas en la prueba antibacteriana. La
actividad hemolitica se evalud siguiendo el protocolo estandar ASTM F756-13
(Practica estandar para la evaluacion de las propiedades hemoliticas de los
materiales). Se recolectd sangre humana estabilizada con heparina. Para cada
muestra se utilizd un volumen total de 10 mL, donde se mezclaron las diferentes
concentraciones de NPs con la solucion salina al 0.9% y se afadieron 100 pL de

sangre.

Las muestras en blanco se prepararon con agua destilada como control positivo,
solucion salina como control negativo y, como tercer control, el medio en el que se

resuspendieron las NPs (ruta biogénica y ruta quimica), que consistio en nejayote y
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goma arabiga, respectivamente. Todos los experimentos se realizaron por triplicado
y se incubaron a 37 °C en un bafio de agua a 65 rpm durante 3 horas.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 minutos, y se
midi6 la absorbancia del sobrenadante a 540 nm una longitud de onda
correspondiente a la banda de absorcion de la oxihemoglobina (Jimenez-Chavez
et al., 2024). La actividad hemolitica se calcul6 mediante la ecuacion 6:

Absorbancia de la muestra

Actividad h litica % = 100
Eaatemolitica % Absorbancia del control negativo x ©)

6.7.1. Ensayo de viabilidad celular (CCK-8)
Después del periodo de exposicién (24 h) a los NMs, las células se lavaron (dos
veces) con solucion de PBS. Se afiadieron 100 pL de solucién MTS (1:10) en medio
DMEM a cada pocillo y se incubaron durante 2.5 h para obtener la sal soluble de
formazano (Alharbi et al., 2022). Posteriormente, se retird6 el medio con la sal de
formazano formada y se midio la viabilidad celular mediante espectroscopia UV-Vis.

La absorbancia se midié a 450 nm utilizando un lector de placas.

6.7.2. Ensayo de citotoxicidad (LDH)
La liberacién de LDH a los medios celulares se midié siguiendo el protocolo del
fabricante (LDH Cytotoxicity Detection Kit Roche, catdlogo n.° 116447930001)
(Alharbi et al., 2022). Se prepard una solucién reactiva adicionando 48.9 uL de
reactivo 2 y 1.1 yL de reactivo 1 para cada pocillo. Se afadieron 50 uL de esta
mezcla a cada muestra y se dejé reaccionar durante 25 minutos. Finalmente, el LDH
liberado se cuantific6 mediante espectroscopia UV-Vis (a 450 nm en un lector de
placas). Para la obtencion de imagenes de AFM, antes de la siembra de celdas en
placa de 24 pocillos, se colocé un cubreobjetos circular estéril en el fondo de los
pocillos. A continuacién, las celdas se fijaron con formalina al 10% y se

deshidrataron con soluciones de etanol creciente (40 a 100%) durante 10 minutos y
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los pocillos se dejaron secar durante 20 minutos. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado y se incubaron a 37 °C en condiciones controladas.

6.8. Sintesis de NPs ZnO

Se sigui6 la metodologia descrita por Doan Thi et al. (2020). En un procedimiento
tipico, se disolvieron 2 g de nitrato de zinc hexahidratado (Zn(NO3)2:6H20),
empleado como sal precursora en 42.5 mL de nejayote a diferentes concentraciones
(1:10, 1:5, 1:1 v/v y concentrado), la solucion resultante se mantuvo en agitacion
magnética a 250 rpm y temperatura controlada de 60 °C durante 60 minutos.
Posteriormente, las mezclas de reaccidén se secaron a 60 °C durante 12 horas y
fueron sometidas a un tratamiento térmico a 400 y 600 °C durante 1 hora.
Finalmente, las NPs ZnO obtenidas fueron lavadas repetidas veces con agua

desionizada y etanol para eliminar impurezas.

6.9. Caracterizacion de NPs ZnO
Las NPs sintetizadas fueron caracterizadas mediante diferentes técnicas analiticas
como DRX, SEM, TEM y FTIR mediante el uso de los equipos descritos en la
seccion 6.5., manteniendo cada técnica de caracterizacion en las condiciones
adecuadas para el analisis, con el objetivo de obtener informacion referente a
tamafio, morfologia, cristalinidad y grupos funcionales presentes en la superficie de
las NPs.

6.10. Evaluacién antibacteriana de NPs ZnO

Para evaluar la actividad antibacteriana, se utilizaron diferentes concentraciones de
NPs ZnO (150, 200, 250, 300 y 350 pg/mL) y se incorpor¢ la evaluacion del efecto
bajo condiciones de irradiacién con luz UV a 254 nm, 10 W y en oscuridad total, con
el objetivo de analizar la influencia de estas variables en la actividad antibacteriana

durante 12 horas de interaccion en agitacion continua a 65 rpm y 37°C en bafio de
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agua. La prueba se evalué por el método de dilucion seriada en placas de agar,

usando la cepa bacteriana Gramnegativa E.coli ATCC 25922.

Los resultados se expresaron en UFC/mL para determinar la CMI. E.coli se cultivd
en un medio ICC a 37 °C durante 20 horas. Se realiz6 el ajuste bacteriano en un
espectrofotometro con una longitud de onda de 625 nm hasta obtener una
concentracion de 1x107 células/mL, seguido de diluciones seriadas para alcanzar

1x10° células/mL.

6.11. Ensayo de hemolisis de NPs ZnO

Los RBC se expusieron a las NPs ZnO utilizando las concentraciones evaluadas en
la prueba antibacteriana y se emple6 la metodologia descrita en la seccion 6.7. Para
cada muestra se preparé un volumen total de 10 mL, en el cual se combinaron
distintas concentraciones de NPs (150, 200, 250, 300 y 350 pg/mL) con soluciéon
salina al 0.9% y se incorporaron 100 yL de sangre. En este sentido, las muestras

se expusieron a dos condiciones distintas de iluminacion: luz UV y oscuridad total.

Las muestras en blanco se prepararon con agua destilada como control positivo,
solucion salina como control negativo y, como tercer control; nejayote. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y se incubaron a 37 °C en un bafio de agua
a 65 rpm durante 6 horas, con el fin de evaluar el posible efecto fotocatalitico de las

NPs sobre la integridad de los eritrocitos humanos.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Obtencion y pretratamiento del nejayote

La recoleccion del nejayote consistio en separar el maiz del agua residual, la cual
presentd una coloracion amarilla, una alta densidad y solidos suspendidos como
restos de granos de maiz y pericarpio, como se observa en la Figura 4A.
Posteriormente, tras el proceso de purificacion mediante centrifugacion, se obtuvo
una solucioén libre de sélidos, adecuada para su uso en la sintesis de nanopatrticulas.
La centrifugacion permitio la eliminacion de impurezas insolubles, lo que indica que
el proceso de purificacion fue eficiente en la obtencion de nejayote libre de sdlidos.
(Figura 4B).

Figura 4. Nejayote fresco obtenido (A) sin filtrar y (B) nejayote libre de sélidos después del proceso
de purificacion.

7.2. Analisis Fisicoquimico del nejayote

La composicion del maiz varia segun el tipo de maiz, la cantidad por lote, el agua
utilizada, la cantidad de hidroxido de calcio (Ca(OH)2 afiadida, asi como el tiempo
de coccion, el periodo de reposo y la temperatura del proceso (Castro-Muiioz et al.,
2016; Valderrama-Bravo et al., 2020). En la Tabla 4 se muestran los resultados del

analisis fisicoquimico del nejayote utilizado en este estudio. Los altos niveles de
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SST y SSED en la muestra se deben principalmente a los fragmentos de pericarpio
y otras particulas organicas que se desprenden del maiz durante el proceso de
nixtamalizacion, lo cual contribuye con la turbidez y densidad del nejayote. Ademas,
se ha observado que los componentes del nejayote incluyen varios constituyentes
del maiz, como AX y compuestos fendlicos, compuestos cumaricos, junto con
sustancias disueltas como fenoles totales, azucares reductores y carotenoides; que
imparten el color amarillo caracteristico. Estos factores contribuyen a su importante

potencial de contaminacion (Buitimea-Cantua, 2023).

Tabla 4. Valores promedio del analisis fisicoquimico del nejayote.

Parametro Valores promedio
Ph 11.98 + 0.64
Dureza (mg/L CaCOs) 4150+ 185.71
Densidad (kg/m?®) 1010.14 + 10.11
Conductividad eléctrica (ms/cm) 4.85 + 0.40
Fenoles totales (mg/L) 839.64 £ 37.96
AzUcares reductores (mg/L) 48.48 +8.11
DQO (mg/L) 30 500 + 786.63
DBOs (mg/L) 3000 + 443,84
TSM (mg/L) 11 400 + 469.19
SSED (MI/L) 315+ 51.79

ST (mg/L) 21500 + 885.77
Cloruros (mg/Ml) 0.02272 £+ 0.0029
Carbonatos (mg/Ml) 0.05040 £ 0.0047
Bicarbonatos (mg/Ml) 0.16714 £ 0.0124

De acuerdo con datos reportados en otros estudios (Gutiérrez-Uribe et al., 2010;
Diaz-Montes et al., 2016) los valores tipicos de DQO del nejayote se encuentran
entre 10,000 — 28,000 mg/L. Esta variacion se debe a la presencia de materia
organica (Gutiérrez-Uribe et al., 2010; Diaz-Montes et al., 2016), la cual esta
compuesta por carbohidratos, proteinas, lipidos y compuestos fenodlicos que
contribuyen a la contaminacién del medio ambiente cuando este efluente se vierte
en cuerpos de agua. Asimismo, los elevados niveles de DBOs reflejan un fuerte
impacto negativo sobre la calidad del agua, ya que los microorganismos consumen
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rapidamente el oxigeno disuelto al descomponer la materia organica presente en él
(Castro-Mufioz et al., 2015; Valderrama Bravo et al., 2020).

7.3. Cuantificacién de AF en nejayote

La Figura 5 presenta el analisis por HPLC de AF, tanto de la solucion estandar como
del nejayote. En la figura se puede observar que el tiempo de retencion del nejayote
(3.79 minutos) coincide con el de la solucion estandar de AF, lo cual confirma la
presencia de este compuesto en las muestras de nejayote. La curva de calibraciéon
se obtuvo trazando las areas de pico de las soluciones estandar contra la
concentracion de AF y ambas areas de pico del patron (40 ug/mL) y del nejayote se
utilizaron para determinar el contenido de AF en el nejayote. Las sefiales adicionales
en el cromatograma del nejayote pueden estar relacionadas con otros compuestos
fendlicos con estructuras quimicas similares y tiempos de retencion cercanos al AF
(Aarabi et al., 2016; Castro-Mufioz & Yafez-Fernandez, 2015) e incluso algunos
otros &cidos organicos presentes. Estos resultados coinciden con lo reportado en
estudios previos (Antunes Ricardo et al., 2021; Vacio-Muro et al., 2020).

Figura 5. Cromatogramas liquidos de alto rendimiento correspondientes a una solucién estandar
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de AF de 40 pg/mL y diferentes muestras de nejayote analizadas a 321 nm.

En la Tabla 5 se muestran las concentraciones de AF obtenidas en las diferentes
muestras de nejayote. Como se puede observar, existe una variacion en el
contenido de este compuesto, esto se debe a que la concentracion dependera de
las condiciones de operacion aplicadas en el proceso de nixtamalizacién, como la
temperatura, tiempo de coccion, cantidad de agua y Ca(OH)z, y el tipo de maiz,
estos valores se encuentran dentro del rango reportado en la literatura (Aarabi et
al., 2016; Antunes Ricardo et al., 2021; Vazquez-Lopez et al., 2023). Por lo tanto,
las muestras de nejayote obtenidas pueden llevar a cabo la sintesis de NPsAg
debido a su contenido de AF, asi como algunos otros compuestos bioactivos que

pueden usarse como agentes reductores o estabilizantes en el proceso.

Tabla 5. Concentracion de &cido ferulico en muestras de nejayote.

Muestra Concentracién de AF mg/mL en nejayote
M1 0.81607
M2 0.34481
M3 0.55771
M4 0.05181
M5 0.33595
M6 0.69290

La Figura S1 muestra la curva de calibracion para el AF utilizando HPLC para la
determinacion cuantitativa. La curva de calibracién abarca concentraciones de 1 a
40 pg/mL y muestra un comportamiento lineal en ese rango de concentracion, con
una regresion lineal solida y un coeficiente de correlacion elevado. Ademas, los
valores bajos de desviacion estandar indican que el método es preciso y confiable
para la cuantificacion de AF. El andlisis mediante HPLC evidencia una elevada
especificidad, observandose un pico bien definido correspondiente al AF, cuyos
tiempos de retencién son consistentes tanto en las muestras estandar como en el

nejayote.
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Investigaciones anteriores destacan la importancia de extraer los acidos fendlicos
presentes en el nejayote. En este contexto, el AF ha sido inmovilizado en quitosano
para desarrollar peliculas bioactivas con propiedades antioxidantes mejoradas
(Arias et al., 2024). Estudios recientes han evidenciado la amplia bioactividad del
AF, incluyendo efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos,
hepatoprotectores, anticancerigenos, antitromboticos y antivirales. También se ha
informado que participa en procesos como la modulacion enzimatica, la activacion
de factores de transcripcion, la regulacion de la expresion genética, la transduccion
de sefales y la quelacion de metales, lo cual respalda su potencial aplicacion en las
industrias médica y cosmética (Kumar & Pruthi, 2014; Zdunska et al., 2018). La
deteccion de acidos fendlicos en el efluente de nejayote refuerza su valor como

recurso y promueve el desarrollo de estrategias para su utilizacion sostenible.

7.4. Sintesis biogénica de NPsAg

Las nanoparticulas de plata se sintetizaron utilizando nejayote como fuente de
agentes reductores y estabilizante. La formacion de NPsAg se observl por un
cambio de color de amarillo a marron oscuro durante los primeros minutos de la
reaccion de sintesis. El nejayote funcion6 como agente reductor y como
recubrimiento, actuando como un surfactante natural que regula el tamafio y la
estabilidad de las nanoparticulas, esto coincide con otros estudios reportados donde
la sintesis esta mediada por extractos vegetales (Abbasi et al., 2017a; Alharbi et al.,
2022b; Choukade et al., 2020; Fahim et al., 2024; Rodriguez-Serrano et al., 2020;
Zheng et al., 2024).

El proceso de sintesis se muestra en la figura 6. Al inicio de la reaccion (Figura 6A),
los iones de Ag* se disuelven y comienzan a interactuar con los agentes reductores
y tensioactivos presentes. En la Figura 6B, al aplicar calor a la mezcla, la velocidad
de reaccion se incrementa, lo que conduce a un cambio de color caracteristico de
la formacion de plata coloidal (Medina-Ramirez et al., 2020), como se muestra en la
Figura 6C.
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Figura 6. Representacion esquematica de la sintesis de NPsAg mediada por nejayote. (A) muestra
de nejayote, (B) interaccién de los iones de Ag* y (C) solucidn coloidal de NPsAg sintetizadas a 80
°C.

Ademas, la Figura 7 muestra la capacidad surfactante del nejayote; al reducir el
AgNOs con AF en grado reactivo, la reduccion de los iones de plata es seguida por
procesos de agregacion y deposicion. Este compuesto fendlico posee una
capacidad redox adecuada para reducir iones de Ag*, como lo demuestra la
formacién visible de un espejo de plata en las paredes del matraz. No obstante, no
tiene la capacidad de controlar el tamafio de particula, lo que da como resultado la
formacion de una superficie plateada en lugar de nanoparticulas bien definidas.
Ademas, la velocidad de esta reaccion es considerablemente menor en
comparacioén con la obtenida al utilizar nejayote para la sintesis de plata coloidal, lo
qgue indica que en nejayote probablemente intervienen otros compuestos con

capacidad reductora.
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Figura 7. Sintesis de nanoparticulas de plata (NPsAg) utilizando AF como agente reductor. Ay B
muestran diferentes relaciones molares de AgNOs3: AF: 1:3 (A) y 1:2.5 (B). Las flechas rojas indican
la formacion de espejos de plata debido al crecimiento descontrolado de particulas de plata.

Asimismo, se investigd la influencia de la concentracion de pH, AgNOs y nejayote
para la sintesis de NPsAg mediante el andlisis de S/N. El andlisis estadistico
ANOVA indicé que el pH fue la variable con mayor influencia en el proceso de
sintesis. De acuerdo con Miu and Dinischiotu et al. (2022) las moléculas bioactivas
involucradas en el proceso de sintesis biogénica podrian tener diferentes niveles de
actividad reductora dependiendo del valor del pH del extracto. En este sentido, los
valores bajos de pH favorecen la protonacion de algunos grupos funcionales
(Vanaja et al., 2014), dificultando la interaccion con los iones de (Ag*). Ademas, se
ha informado que el pH desempefia un papel importante en la sintesis para el control
de tamafo y la forma de las NPs (Sharma et al., 2022), lo que se atribuye a las
interacciones electrostaticas entre las particulas y los grupos funcionales cargados
de los compuestos fitoquimicos. La Figura S2 muestra el andlisis de S/N para las

condiciones de sintesis de NPsAg donde el pH y la concentracion de AgNOs fueron
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las variables relevantes que impactaron la formacion de NPsAg. Los resultados del

analisis ANOVA se muestran en la Tabla S1.

7.5. Caracterizaciéon de las NPsAg sintetizadas

7.5.1. Espectroscopia UV-Visible

La formacién de las NPsAg se analiz6 midiendo la resonancia del pasmon
superficial (SPR) a lo largo de 300 -700 nm (Figura 8). Las NPsAg presentan una
banda centrada SPR en 434 nm, que es caracteristico de este metal (Sharma et al.,
2022, Srikhao et al., 2022). Los espectros de las NPsAg muestran que el efecto de
la temperatura favorece la reaccion de reduccién de los iones de (Ag*), lo que
resulta en una mayor formacién de NPs en un menor tiempo (Srikhao et al., 2022;
Tam et al., 2022). Ademas, la banda de absorcion de las NPs producidas a 80 °C
es estrecho, lo que denota una baja dispersion en el tamario.

Figura 8. Espectro de absorcion UV-Vis de las NPsAg coloidales sintetizadas a partir de nejayote a
diferentes temperaturas de reaccion: 60 °C (azul) y 80 °C (rojo).
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7.5.2. DRX

La naturaleza cristalina de las NPsAg fue confirmada por XRD. La Figura 9 muestra
el patron DRX donde se observan las reflexiones de Bragg a valores de 26 en 38.07,
43.98, 46.32, 64.72 y 77.59° correspondientes a los planos cristalograficos (111),
(200), (231), (220) y (311) respectivamente, reflejando la naturaleza cubica centrada
en las caras de las NPsAg (JCPDS N° 040783 (Rahman et al., 2019; Alharbi et al.,
2022; Tam et al., 2022). Ademas, se identifica la existencia de sefiales de difraccién
adicionales a valores de 20 en 27.96, 32.29, 46.32, 54.77 y 57.32° correspondientes
a los planos cristalograficos (111), (200), (220), (311) y (222), asociados a la
formacién de cloruro de plata (AgCl) (Choukade et al., 2020; Rahman et al., 2019;
Tam et al., 2022).

La sintesis biogénica de NPs metalicas produce particulas modificadas en la
superficie debido al componente organico del extracto empleado para la reduccion
de iones metalicos (Castro-Mufioz & Yé&nez-Ferndndez, 2015). Ademas, la
presencia de cloruros y carbonatos en el nejayote favorece la formacién de
compuestos poco solubles como cloruro de plata (Kps: 1.8 x 107'°) o carbonato de
plata (Kps: 8 x 10712) (Castro-Muiioz & Yafiez-Fernandez, 2015), lo cual reduce la
disponibilidad de iones (Ag*) libres en solucion. Esta limitacion puede influir en la
nucleacion y crecimiento de las NPs, y por ende en su tamafio y distribucion. Las
NPsAg obtenidas presentaron un tamafio de cristalito de 25.65 nm, calculado

mediante la ecuacion de Debye-Scherrer.
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Figura 9. Difractograma de rayos X de NPsAg sintetizadas a partir de Nejayote, que representa
las sefiales caracteristicas de la Ag metalica (linea roja) y otras sefiales atribuidas a la formacién
de AgCI (linea verde).

7.5.3. TEM

Las micrografias TEM y HR-TEM (Figura 10A y 10B) muestran que las NPsAg
exhiben predominantemente una morfologia esférica con algunas formas
irregulares y tamafios variables. El patron SAED en la Figura 10C muestra puntos
brillantes en anillos circulares, correspondientes a los planos (111), (200), (220) y
(311) atribuidos a la estructura cubica centrada en las caras (Srikhao et al., 2022).
Segun las distancias interplanares y los datos cristalograficos, los planos (111),
(200), (220), (311) y (222) estan asociados con la formacién de AgCl
(Balashanmugam et al., 2016; Ghiuta et al., 2021; Huo et al., 2021). La distribucién
de tamafio de particula oscila entre 9 y 85 nm, con un diametro medio de 20 nm. La
presencia de cloruros en el nejayote da lugar a la formacién de AgCl debido a una
baja solubilidad, lo que conduce a la formacién de AgCl, esto contribuye a una
mayor activad microbicida, debido a la liberacion controlada de iones Ag* (Al
Aboody, 2019; Kubasheva et al., 2020; Muthusamy et al., 2015).
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Figura 10. Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Transmision para el tamafio y la
distribucion de las NPsAg. Especificamente: (A) Micrografia TEM de baja resolucion y (B)
Micrografia HR-TEM de las NPsAg. (C) Patron SAED con anillos concéntricos marcados. (D)
Histograma que muestra la distribucién del tamafio de particula de las NPsAg.

El analisis EDS se muestra en la Figura 11, se confirmd la presencia de Ag,
evidenciando la formaciéon de NPs con una concentracion de 16.55% en masa
atomica, lo que muestra una cantidad significativa de este elemento. La presencia
de cobre se debe a la rejilla de cobre utilizada en el equipo y el calcio se atribuye al
Ca(OH)2 que se afiade al maiz en el proceso de nixtamalizacion. Los elementos
como el oxigeno y el silicio se atribuyen a extractos de plantas segun Qayyum et al.
(2017), mientras que el boro y el magnesio pueden estar asociados con impurezas
o residuos organicos de nejayote. Elementos adicionales se atribuyen a la

composicién natural del nejayote, ya que contienen varios compuestos inorganicos
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y metabolitos, lo que puede explicar la presencia de estos elementos (Diaz-Montes
et al., 2016; Rojas-Candelas et al., 2023).

Figura 11. Espectro EDS de NPsAg sintetizadas a partir de nejayote.

7.5.4. FTIR

El analisis FTIR identifica los grupos funcionales de las biomoléculas que estén
presentes en el nejayote y son responsables de la reduccion y estabilizacion de las
NPsAg. La Figura 12 ilustra las diferencias espectrales entre el nejayote y las las
NPsAg funcionalizadas con nejayote. Ambos espectros exhiben patrones similares,
con una banda de vibracion a 3,411 cm™ atribuida a grupos OH de compuestos
fendlicos, formando enlaces de hidrégeno. La disminucién de la intensidad de esta
banda sugiere la interaccion del grupo fendlico con las NPsAg. El estiramiento C-H
se confirma mediante bandas a 2,921y 2,919 cm™ (Abbasi et al., 2017; Qayyum et
al., 2017).

Las bandas a 1,381 cm™ y 1,417 cm™ corresponden a grupos C=C (Escobar
Morales et al., 2018) con mayor intensidad después de la reaccion, probablemente
debido a las interacciones C-H con los grupos hidroxilo (Abbasi et al., 2017). Los

grupos carbonilo (C=0) aparecen en el rango de 1,598 a 1,615 cm™. Srikhao et al.
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(2022) informaron bandas C=0 y C=C a 1,649 cm™ y 1,328 cm™ respectivamente.
Se observan grupos funcionales similares en muestras de nejayote, con la banda
de 1,598 cm™ vinculada al FA, segun lo respaldado por los datos FTIR en AX (Panja
et al., 2016; Qayyum et al., 2017) . Ademas, la banda a 1,042 cm™ corresponde al
estiramiento del éter (C-O), mientras que los picos a 824 cm™y 558 cm™ indican el

estiramiento C-H y las vibraciones C-O-C de compuestos bioactivos (B. Ali, 2020).

La comparacion espectral confirma los grupos funcionales involucrados en la
estabilizacion de nanoparticulas y el recubrimiento de superficies (Fafal et al., 2017;
Alharbi et al., 2022).

Figura 12. Andlisis FTIR de nejayote (rojo) y NPsAg funcionalizadas con nejayote (negro).

7.5.5. AFM

La Figura 13 contiene las imagenes AFM de las NPsAg sintetizadas utilizando
nejayote como agente reductor y estabilizador. Las imagenes de sensor de altura

muestran la presencia de estructuras ordenadas tridimensionales (3D) (Figuras
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13A-1y 13A-2) correspondientes a la materia organica y/o inorganica presente en
el nejayote y responsables de la estabilidad y control de tamafio de las particulas.
Las Figuras 13B-1 y 13-B2 muestran una representacion 3D de las estructuras
estabilizantes de la suspension de NPsAg. Ademas, la Figura 13C-1 Y 13C-2
indican la existencia de NPsAg con tamafio y morfologias que coinciden con el

analisis TEM.

Figura 13. Imagenes topograficas AFM (A1, A2, B1, B2) a diferentes aumentos para NPsAg
sintetizadas a partir de Nejayote. C1, C2 Micrografias de fase de golpeteo de NPsAg a diferentes
aumentos que denotan la presencia de plata.

La Figura 14 ilustra el analisis de AFM del nejayote, donde se observan agregados;
sin embargo, su formay tamafio difieren significativamente de los que se encuentran
alrededor de las NPsAg. Ademas, la Figura 14C-1 y 14C-2 no muestra diferentes

fases, lo que indica la homogeneidad del nejayote y la ausencia de NPsAg.
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Figura 14. Imagenes topogréaficas AFM (Al, A2, B1, B2) a diferentes aumentos para el nejayote
empleado en la sintesis de NPsAg. C1, C2 Micrografias de fase de golpeteo a diferentes aumentos
que denotan la ausencia de NPsAg.

7.6. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las NPsAg

Se evalud la capacidad antibacteriana de las NPsAg mediante ensayos para
determinar la CMIl y CMB. Las NPsAg obtenidas se analizaron para medir su eficacia
contra E.coli, expresando los resultados en CFU/mL. En la Figura 15 se observa el
crecimiento bacteriano en placas de agar; la reduccion en dicho crecimiento indica
gue las NPsAg poseen propiedades antibacterianas capaces de inhibir cepas como
E.coli (Girma et al., 2024; Urnukhsaikhan et al., 2021). Los resultados confirmaron
que las NPsAg sintetizadas mediante el método biogénico y quimico presentan
actividad antibacteriana frente a E.coli. Asimismo, se observé que el nejayote por si
solo no tuvo efecto antibacteriano, lo cual sugiere que las NPsAg son las

responsables de esta actividad. La Tabla 6 presenta un resumen de los datos
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obtenidos en las pruebas de actividad antibacteriana, asi como los valores de CMI
y CMB.

Figura 15. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las NPsAg. Placas de Petri que muestran
la actividad antibacteriana de las NPsAg contra E.coli. Fila superior: actividad antibacteriana de las
NPsAg sintetizadas a partir de Nejayote. Fila inferior: actividad antibacteriana sintetizadas
guimicamente. Células bacterianas (1X105 células/mL) interactuaron con diferentes
concentraciones de NPsAg durante tres horas.

Tabla 6. Valor de MIC (ug/mL) y valor de MBC (ug/mL) correspondientes a las dos rutas de
sintesis de NPsAg.

Bacteria Ruta de sintesis CMI (ug/mL) CMB (pg/mL)
Sintesis Biogénica 0.25 0.30
Sintesis Quimica 0.75 1

Escherichia coli

La Figura 15 muestra que las NPsAg sintetizadas a partir de nejayote exhiben una
mayor actividad antibacteriana que las obtenidas por sintesis quimica. Las NPsAg
actuaron rapida y eficientemente contra E. coli; la reducciéon en el numero de
UFC/mL fue evidente con un alto porcentaje de crecimiento de inhibicion a dosis
muy bajas (0.10 a 0.3 pyg/mL, sintesis biogénica y 0.5 a 1 yg/mL sintesis quimica)
durante un tiempo de exposicion de 3 horas. Las diferencias en la actividad

antibacteriana de la sintesis de NPsAg mediada por nejayote pueden asociarse a la
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adsorcion de compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios en su superficie
durante el proceso biogénico (Girma et al., 2024; Urnukhsaikhan et al., 2021; Ameen
et al., 2021).

Estos compuestos aumentan la estabilidad del coloide y pueden actuar
sinérgicamente con la plata, mejorando la capacidad de las NPs para dafar las
paredes celulares de las bacterias y promover la generacion de ROS, que son
letales para los microorganismos (Ameen et al., 2021). Ademas, el nejayote actla
como estabilizante, facilitando la formacion de NPs pequefas y dispersas, que
tienen una mayor superficie activa alrededor de su volumen, lo que permite una
interaccion mas efectiva con las células bacterianas y, en consecuencia, aumenta su

efectividad antibacteriana (Loo et al., 2018; Pernas-Pleite et al., 2023; Swarnalatha et al.,
2017).

Estudios anteriores investigaron la actividad antimicrobiana de las NPsAg
sintetizadas a partir de caldos de cultivo de Lysinibacillus sp. Contra E. coli (ATCC
25922). Estos autores reportan que la plata idnica es mas eficiente en la inhibicién
del crecimiento de esta bacteria; sin embargo, las NPsAg biogénicas actuan a dosis
mas bajas (Nie et al., 2023). El presente estudio reporta NPsAg con CMI por debajo
de las reportadas previamente, destacando la mayor actividad antimicrobiana

debido a las moléculas bioactivas presentes en el nejayote.

Figura 16. Actividad antibacteriana de las NPsAg contra E. coli. Las NPsAg sintetizadas a partir de
Nejayote (A) y un método quimico (B), evaluacion durante tres horas de interaccion a una
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concentracién de 1x10° células/ml. Los datos mostrados son promedios segun la prueba de Tukey
(p<0,05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas y letras iguales
indican diferencias no significativas. La inhibicién del crecimiento (%) se indica en la parte superior
de las barras de cada tratamiento.

En la Figura 16A se muestra el andlisis estadistico realizado mediante la prueba de
Tukey, sin indicar diferencias significativas considerando la cantidad de UFC/mL
entre los grupos control PBS y nejayote. Estos resultados se atribuyen al hecho de
que ambos controles no tienen un efecto antibacteriano notable sin NPs. Ademas,
se puede observar que a medida que aumenta la concentracion de NPsAg, se
observa una disminucion significativa en el nimero de UFC/mL. Las NPs ejercen
una actividad antibacteriana eficiente, disminuyendo el crecimiento bacteriano a
dosis bajas. Esta mayor actividad antibacteriana da como resultado el uso de dosis
bajas de NPsAg para el tratamiento de infecciones bacterianas o procesos de
desinfeccidon (Borges et al., 2013; Tareq et al., 2022). Mientras que la Figura 16B
muestra una tendencia similar, mostrando diferencia significativa entre el control y

las concentraciones evaluadas en la sintesis quimica.

7.6.1. Evaluacioén de la actividad antibacteriana de AF

La Figura 17 y la Tabla 7 muestran los resultados de la actividad antibacteriana del
AF contra E. coli a diferentes dosis. De la Tabla 7, la CMI de AF es 625 ug/mL,
mientras que la CMB es de 2500 pug/mL. Se midio la concentracion de AF en el
coloide de NPsAg mediante HPLC, encontrando una concentracién de 3.849 *
0.087 ug/mL de AF y algunos otros compuestos bioactivos que contribuyen a la
actividad antibacteriana de las NPsAg biogénicas en estudio. El andlisis de HPLC
confirmo la existencia de AF en el coloide; sin embargo, su concentracion esta por
debajo de la requerida para ejercer accion antibacteriana; por lo tanto, las NPsAg

son las responsables de inhibir el crecimiento bacteriano contra E.coli.

Estudios previos demostraron la actividad antibacteriana del AF contra bacterias
patogenas (Jalab et al., 2021). El mecanismo de actividad antibacteriana de este
compuesto se basa en dafiar la membrana citoplasméatica bacteriana. Otros
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estudios investigan la actividad antioxidante de la AF (Zdunska et al., 2018). Este
compuesto actia como un eliminador de radicales libres, como un inhibidor de las
enzimas que catalizan la generacion de radicales libres y como un potenciador de
la actividad de las enzimas eliminadoras. Por lo que, el AF ejerce una accion
protectora de las células expuestas a las NPsAg aumentando la biocompatibilidad

de las NPsAg biogénicas.

Figura 17. Actividad antibacteriana del AF, evaluado con tres concentraciones (2500, 1250 y 625
pg/mL) comparando con un control PBS.

Tabla 7. Valor de MIC y MBC (ug/mL) correspondiente al acido ferulico evaluado.

Bacteria Concentracion AF UFC/mL CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
(pg/mL)
Escherichia PBS Control 5350 1250 2500
coli 625 3550
1250 2950
2500 50

7.6.2. Mecanismo de accidn antibacteriana

Las NPsAg han demostrado una actividad antibacteriana eficaz. Sin embargo, el
mecanismo exacto por el cual inhiben el crecimiento celular ain no esta
completamente definido. Ademas, la actividad antibacteriana de las NPsAg
depende en gran medida de las propiedades fisicoquimicas de las NPs. Algunos
investigadores proponen que la accion antibacteriana de las NPsAg se debe a su

capacidad para atravesar y alterar la membrana celular externa, dafiando su
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estructura (Urnukhsaikhan et al., 2021), como se muestra en la Figura 18. La
adhesion de NPsAg a la membrana celular la desestabiliza y dafia, aumentando su

permeabilidad y provocando la pérdida de contenido celular (Slavin et al., 2017).

Ademas, la liberacion de iones Ag* de las NPs permite su interaccion con las
enzimas, inactivdndolas (Bruna et al., 2021), este problema también puede dar lugar
a la generacion de ROS y causar dafios a la célula. Por ultimo, las NPsAg pueden
interactuar con los ribosomas, promoviendo su desintegracion e inhibiendo la
sintesis de proteinas estructural (Urnukhsaikhan et al., 2021). Este proceso, a su
vez, conduce al dafo del acido desoxirribonucleico (ADN), alterando sus funciones
y estructura y, en ultima instancia, causando la muerte celular (Ashokraja et al.,
2017; Bruna et al., 2021).

Figura 18. Mecanismo antibacteriano de las NPsAg frente a las bacterias. La interaccion de las
NPsAg con la bacteria E. coli altera su pared celular, causando la inactivacién de enzimas clave, la
produccion de ROS, dafio al ADN, desestabilizacion de proteinas y desensamblaje de ribosomas.

Estos efectos contribuyen colectivamente a la muerte de las células bacterianas.

7.7. Ensayo de Hemalisis

El andlisis de la actividad hemolitica de las NPs es una referencia para evaluar su
biocompatibilidad. En la figura 19 se observa que las NPsAg ejercen un efecto
negativo casi nulo sobre los eritrocitos. Las NPsAg sintetizadas a partir de nejayote

tienen un porcentaje de hemoalisis ligeramente superior a las obtenidas por métodos
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quimicos, lo que podria atribuirse a su tamafo, y a la presencia de metabolitos del
nejayote adsorbidos a la superficie de las NPs, los cuales pueden modificar las
propiedades fisicoquimicas de la capa externa de estas particulas (Ashokraja et al.,
2017). Los valores de hemodlisis son inferiores al 1%, dentro del rango no hemolitico
segun la norma ISO 10993-4 (FO4 Committee), lo que sugiere que las

concentraciones evaluadas son seguras para aplicaciones biomédicas.

El proceso de hemdlisis implica la desnaturalizacion de los eritrocitos debido a la
interaccion fisicoquimica entre las NPs y la membrana celular. La carga superficial
de las NPsAg desempefia un papel crucial en esta interaccion (Garciduefas-Pifia
et al., 2016). En este estudio, las NPs ejercieron actividad antibacteriana a dosis
bajas. Ademas, su pequefio tamafo favorece su absorcion por células o
microorganismos, se muestra que la absorcién de NPsAg por parte de las bacterias
podria dar lugar a diferentes mecanismos que conducen a la muerte celular
bacteriana; sin embargo, en los globulos rojos, el estrés oxidativo puede ser evitado

por las moléculas presentes como estabilizantes.

Este estudio demuestra la biocompatibilidad de NPsAg a dosis que ejercen una
mayor actividad antibacteriana en tiempos de exposicion cortos (Ashokraja et al.,
2017; Chahardoli et al., 2025; L. Q. Chen et al., 2015; Garciduefias-Pifia et al., 2016;
Korolev et al., 2021).

Figura 19. Evaluacion de la actividad hemolitica de las NPsAg. No se ejerce actividad hemolitica a
ninguna de las concentraciones evaluadas. (A) Sintesis biogénica y (B) Sintesis quimica.
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7.7.1. Ensayos de toxicidad y viabilidad celular de NPsAg

La citotoxicidad de las NPsAg en fibroblastos humanos se evalu6 mediante los
ensayos CCK-8 y LDH para determinar su efecto sobre la viabilidad celular. Los
resultados obtenidos con el ensayo CCK-8, se muestran en la Figura 20, se observa
una disminucidén progresiva en la viabilidad celular a medida que aumenta la
concentracion de NPsAg, se observan diferencias significativas a partir de 0.30
Mg/mL para las NPs sintetizadas por via biogénica y en concentraciones mayores a
0.75 pg/mL en NPs sintetizadas por el método quimico. A concentraciones mas
bajas, no se detectaron diferencias significativas en la viabilidad celular para

ninguno de los métodos de sintesis.

Estos resultados respaldan la biocompatibilidad de las NPsAg evaluadas,
especialmente en las concentraciones que resultan efectivas para ejercer actividad
antibacteriana. Se considera que las NPs son citotoxicas cuando la viabilidad celular
supera el 80% (Liagat et al., 2022; Tamayo et al., 2015). En la Figura 20, la
viabilidad de los fibroblastos tratados con NPsAg se mantiene por encima del 80%
en las concentraciones evaluadas. Dado que no se observé actividad hemolitica ni
citotoxica, las NPsAg obtenidas por sintesis biogénica presentan propiedades
adecuadas para aplicaciones biomédicas (Al-Nazhan & Al-Nasser, 2006; Biswal &
Misra, 2020).

Figura 20. Evaluacion de la biocompatibilidad de las NPsAg en células de fibroblasto Detroit 548
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(ATCC CCL-116). (A) Viabilidad celular de las células Detroit 548 tras la exposicién a diferentes
concentraciones (0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 pg/mL) de NPsAg biogénicas. (B) Viabilidad celular
de las células Detroit después de la exposicion a NPsAg (0.25, 0.50, 0.75 y 1 ug/mL) sintetizadas
guimicamente. Las diferencias estadisticas entre las muestras de prueba y el control se obtuvieron

mediante la prueba de Tukey, y la significancia se calculé en (p<0.05). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre grupos y letras iguales indican que no existe diferencia
estadisticamente significativa.

La Figura 21 muestra el ensayo de liberacion de LDH, el cual mostré resultados
similares a los obtenidos en CCK-8, evidenciando viabilidades superiores al 80% (lo
que corresponde a una liberacion de LDH inferior al 15%) para casi todas las
concentraciones evaluadas de NPsAg biogénicas, con excepcion de la
concentracion 0.30 ug/mL, en la que se observo una liberacién de LDH ligeramente
superior al limite considerado como no citotéxico. Asimismo, en las NPsAg
sintetizadas quimicamente, se detecto un leve aumento en la liberacién de LDH, lo
cual podria atribuirse a las mayores concentraciones necesarias de estas NPs para

lograr una inhibicion bacteriana completa.

El analisis estadistico revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados con
las concentraciones mas altas (p<0.05), lo que respalda la existencia de una
relacion dosis-dependiente en la citotoxicidad. Estos resultados son consistentes
con estudios previos que sefialan efectos minimos de las NPsAg a bajas
concentraciones sobre diferentes tipos celulares, Travan et al. (2009) evalu6 la
viabilidad de fibroblastos del ligamento periodontal humano expuestos a diversas
dosis de NPsAg incorporadas en materiales dentales y no encontré alteraciones en
la viabilidad celular. De manera similar, Korolev etal. (2021) reporté que
concentraciones elevadas de NPsAg redujeron significativamente la viabilidad

celular de un 75 a un 7% en un rango de 6 a 100 pyg/mL.
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Figura 21. Efectos de las NPsAg biosintetizadas y producidas quimicamente en el fibroblasto
Detroit 548 (ATCC CCL-116) mediante la prueba LDH. (A) Sintesis biogénica a varias
concentraciones (0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 pg/mL) y (B) sintesis quimica (0.25, 0.50, 0.75y 1
pag/mL) en relacién con el control no tratado (0O pg/mL). Las diferencias estadisticas entre las
muestras de prueba y el control se obtuvieron mediante la prueba de Tukey, y la significancia se
calculé en (p<0.05).Letras iguales indican no diferencia significativa, mientras que las letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas.

El uso de NPsAg para combatir enfermedades infecciosas tiene muchas ventajas,
sin embargo, aun falta un mecanismo molecular preciso de la toxicidad de las
NPsAg, esto debido a su dependencia de las propiedades fisicoquimicas de los
nanomateriales. Sin embargo, estudios previos sefialan que la absorcion masiva de
NPsAg por parte de las células eucariotas conduce a la toxicidad o muerte celular
(Travan et al., 2009).

La Figura 22 muestra el andlisis realizado por MFA en fibroblastos, tanto del grupo
control como del grupo tratado con NPsAg. Las imagenes correspondientes al grupo
control, las Figuras 22A, 22B y 22C) muestran células con morfologia y tamafio
caracteristicos de la linea celular utilizada. Por otro lado, las imagenes del grupo
tratado con NPsAg presentadas en las Figuras 22D, 22E y 22F muestran células
gue conservan sus propiedades estructurales como tamafio y forma. Ademas, en
las ampliaciones presentadas en las Figuras 22F1y 22F2 no se observaron cambios
de fase significativos, lo cual sugiere una baja difusion de las NPs en el interior

celular, minimizando asi la posibilidad de efectos téxicos.

71



Figura 22. Las imagenes (Al, A2, B1, B2) muestran fibroblastos humanos a diferentes aumentos,
en los que se observa una morfologia y un tamafio celulares tipicos. En las imagenes (C1, C2), no
se detectan cambios de fase, lo cual sugiere una composicion homogénea de las células. Por otro
lado, en las imagenes (D1, D2, E1, E2), correspondientes a fibroblastos tratados con NPsAg, se
mantiene la morfologia tipica, aunque se aprecian ligeras variaciones en el tamafio celular.
Finalmente, en las imagenes (F1, F2) se observan cambios de fase poco notorios, que podrian
indicar la entrada de NPsAg en el interior de la célula.
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7.8. Sintesis de NPs ZnO

Las reacciones se llevaron a cabo bajo las condiciones de sintesis especificas para
cada experimento, como se muestra en la Tabla 8. El cambio de color observado
antes del proceso de calcinacion (Figura 23) se atribuye al incremento en la
concentracion de nejayote, lo cual esta relacionado con una mayor presencia de
compuestos organicos, como acidos fenolicos y otros metabolitos (Doan Thi et al.,
2020) que quedan adsorbidos en la superficie de las NPs, los cuales pueden formar
complejos con el zinc. Posteriormente, tras el tratamiento térmico, se obtuvieron
nanoparticulas de 6xido de zinc en polvo blanco. A medida que se incrementé la
temperatura de calcinacion, el color blanco se intensificd, este fenédmeno se asocia
con la degradacion progresiva de la materia organica residual (Hassan Basri et al.,
2020).

Antes de calcinar

N1:10 N1:5 N1:1 NConcentrado

NPs ZnO 400 °C

NPs ZnO 600 °C

Figura 23. Nanoparticulas de ZnO sintetizadas a partir de nejayote tratadas térmicamente a

diferentes temperaturas. Las muestras fueron calcinadas a 400 °C y 600 °C. El efecto de la

temperatura se observa con el incremento en intensidad en el color blanco de las particulas
obtenidas.

73



Tabla 8. Disefio experimental para la sintesis de NPs ZnO a partir del nejayote, evaluando

diferentes factores de sintesis. Se presenta el rendimiento obtenido para cada experimento.

. Concentracion de Temperatura de Rendimiento,
Experimento . ' AR
Nejayote, v/v calcinacién, °C %
1 1:10 400 93.06
2 1:10 600 94.29
3 1.5 400 92.72
4 1.5 600 88.48
5 1:1 400 82.21
6 1.1 600 84.91
7 Concentrado 400 61.28
9 Concentrado 600 77.08

Con base en los datos presentados en la Tabla 8, se observa que el rendimiento de
las NPs ZnO incrementa con el aumento de la temperatura de calcinacion. Este
comportamiento se asocia a una conversion mas eficiente del Zn(NO3)2 en 6xido de
zinc, asi como a la eliminacién mas efectiva de compuestos organicos residuales
(Karam & Abdulrahman, 2022a). Temperaturas mas elevadas favorecen el proceso
de cristalizacion, lo que mejora la estructura cristalina de las nanoparticulas y, en
consecuencia, su rendimiento final. Ademas, se identificO que un aumento en la
proporcién de nejayote como fuente organica en la reaccién conlleva a una
disminucién en el rendimiento de ZnO. Esta tendencia puede explicarse debido a la
presencia elevada de compuestos organicos como acidos fendlicos, proteinas,
polisacaridos; que actian como agentes reductores y estabilizantes, pero que en
mayor contenido pueden interferir con la nucleacion y crecimiento de las NPs ZnO
(Kwabena et al.,, 2021). Este efecto resalta la importancia de optimizar la
concentracion de biomoléculas presentes durante la sintesis biogénica para lograr

un equilibrio entre estabilizacion y eficiencia de conversion.

La Figura 24 muestra el posible mecanismo de reaccion durante la sintesis de NPs
ZnO mediada por nejayote. En este proceso, los grupos funcionales presentes en
los compuestos organicos del nejayote interactan con los iones Zn?* (Doan Thi
et al., 2020) provenientes del Zn(NO3s)2 favoreciendo la nucleacion inicial. Asimismo,
se ha propuesto que grupos funcionales como los anillos fenodlicos con hidroxilos

forman ligandos complejos con el ion zinc, generando una fase intermedia
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representada por hidroxido de zinc (Zn(OH)z2) (Nguyen et al., 2024). Esta fase
intermedia se deshidrata durante la etapa de calcinacion, promoviendo la formacion
de NPs ZnO con diversas morfologias (Hassan Basri et al., 2020). Este tipo de
mecanismos concuerda con lo observado en otros métodos de sintesis biogénica,
donde biomoléculas provenientes de extractos vegetales o0 residuos
agroindustriales actian como agentes quelantes y estructurantes, aportando control

sobre el tamafio y forma de las nanoparticulas (Kwabena et al., 2021).

Figura 24. Mecanismo propuesto de formacion de nanoparticulas biogénicas de ZnO mediante la
interaccién de iones Zn?* con compuestos bioactivos presentes en el nejayote, seguida de un
proceso de calcinacion que da lugar a la generacién de NPs ZnO.

7.9. Caracterizacion de las NPs ZnO

7.9.1. DRX

Los patrones de DRX correspondientes a las NPs ZnO sintetizadas a partir de
nejayote y tratadas térmicamente a 400 y 600 °C se muestran en la Figura 25. En
ambos difractogramas se observan tres sefiales predominantes ubicados en 26 en
31.90, 34.94, 37.34, 47.67, 56.70, 63.00° que corresponden a los planos
cristalograficos de (100), (002), (101), (102), (110) y (113) respectivamente, los
cuales corresponden con la estructura hexagonal tipo wurtzita (Faisal et al., 2021).
Ademas de las sefiales caracteristicas del ZnO, se observan sefiales adicionales
con menor intensidad ubicadas en 20 en 68.05y 69.16 °, estas sefiales se asignan

a los planos cristalograficos (112) y (210) respectivamente, de acuerdo con el patron
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de referencia JCPDS No. 98-0185829 (Ardeshiri et al., 2018).

La presencia de estas sefiales adicionales podria asociarse a la presencia de
carbonato de zinc (ZnCO3s) como fase secundaria, probablemente originada por la
existencia de carbonatos presentes en el nejayote utilizado como agente reductor.
La asignacion de estas sefiales es consistente con el patron de difraccidon reportado

por Wang et al. (2013), el cual reporta sefiales en posiciones similares.

La variacién en la intensidad de las sefiales de difraccion se atribuye al incremento
de la temperatura de calcinacion, lo que confirma la formacion de una estructura
cristalina hexagonal de tipo wurtzita (Karam & Abdulrahman, 2022a). Estos
resultados, concuerdan con estudios reportados en la literatura (Faisal et al., 2021;
Karam & Abdulrahman, 2022; Nguyen et al., 2024). El tamafio promedio del cristalito
calculado a partir de las sefiales de difraccion fue de 31.28 y 43.30 nm
respectivamente, evidenciando un aumento en el tamafio del cristalito con el

incremento de la temperatura de calcinacion.

Figura 25. Patrones de DRX de NPs ZnO sintetizadas con nejayote y tratadas térmicamente a
diferentes temperaturas: NPs ZnO 400 °C (azul) y NPs ZnO 600 °C (negro). Las sefiales
observadas corresponden a planos caracteristicos de la fase wurtzita. La muestra b presenta
mayor intensidad, lo que indica un incremento en la cristalinidad asociado al aumento en la
temperatura de calcinacion.
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7.9.2. TEM

Las caracteristicas morfolégicas, estructurales y de tamafio de particula de las NPs
ZnO obtenidas a 400°C fueron evaluadas mediante TEM. La Figura 26 muestra las
imagenes representativas obtenidas. En la Figura 26A y 26D se observa que las
nanoparticulas presentan una morfologia predominantemente esférica, aunque se
observan diversas morfologias y una distribucion heterogénea de tamafo. Las
particulas tienden a formar agregados, que se asocian a la alta energia superficial
caracteristica de los NMs. Este tipo de agregacion ha sido reportado previamente
en métodos biogénicos (Karam & Abdulrahman, 2022). Se observa que a mayor
aumento (Figura 26B y 26D) en la imagen HRTEM revela las franjas de difraccion
bien definidas, evidenciando la naturaleza cristalina de las nanoparticulas
sintetizadas. La presencia de planos interplanares claramente visibles es asociada
con una estructura ordenada, lo cual es consistente con los resultados presentados
por DRX. Este patron sugiere que las NPs ZnO poseen una estructura de tipo
wurtzita, caracteristica del ZnO (JCPDS No. 98-018-5829), con orientacion
preferencial en los planos (100), (002) y (101).

Asimismo, laimagen SAED mostrada en la Figura 26C muestra anillos concéntricos
brillantes, lo que confirma la cristalinidad de las NPs ZnO, los cuales se asocian a
los planos cristalograficos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (112) y (113) y
que son consistentes con la fase hexagonal del ZnO obtenido por métodos
mediados por extractos vegetales (Suresh et al., 2015; Wang et al., 2013). Por otro
lado, la distribucién de tamafio de particula se presenta en el histograma de la
Figura 26F, donde se observa una distribucion asimétrica con un intervalo de
diametros entre 20 y 90 nm. La media del tamafio de particula estimado es
aproximadamente 52.4 + 15.6 nm, lo que coincide con el tamafo del cristalito
calculado mediante la ecuacién de Scherrer, por lo que estos resultados confirman

la obtencién de nanoparticulas de ZnO.
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Figura 26. Caracterizacion por microscopia electrénica de la estructura cristalina, el tamafio y la
distribucion de la forma de las NPs ZnO obtenidas a 400°C. Especificamente: (A) Micrografia TEM
de baja resolucién y (B) Micrografia HR-TEM de las NPs ZnO. (C) Patrén SAED con anillos
marcados. (D) Histograma que muestra la distribucién del tamafio de particula de las Ns ZnO.

7.9.3. SEM
La morfologia de las NPs ZnO se estudié mediante el analisis SEM, las imagenes
de la Figura 27 muestra particulas con diversos tamafios y morfologias. Se observa

la formacion de aglomeraciones y una baja dispersion.

Durante el proceso térmico, se observé un aumento del tamafio de particula, asi
como una reestructuracion en la morfologia de las NPs ZnO con el incremento de
la temperatura de calcinacion (Che Mohamed Hussein et al., 2020) y de acuerdo
con diversos trabajos reportados en la literatura (Jyoti et al., 2013; Mayecar et al.,
2013; Hadia et al., 2014; Mohan & Renjanadevi et al., 2016 y Hassan Basri et al.,
2020) reportan que la temperatura es considerado un paradmetro importante que
influye en la morfologia estructural y tamafo de las NPs ZnO. Asimismo, la Figura

27A, muestra las NPs ZnO con tratamiento térmico a 400 °C donde se encontraron
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tamafos de particula entre los 27 — 48 nm. Al incrementar la temperatura a 600 °C
(Figura 27B) no se observé mayor variacion en el tamafio de particula (=53 nm); Se
observa una alta densidad de particulas distribuidas de manera uniforme, estas
morfologias son tipicas en la sintesis mediada por agentes reductores provenientes
de extractos naturales, que pueden evidenciar aglomeraciones de particulas (Faisal
et al., 2021; Pourrahimi et al., 2015).

Figura 27. Imadgenes de SEM de NPs ZnO sintetizadas con nejayote y calcinadas a diferentes
temperaturas: (A) 400 °C y (B) 600 °C. A 400 °C, las particulas muestran una morfologia esférica y
menor tamafio, mientras que a 600 °C se observa un aumento en el tamafo y mayor aglomeracion,
debido al efecto del tratamiento térmico sobre el crecimiento cristalino. Estos cambios evidencian la

influencia de la temperatura en la morfologia y distribucién de las ZnO-NPs.

7.9.4. Analisis EDS
La Figura 28 muestra los espectros de EDS de las NPs ZnO calcinadas a diferentes
temperaturas (Figura 28A y 28B) en los cuales se observan las principales sefales
correspondientes a zinc en ~1.0, 8.6 y 9.6 keV y oxigeno en ~0.5 keV con
porcentajes atdbmicos de Zn (33. 42 %) y O (66.57 %), para la muestra calcinada a
600°C (Figura 28B), los valores fueron Zn (35.90 %) y O (63.12 %), lo cual confirma
la presencia predominante de ZnO como fase principal. Ademas, la ligera variacion
en los porcentajes atomicos se atribuye al incremento en la temperatura de
calcinacion, la cual favorece la eliminacion de materia organica y mejorar la
cristalinidad. Estos resultados concuerdan con estudios previos donde se ha

reportado que las sefales caracteristicas del Zn aparecen principalmente en esas
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regiones de energia (Sharmila et al., 2022; Rameshraddy et al., 2022). Ademas, se
identificaron otros elementos en menor proporcion, los cuales se asocian a los
metabolitos del nejayote, los cuales se originan a partir de extractos de plantas
(Acosta-Estrada et al., 2019).

El nejayote como subproducto alcalino del proceso de nixtamalizacion, es rico en
compuestos organicos, minerales y sales como carbonatos y cloruros (Rojas-
Candelas et al., 2023), lo que podria atribuirse a carbonatos de zinc (ZnCO3s) que
se encuentran en cantidades menores. La presencia de carbono puede atribuirse a
la cinta de adhesién, o a la materia organica procedente del extracto vegetal (Bala
et al.,, 2015) el cual se va reduciendo conforme incrementa la temperatura de
calcinacion (Figura 28A — 28B). La presencia de calcio se atribuye al hidroxido de

calcio Ca(OH)2 residual procedente del nejayote.

Figura 28. . Espectros EDS de NPs ZnO sintetizadas con nejayote y calcinadas a diferentes
temperaturas: (A) 400 °C y (B) 600 °C. En ambos espectros se identifican las sefiales
caracteristicas de zinc y oxigeno, confirmando la composicion elemental del 6xido de zinc. La
presencia de los otros elementos es atribuible a los metabolitos presentes en el nejayote.
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7.9.5. FTIR

Los espectros FTIR del nejayote y las NPs de ZnO sintetizadas a 400 °C a diferentes
concentraciones de nejayote se muestran en la Figura 29. Se observaron bandas
correspondientes a grupos unidos por enlaces de hidrégeno alrededor de 3,849 y
3,675 cmL. Los compuestos aromaticos se encontraron en 2,969y 1,045 cm, estas
bandas indican la presencia de compuestos organicos que pueden estar adsorbidos
en las NPs durante la sintesis. Las sefiales encontradas en 2,352 cm™ podria
asociarse a la presencia de nitrilos (Faroudi et al., 2023). La banda a 1,550 cm en
el espectro FTIR del nejayote indica las bandas de estiramiento de los grupos
funcionales C=0 y C=C en 1,226 cm™ que estan relacionadas con alcaloides,
flavonoides y compuestos fendlicos (Che Mohamed Hussein et al., 2020).

Se observa en los espectros FTIR de las NPs ZnO (b—e) que el incremento en la
concentracion de compuestos bioactivos en la sintesis muestra cambios notables
debido a la mayor cantidad de estos compuestos que quedan adsorbidos en la
superficie de las NPs, lo que se atribuye al aumento en la intensidad de las bandas
asociadas a los grupos funcionales como los compuestos C-H, C=0 y C=C. Asi
como la aparicién de nuevas bandas relacionadas con vibraciones de enlaces C-O
y C-N provenientes de otros metabolitos secundarios (Fakhari et al., 2019; Doan Thi
et al., 2020). Se observa que todas las muestras sintetizadas (b-e) presentaron
bandas de vibracién alrededor de 867 cm, asociadas a la vibracion de estiramiento
del enlace Zn-O (Doan Thi et al., 2020), mientras que la banda que se atribuye a la
unién de Zn-O se encuentra en la region de 540 cm* (Karam & Abdulrahman, 2022;
Faroudi et al., 2023).
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Figura 29. Espectros FTIR de (a) Nejayote, ZnO NPs sintetizadas a diferentes concentraciones de
nejayote (b) 1:10, (c) 1:5, (d) 1:1 v/iv y (e) nejayote concentrado. Temperatura de calcinacion 400
°C. Se identifican grupos —OH, vibraciones C—H y enlaces C=0 y C=C relacionados con
compuestos orgénicos del nejayote. Las bandas entre 600—400 cm™ corresponden a enlaces Zn—
Oy Zn—0OH, confirmando la formacién de ZnO. La reduccién de las bandas organicas de (a) a (e)
indica una eliminacién gradual de materia organica conforme aumenta la temperatura o calcinacién

7.10. Evaluacién antibacteriana de NPs ZnO
La actividad antibacteriana de los NPs ZnO sintetizadas se evalu6 mediante
ensayos de MIC. El porcentaje de inhibiciébn bacteriana después de 24 horas de
incubacion se determind mediante el conteo de las UFC/mL. Los resultados se
muestran en la Figura 30, donde se puede observar que a una mayor concentracion
de ZnO provoco una inhibicién bacteriana significativa. Ademas, la irradiacién con
luz UV potencié este efecto y es consistente con lo reportado en estudios previos
donde se destaca la capacidad fotocatalitica del ZnO para generar ROS al ser

irradiado mediante luz UV (Bouttier-Figueroa et al., 2024) generando dafio celular.

Alam. (2021) informa que la exposicion a la luz UV induce la excitacion de electrones
en la estructura del ZnO, promoviendo la generacion de oxigeno reactivo y ROS
altamente toxico para las bacterias. Estos resultados coinciden con otros estudios

(Asmat-Campos et al., 2024; Che Mohamed Hussein et al., 2020; Mutukwa et al.,
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2024), que asocian la mejora en la actividad antibacteriana del ZnO a una mayor
produccion de ROS bajo la luz UV. Asimismo, este estudio coincide con Zheng et al.
(2024), que informan que parte del efecto se debe al contacto directo entre las NPs
con la membrana bacteriana. Los resultados demostraron que las NPs ZnO
sintetizadas exhibieron una actividad antibacteriana significativa. Por el contrario, el
nejayote por si solo no mostrd ningun efecto antibacteriano, lo que sugiere que la
actividad antibacteriana observada es atribuible a la presencia de NPs ZnO (Asmat-
Campos et al., 2024; Wang et al., 2013).

Figura 30. Evaluacion de la actividad antibacteriana de NPs ZnO. Placas de Petri que muestran la

actividad antibacteriana de los NPs ZnO contra E. coli. Las células bacterianas (1x10° células/mL)

interactuaron con diferentes concentraciones de NPs ZnO durante 12 horas. Linea superior indica
la evaluacion en oscuridad y la linea inferior muestra la evaluacién mediante luz UV.

Las NPs ZnO mostraron una accion efectiva contra E.coli, evidenciada por una
significativa disminucion en el nimero de UFC/mL. En la Figura 31 se observé un
alto porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano con la irradiacion de luz UV
tras un tiempo de exposicion de 12 horas. Ademas, los compuestos organicos
presentes en la superficie de las NPs ZnO evidenciados en el analisis FTIR podrian
contribuir de forma significativa en la actividad bactericida bajo irradiacion UV,
debido a que estos compuestos actuan como agentes reductores y estabilizantes,
gue en conjunto potencian el efecto fotocatalitico del ZnO y por tanto su eficiencia
antibacteriana (Ardeshiri et al., 2018; Sirelkhatim et al., 2015). El presente estudio

reporta NPs ZnO con CMI de 350 pg/mL que se encuentra dentro del rango que
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reportan trabajos previos (Krdl et al., 2017; Padmavathy & Vijayaraghavan, 2008;
Zhang et al., 2010).

Figura 31. Actividad antibacteriana de las NPs ZnO contra E. coli. Las NPs ZnO evaluadas en oscuridad total
(A) e irradiadas con luz UV (B) se evaluaron durante doce horas de interaccién a una concentracion de 1x10°
células/mL. Los datos mostrados son el promedio segun la prueba de Tukey (p<0,05). Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas y letras iguales indican diferencias no significativas. La
inhibicion del crecimiento (%) se indica en la parte superior de las barras de cada tratamiento.

7.10.1. Mecanismo de acciéon NPs ZnO

Uno de los mecanismos de accién propuestos (Figura 32) donde las NPs ZnO
ejercen su efecto antibacteriano involucra principalmente la generacién de ROS, el
dafio generado a la membrana celular y la liberacién de iones Zn?*. Bajo condiciones
de irradiacion UV, las NPs actian como fotocatalizadores (Asmat-Campos et al.,
2024; Krol et al., 2017), excitando los electrones desde la banda de valencia hacia
la banda de conduccion, lo que favorece la formacion de radicales hidroxilo (OHe),
aniones superoxido (O ,7) y perdxido de hidrégeno (H202). Las ROS interactian con
las proteinas y enzimas induciendo estrés oxidativo y dafiando su integridad celular.
Ademas, con el contacto directamente de las NPs ZnO en la superficie bacteriana
puede provocar disrupcion estructural (Mutukwa et al., 2024; Zhang et al., 2010) de

la membrana externa.

Finalmente, la liberacién gradual de Zn?* contribuye a la desestabilizacién de

procesos metabdlicos, intensificando su efecto bactericida. Adicionalmente, la
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presencia de compuestos organicos provenientes del nejayote; ademas de actuar
como agentes reductores, pueden incrementar la generacion de ROS (Asmat-
Campos et al., 2024; El Faroudi et al., 2023). Todos los efectos actian de forma

sinérgica, obteniendo como resultado un alto porcentaje de inhibicion bacteriana.

Figura 32. Mecanismo de accion de las NPs ZnO contra E.coli. Las NPs ZnO inducen dafio celular
mediante la generacién de ROS, interaccién con la membrana celular, liberacién de iones Zn2* lo
gue conduce a estrés oxidativo, alteracion de funciones y muerte celular.

7.11. Ensayos de Hemolisis de NPs ZnO

Las NPs ZnO sintetizadas a partir de nejayote fueron evaluadas en un rango
relevante para su actividad antibacteriana, ya que es una referencia para evaluar su
biocompatibilidad. Los ensayos hemoliticos se presentan en la Figura 33, tanto en
condiciones oscuras como bajo irradiacion UV. Se observa que, sin irradiacion, el
porcentaje de hemolisis fue inferior al 3% incluso a 350 ug/mL, con un valor maximo
de 2.61 %, mientras que bajo la luz UV se observo un ligero aumento alcanzando
3.30 % a la misma concentracién. Segun la norma ISO 10993-4 (FO4 Committee),

las NP ZnO se comportaron como materiales levente hemoliticos a partir de la
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concentracion a 350 uyg/mL, lo que se asocia a una aceptable biocompatibilidad

hematica, especialmente en concentraciones inferiores.

Asimismo, la diferencia observada al aplicar luz UV podria aplicarse por la activacion
de las propiedades fotocataliticas del ZnO, que promueve la generacion de ROS,
(O2), peroxidos y radicales hidroxilo (OHe), los cuales inducen estrés oxidativo en
las membranas celulares, incluyendo los eritrocitos (Stani¢ & Tanaskovi¢, 2020). Sin
embargo, estos resultados no indican un incremento hemolitico significativo que
comprometa la seguridad hemética de las NPs ZnO, lo cual puede asociarse al
efecto protector de los compuestos organicos provenientes del nejayote usando en
la sintesis, los cuales actian como agentes estabilizantes y que quedan adsorbidos
en la superficie de las NPs (Scherzad et al., 2017), que ademas pueden modificar
las propiedades fisicoquimicas de la capa externa (Korolev et al., 2021). Este
comportamiento es consistente con estudios previos que sefialan que las NPz ZnO
obtenidas a partir de extractos vegetales tienden a presentar menor toxicidad
(Mutukwa et al., 2024). Por lo que, estos resultados indican que las NPs ZnO
evaluadas poseen perfil de hemocompatibilidad incluso bajo radiacion UV, lo cual
es de relevancia para su aplicacion en sistemas antibacterianos o recubrimientos
biomédicos que pudieran estar expuestos a luz o radiacién (Asmat-Campos et al.,

2024), seleccionando cuidadosamente las concentraciones a evaluar.

Figura 33. Porcentaje de hemolisis de las NPs ZnO evaluadas en (A) total oscuridad y (B) bajo
irradiacion UV. Los valores representan el promedio + desviacion estandar de tres réplicas
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independientes. p<0.05 indica diferencias estadisticamente significativas. Las NPs evaluadas
muestran porcentajes de hemdlisis superior al 2 % a 350 pg/mL, lo que sugiere un comportamiento
ligeramente hemolitico a esta concentracion.

La hemolisis se produce como resultado de la alteracion estructural de los
eritrocitos, inducida por la generacion de ROS las NPs ZnO e interaccion directa
con la membrana plasmatica. Estas interacciones pueden alterar la integridad de la
bicapa lipidica, provocando la liberacion de hemoglobina. Ademas, el tamafo y
morfologia de las NPs son factores determinantes en su toxicidad hematica.
Aungue, las NPs ZnO son ampliamente valoradas por su actividad antibacteriana y
potencial en aplicaciones biomédicas, se ha reportado que en dosis elevadas
pueden inducir hemolisis significativa (Zhang et al., 2010).

8. Conclusiones

La sintesis biogénica de nanoparticulas de Ag y ZnO utilizando nejayote como
agente reductor y estabilizante representa una alternativa eficiente, sustentable y
de bajo costo. Los compuestos bioactivos (flavoniodes, fenoles, acido ferulico)
presentes en este efluente agroindustrial facilitaron la formacion y estabilizacion de
las nanoparticulas confiriéndoles propiedades Unicas. Asimismo, se encontré que el
pH es el factor con mayor influencia en el proceso de sintesis de NPsAg, las fueron
caracterizadas mediante diferentes técnicas analiticas, donde se confirmé la
obtencion éstas. El analisis de DRX demostré que las NPsAg presentan una
estructura cubica centrada en las caras, ademas de contener AgCl, mientras que
TEM, HRTEM Y SAED evidenciaron los diferentes tamafios de particula y
morfologias, que pueden estar relacionados con las condiciones de sintesis, asi
como se confirmd la estructura de las Nps al encontrase los anillos concéntricos en

el patrén SAED, asociados a los planos caracteristicos de la Ag.

AFM confirmo que el nejayote presenta una superficie rugosa debido a la presencia
de compuestos insolubles que se encuentran en él. Las NpsAg demostraron una

actividad antibacteriana significativa contra E.coli, evidenciando una inhibicién
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bacteriana total a bajas concentraciones de NPsAg, asi como una biocompatibilidad

a las concentraciones evaluadas, al presentar un porcentaje de hemolisis <1 %.

De la misma manera, se evidencioé la obtencion de NPs ZnO mediante las diferentes
técnicas de caracterizacion, donde se demostrd que presenta estructura hexagonal
tipo wurtzita con morfologias diversas influenciadas por la temperatura de
calcinacion de acuerdo con el analisis de SEMy TEM. HRTEM Y SAED confirmaron
la naturaleza cristalina con estructura hexagonal., mientras que el analisis EDS
permitio identificar los elementos prominentes (zinc y oxigeno) y sus porcentajes

atomicos, asi como la presencia de carbono que se asocia a la materia organica.

En el caso particular de las NPs ZnO el efecto antibacteriano se intensifico bajo
irradiacion UV, debido a la actividad fotocatalitica. Sin embargo, los ensayos de
hemolisis revelaron que las NPs ZnO son eficaces como agentes antibacterianos, a
las condiciones efectivas también podrian inducir dafio a los eritrocitos,
particularmente en presencia de luz UV. Este efecto hemolitico se relaciona con las
interacciones fisicoquimicas de las NPs con la membrana celular, mediada por la
generacion de estrés oxidativo. El efecto mas pronunciado en las NPs sintetizadas
a partir de nejayote, se le asocia a la accion sinérgica entre la liberacion de ROS y
la presencia de grupos funcionales en la superficie evidenciados por FTIR, los
cuales favorecen la desestabilizacion de la membrana bacteriana, por lo que las
NPsAg presentaron mayor eficiencia antibacteriana en comparacion con las

sintetizadas quimicamente.

Por lo que, este estudio demostré que el uso del nejayote como fuente biogénica
para la sintesis de NPsAg y NPs ZnO no solo impulsa el aprovechamiento de
residuos agroindustriales facilitando la obtencién de productos de valor agregado y
aplicaciones tecnologicas relevantes., sino que también permite obtener NMs con
aplicaciones antibacterianas relevantes, considerando cuidadosamente las

concentraciones empleadas, especialmente en aplicaciones biomédicas.
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9. Glosario

Agente reductor: Sustancia quimica que cede electrones a otra durante una

reaccion de reduccién, que convierte iones metalicos en atomos metalicos solidos.

Arabinoxilanos: Polisacaridos complejos que forman parte de la hemicelulosa en

la pared celular de las plantas, especialmente en cereales como el trigo y el maiz.

Bottom-up: Enfoque para producir nanomateriales a partir de atomos o moléculas,

promoviendo su crecimiento controlado.

Coloide: Sistema en el gue una sustancia se dispersa de manera uniforme en otra

sin llegar a disolverse completamente, formando una mezcla heterogénea.

Estabilizante: Sustancia que se afiade a una mezcla o sistema para mantener su
estabilidad fisica o quimica, evitando que sus componentes se degraden o

aglomeren con el tiempo.

Fenoles: Compuestos organicos que contienen uno o mas grupos hidroxilo (-OH)

unidos a un anillo aromatico. Estos tienen propiedades antioxidantes.

Hemolisis: Proceso por el cual se rompen los globulos rojos y liberan hemoglobina

gue contienen en su interior hacia el plasma sanguineo.
Nanomateriales: Material que tiene una dimension externa entre 1-100 nm.

Nanoparticula: Material con tamafio dentro del rango de 1-100 nm, con

propiedades fisicas, quimicas y biolégicas.

Nejayote: Sustancia residual alcalina que se genera durante el proceso tradicional

de nixtamalizacion del maiz.

Nucleacion: Proceso por el cual se forman pequefias agrupaciones iniciales de

atomos, iones o0 moléculas que dan origen a una nueva fase o estructura.

Precursor: Se refiere a una sustancia inicial o compuesta que participa en una

reaccion quimica para formar otro compuesto.
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Residuo Agroindustrial: Material o desecho generado durante actividades de
produccion, procesamiento o transformacion de productos agricolas e industriales

relacionados con la agricultura.

Semiconductor: Material con capacidad de conducir electricidad, la cual depende

de la temperatura, luz, campos eléctricos o dopaje.

Sintesis Biogénica: Proceso de produccion de nanoparticulas utilizando
organismos Vvivos 0 sus extractos como plantas, bacterias, hongos o residuos

biolégicos.

Top-Down: Enfoque de produccion de nanomateriales que parte de materiales a
escala macroscopica hasta alcanzar tamafio nanométrico mediante técnicas como

la molienda.

90



10. Bibliografia

Aarabi, A., Mizani, M., Honarvar, M., Faghihian, H., & Gerami, A. (2016). Extraction
of ferulic acid from sugar beet pulp by alkaline hydrolysis and organic solvent
methods. Journal of Food Measurement and Characterization, 10(1), 42-47.
https://doi.org/10.1007/s11694-015-9274-z

Abbasi, Z., Feizi, S., Taghipour, E., & Ghadam, P. (2017a). Green synthesis of silver
nanoparticles using aqueous extract of dried Juglans regia green husk and
examination of its biological properties. Green Processing and Synthesis,
6(5), 477-485. https://doi.org/10.1515/gps-2016-0108

Abbasi, Z., Feizi, S., Taghipour, E., & Ghadam, P. (2017b). Green synthesis of silver
nanoparticles using aqueous extract of dried Juglans regia green husk and
examination of its biological properties. Green Processing and Synthesis,
6(5). https://doi.org/10.1515/gps-2016-0108

Acosta-Estrada, B. A., Villela-Castrejon, J., Perez-Carrillo, E., Gbmez-Sanchez, C.
E., & Gutiérrez-Uribe, J. A. (2019). Effects of solid-state fungi fermentation on
phenolic content, antioxidant properties and fiber composition of lime cooked
maize by-product (nejayote). Journal of Cereal Science, 90, 102837.
https://doi.org/10.1016/}.jcs.2019.102837

Al Aboody, M. S. (2019). Silver/silver chloride (Ag/AgCl) nanoparticles synthesized
from Azadirachta indica lalex and its antibiofilm activity against fluconazole
resistant Candida tropicalis. Artificial Cells, Nanomedicine, and
Biotechnology, 47(1), 2107-2113.
https://doi.org/10.1080/21691401.2019.1620257

Alam, M. (2021). Photocatalytic activity of biogenic zinc oxide nanopatrticles: In vitro
antimicrobial, = biocompatibility, =~ and molecular docking studies.
Nanotechnology Reviews, 10(1), 1079-1091. https://doi.org/10.1515/ntrev-
2021-0069

Alharbi, N. S., Alsubhi, N. S., & Felimban, A. I. (2022a). Green synthesis of silver
nanoparticles using medicinal plants: Characterization and application.
Journal of Radiation Research and Applied Sciences, 15(3), 109-124.
https://doi.org/10.1016/}.jrras.2022.06.012

Alharbi, N. S., Alsubhi, N. S., & Felimban, A. |. (2022b). Green synthesis of silver
nanoparticles using medicinal plants: Characterization and application.
Journal of Radiation Research and Applied Sciences, 15(3), 109-124.
https://doi.org/10.1016/j.jrras.2022.06.012

Ali, B. (2020). Eco-friendly synthesis of silver nanoparticles from crust of Cucurbita
Maxima L.

91



Ali, B. M. H. (2020). Eco-friendly synthesis of silver nanoparticles from crust of
Cucurbita Maxima L. (red pumpkin). EurAsian Journal of BioSciences, 6.

Al-Nazhan, S., & Al-Nasser, A. (2006). Viability of human periodontal ligament
fibroblasts in tissue culture after exposure to different contact lens solutions.
The Journal of Contemporary Dental Practice, 7(4), 37-44.

Ameen, F., Alsamhary, K., Alabdullatif, J. A., & ALNadhari, S. (2021). A review on
metal-based nanoparticles and their toxicity to beneficial soil bacteria and
fungi. Ecotoxicology and Environmental Safety, 213, 112027.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2021.112027

Antunes Ricardo, M., Romero Robles, L. E., & Carrizales Rabadan, F. (2021).
Aislamiento De Acido Ferulico A Partir De Nejayote Usando Cromatografia
De Particion Centrifuga (CPC). Proceedings of the 19th LACCEI International
Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Prospective
and trends in technology and skills for sustainable social development”
“Leveraging emerging technologies to construct the future”. The 19th LACCEI
International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology:
“Prospective and trends in technology and skills for sustainable social
development” “Leveraging emerging technologies to construct the future”.
https://doi.org/10.18687/LACCEI2021.1.1.141

Ardeshiri, F., Salehi, S., Peyravi, M., Jahanshahi, M., Amiri, A., & Rad, A. S. (2018).
PVDF membrane assisted by modified hydrophobic ZnO nanopatrticle for
membrane distillation. Asia-Pacific Journal of Chemical Engineering, 13(3),
€2196. https://doi.org/10.1002/apj.2196

Arias, A., Torres, E., Garcia-Zamora, J. L., Pacheco-Aguirre, F. M., Feijoo, G., &
Moreira, M. T. (2024). Environmental prospective of valorizing corn
processing effluent to produce ferulic acid grafted chitosan polymer. Journal
of Environmental Management, 360, 121210.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2024.121210

Ashokraja, C., Sakar, M., & Balakumar, S. (2017). A perspective on the hemolytic
activity of chemical and green-synthesized silver and silver oxide
nanoparticles. Materials Research Express, 4(10), 105406.
https://doi.org/10.1088/2053-1591/aa90f2

Asmat-Campos, D., Rojas-Jaimes, J., Simbron De La Cruz, M., & Montes De Oca-
Vasquez, G. (2024). Enhanced antimicrobial efficacy of biogenic ZnO
nanoparticles through UV-B activation: A novel approach for textile garment.
Heliyon, 10(3), e25580. https://doi.org/10.1016/].heliyon.2024.e25580

Aziz, N., Fatma, T., Varma, A., & Prasad, R. (2014). Biogenic Synthesis of Silver
Nanoparticles Using Scenedesmus abundans and Evaluation of Their

92



Antibacterial ~ Activity.  Journal of  Nanoparticles, 2014, 1-6.
https://doi.org/10.1155/2014/689419

Azizi, A. (2020). Green Synthesis of Fe304 Nanoparticles and Its Application in
Preparation of Fe304/Cellulose Magnetic Nanocomposite: A Suitable
Proposal for Drug Delivery Systems. Journal of Inorganic and Organometallic
Polymers and Materials, 30(9), 3552-3561. https://doi.org/10.1007/s10904-
020-01500-1

Bala, N., Saha, S., Chakraborty, M., Maiti, M., Das, S., Basu, R., & Nandy, P. (2015).
Green synthesis of zinc oxide nanoparticles using Hibiscus subdariffa leaf
extract: Effect of temperature on synthesis, anti-bacterial activity and anti-
diabetic activity. RSC Advances, 5(7), 4993-5003.
https://doi.org/10.1039/C4RA12784F

Balali-Dehkordi, S., Habibian-Dehkordi, S., Amini-Khoei, H., & Mohajerian, R.
(2024). Ferulic acid via attenuation of oxidative stress and neuro-immune
response utilizes antinociceptive effect in mouse model of formalin test. IBRO
Neuroscience Reports, 16, 51-56.
https://doi.org/10.1016/j.ibneur.2023.12.001

Balashanmugam, P., Balakumaran, M. D., Murugan, R., Dhanapal, K., &
Kalaichelvan, P. T. (2016). Phytogenic synthesis of silver nanoparticles,
optimization and evaluation of in vitro antifungal activity against human and
plant pathogens. Microbiological Research, 192, 52-64.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2016.06.004

Bao, X., Li, W., Jia, R., Meng, D., Zhang, H., & Xia, L. (2023). Molecular mechanism
of ferulic acid and its derivatives in tumor progression. Pharmacological
Reports, 75(4), 891-906. https://doi.org/10.1007/s43440-023-00494-0

Biswal, A. K., & Misra, P. K. (2020). Biosynthesis and characterization of silver
nanoparticles for prospective application in food packaging and biomedical
fields. Materials Chemistry and Physics, 250, 123014.
https://doi.org/10.1016/j.matchemphys.2020.123014

Borges, A., Ferreira, C., Saavedra, M. J., & Simdes, M. (2013). Antibacterial Activity
and Mode of Action of Ferulic and Gallic Acids Against Pathogenic Bacteria.
Microbial Drug Resistance, 19(4), 256-265.
https://doi.org/10.1089/mdr.2012.0244

Bouttier-Figueroa, D. C., Cortez-Valadez, M., Flores-Acosta, M., & Robles-Zepeda,
R. E. (2024). Green Synthesis of Zinc Oxide Nanoparticles Using Plant
Extracts and Their Antimicrobial Activity. BioNanoScience, 14(3), 3385-3400.
https://doi.org/10.1007/s12668-024-01471-4

93



Bruna, T., Maldonado-Bravo, F., Jara, P., & Caro, N. (2021). Silver Nanopatrticles
and Their Antibacterial Applications. International Journal of Molecular
Sciences, 22(13), 7202. https://doi.org/10.3390/ijms22137202

Buitimea-Cantla, N. E. (2023). Effect of Storage Time on the Hydroxycinnamic Acids
Profile, Cellular Antioxidant Activity, and Anti-Inflammatory Potential of
Roasted MaizeBased Beverages Supplemented with Nejayote Solids from
Different Maize Genotypes.

Buitimea-Cantla, N. E., Antunes-Ricardo, M., Gutiérrez-Uribe, J. A., Del Refugio
Rocha-Pizafia, M., De La Rosa-Millan, J., & Torres-Chavez, P. I. (2020).
Protein-phenolic aggregates with anti-inflammatory activity recovered from
maize nixtamalization wastewaters (nejayote). LWT, 134, 109881.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109881

Castro-Mufioz, R., & Yafiez-Fernandez, J. (2015a). Valorization of Nixtamalization
wastewaters (Nejayote) by integrated membrane process. Food and
Bioproducts Processing, 95, 7-18. https://doi.org/10.1016/j.fbp.2015.03.006

Castro-Mufioz, R., & Yafiez-Fernandez, J. (2015b). Valorization of Nixtamalization
wastewaters (Nejayote) by integrated membrane process. Food and
Bioproducts Processing, 95, 7-18. https://doi.org/10.1016/j.fbp.2015.03.006

Chahardoli, A., Qalekhani, F., Hajmomeni, P., Shokoohinia, Y., & Fattahi, A. (2025).
Enhanced hemocompatibility, antimicrobial and anti-inflammatory properties
of biomolecules stabilized AgNPs with cytotoxic effects on cancer cells.
Scientific Reports, 15(1), 1186. https://doi.org/10.1038/s41598-024-82349-z

Chandra, H., Kumari, P., Bontempi, E., & Yadav, S. (2020). Medicinal plants:
Treasure trove for green synthesis of metallic nanoparticles and their
biomedical applications. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 24,
101518. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2020.101518

Che Mohamed Hussein, S. N., Mohamed Fuad, F. S., & Ismail, M. (2020). Synthesis
of Zinc Oxide Nanopatrticles for Oil Upgrading and Wax Deposition Control:
Effect of Calcination Temperature. Indonesian Journal of Chemistry, 20(4),
746. https://doi.org/10.22146/ijc.43317

Chen, L. Q., Fang, L., Ling, J., Ding, C. Z., Kang, B., & Huang, C. Z. (2015).
Nanotoxicity of Silver Nanoparticles to Red Blood Cells: Size Dependent
Adsorption, Uptake, and Hemolytic Activity. Chemical Research in
Toxicology, 28(3), 501-509. https://doi.org/10.1021/tx500479m

Chen, Y., He, Y., Ye, W., Sui, W., & Xiao, M. (2013). Effect of shaking time, ionic
strength, temperature and pH value on desorption of Cr(lll) adsorbed onto
GMZ bentonite. Transactions of Nonferrous Metals Society of China, 23(11),
3482-3489. https://doi.org/10.1016/S1003-6326(13)62892-7

94



Choukade, R., Jaiswal, A., & Kango, N. (2020). Characterization of biogenically
synthesized silver nanoparticles for therapeutic applications and enzyme
nanocomplex generation. 3 Biotech, 10(11), 462.
https://doi.org/10.1007/s13205-020-02450-8

Consorcio UNAM-TEC. (2025). Agroinsumos derivados del nejayote.
https://consorciounamtec.mx/vitrina-tecnologica-agroinsumos-derivados-del-
nejayote/

D. Lade, B., & S. Shanware, A. (2020). Phytonanofabrication: Methodology and
Factors Affecting Biosynthesis of Nanoparticles. En T. Shabatina & V.
Bochenkov (Eds.), Smart Nanosystems for Biomedicine, Optoelectronics and
Catalysis. IntechOpen. https://doi.org/10.5772/intechopen.90918

Diaz-Montes, E., Castro-Mufioz, R., & Yafiez-Fernandez, J. (2016). An overview of
nejayote, a nixtamalization by product. Ingenieria Agricola y Biosistemas,
8(2), 41-60. https://doi.org/10.5154/r.inaghi.2016.03.002

Doan Thi, T. U., Nguyen, T. T., Thi, Y. D., Ta Thi, K. H., Phan, B. T., & Pham, K. N.
(2020). Green synthesis of ZnO nanoparticles using orange fruit peel extract
for antibacterial activiies. RSC Advances, 10(40), 23899-23907.
https://doi.org/10.1039/DORA04926C

Dwivedi, A. D., & Gopal, K. (2010). Biosynthesis of silver and gold nanopatrticles
using Chenopodium album leaf extract. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and  Engineering  Aspects, 369(1-3), 27-33.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2010.07.020

El Faroudi, L., Saadi, L., Barakat, A., Mansori, M., Abdelouahdi, K., & Solhy, A.
(2023). Facile and Sustainable Synthesis of ZnO Nanoparticles: Effect of
Gelling Agents on ZnO Shapes and Their Photocatalytic Performance. ACS
Omega, 8(28), 24952-24963. https://doi.org/10.1021/acsomega.3c01491

Escobar Morales, B., Lucio Garcia, M., Barbosa, R., & Morales Acosta, D. (2018a).
Synthesis and Characterization of NiO Nanoparticles using Manihot
esculenta Aqueous Extracts [Preprint. MATERIALS SCIENCE.
https://doi.org/10.20944/preprints201811.0242.v1

Escobar Morales, B., Lucio Garcia, M., Barbosa, R., & Morales Acosta, D. (2018b).
Synthesis and Characterization of NiO Nanoparticles using Manihot
esculenta Aqueous Extracts. https://doi.org/Green-synthesised silver
nanoparticles: antibacterial activity and alternative mechanisms of action to
combat multidrug-resistant bacterial pathogens: a systematic literature review

Estrada-Flores, S. L. (s. f.). Nanomateriales: Conceptos, aplicacién en nanoterapia
y regulaciones.

FO4 Committee. (s. f.). Practice for Assessment of Hemolytic Properties of Materials.
ASTM International. https://doi.org/10.1520/F0756-17

95



Fafal, T., Tastan, P., Tuzln, B. S., Ozyazici, M., & Kivcak, B. (2017). Synthesis,
characterization and studies on antioxidant activity of silver nanoparticles
using Asphodelus aestivus Brot. Aerial part extract. South African Journal of
Botany, 112, 346-353. https://doi.org/10.1016/].sajb.2017.06.019

Fahim, M., Shahzaib, A., Nishat, N., Jahan, A., Bhat, T. A., & Inam, A. (2024). Green
synthesis of silver nanoparticles: A comprehensive review of methods,
influencing factors, and applications. JCIS Open, 16, 100125.
https://doi.org/10.1016/}.jcis0.2024.100125

Faisal, S., Jan, H., Shah, S. A., Shah, S., Khan, A., Akbar, M. T., Rizwan, M., Jan,
F., Wajidullah, Akhtar, N., Khattak, A., & Syed, S. (2021). Green Synthesis of
Zinc Oxide (ZnO) Nanoparticles Using Aqueous Fruit Extracts of Myristica
fragrans: Their Characterizations and Biological and Environmental
Applications. ACS Omega, 6(14), 9709-9722.
https://doi.org/10.1021/acsomega.1c00310

Fakhari, S., Jamzad, M., & Kabiri Fard, H. (2019). Green synthesis of zinc oxide
nanoparticles: A comparison. Green Chemistry Letters and Reviews, 12(1),
19-24. https://doi.org/10.1080/17518253.2018.1547925

Garciduefnas-Pifia, C., Medina-Ramirez, I. E., Guzman, P., Rico-Martinez, R.,
Morales-Dominguez, J. F., & Rubio-Franchini, I. (2016). Evaluation of the
Antimicrobial Activity of Nanostructured Materials of Titanium Dioxide Doped
with Silver and/or Copper and Their Effects on Arabidopsis thaliana.
International Journal of Photoenergy, 2016, 1-14.
https://doi.org/10.1155/2016/8060847

Ghiuta, 1., Croitoru, C., Kost, J., Wenkert, R., & Munteanu, D. (2021). Bacteria-
Mediated Synthesis of Silver and Silver Chloride Nanoparticles and Their
Antimicrobial Activity. Applied Sciences, 11(7), 3134.
https://doi.org/10.3390/appl11073134

Girma, A., Alamnie, G., Bekele, T., Mebratie, G., Mekuye, B., Abera, B., Workineh,
D., Tabor, A., & Jufar, D. (2024). Green-synthesised silver nanopatrticles:
Antibacterial activity and alternative mechanisms of action to combat
multidrug-resistant bacterial pathogens: a systematic literature review. Green
Chemistry Letters and Reviews, 17(1), 2412601.
https://doi.org/10.1080/17518253.2024.2412601

Gleiter, H. (s. f.). Nanostructured materials: basic concepts and microstructure p.
Nanostructured materials, 29.

Gbomez-Garzén, M. (2018). Nanomateriales, Nanoparticulas y Sintesis verde.
Revista Repertorio de Medicina y Cirugia, 27(2).
https://doi.org/10.31260/RepertMedCir.v27.n2.2018.191

96



Guijarro-Aldaco, A., Hernandez-Montoya, V., Bonilla-Petriciolet, A., Montes-Moran,
M. A., & Mendoza-Castillo, D. I. (2011). Improving the Adsorption of Heavy
Metals from Water Using Commercial Carbons Modified with Egg Shell
Wastes. Industrial & Engineering Chemistry Research, 50(15), 9354-9362.
https://doi.org/10.1021/ie2006627

Hadia, N. M. A, Garcia-Granda, S., & Garcia, J. R. (2014). Effect of the Temperature
on Structural and Optical Properties of Zinc Oxide Nanoparticles. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology, 14(7), 5443-5448.
https://doi.org/10.1166/jnn.2014.8861

Hassan Basri, H., Talib, R. A., Sukor, R., Othman, S. H., & Ariffin, H. (2020). Effect
of Synthesis Temperature on the Size of ZnO Nanoparticles Derived from
Pineapple Peel Extract and Antibacterial Activity of ZnO-Starch
Nanocomposite Films. Nanomaterials, 10(6), 1061.
https://doi.org/10.3390/nan010061061

Holzwarth, U., & Gibson, N. (2011). The Scherrer equation versus the «Debye-
Scherrer  equation». Nature  Nanotechnology, 6(9), 534-534.
https://doi.org/10.1038/nnan0.2011.145

Huo, Y., Han, Y. X., Singh, P., Kang, J. P., Pu, J. Y., Piao, C. H., & Yang, D. C.
(2021). Antimicrobial, antioxidant, and anticancer potentials of AgCI
nanoparticles biosynthesized by Flavobacterium panacis. Applied Physics A,
127(4), 227. https://doi.org/10.1007/s00339-021-04386-z

Instituto Politécnico Nacional, Diaz-Montes, E., Castro-Mufioz, R., & Yéafiez-
Fernandez, J. (2016). An overview of nejayote, a nixtamalization by product.
Ingenieria Agricola y Biosistemas, 8(2), 41-60.
https://doi.org/10.5154/r.inaghi.2016.03.002

Igbal, J., Abbasi, B. A., Yaseen, T., Zahra, S. A., Shahbaz, A., Shah, S. A., Uddin,
S., Ma, X., Raouf, B., Kanwal, S., Amin, W., Mahmood, T., EI-Serehy, H. A.,
& Ahmad, P. (2021). Green synthesis of zinc oxide nanoparticles using
Elaeagnus angustifolia L. leaf extracts and their multiple in vitro biological
applications. Scientific Reports, 11(1), 20988.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-99839-z

Jalab, J., Abdelwahed, W., Kitaz, A., & Al-Kayali, R. (2021a). Green synthesis of
silver nanoparticles using aqueous extract of Acacia cyanophylla and its
antibacterial activity. Heliyon, 7(9), e08033.
https://doi.org/10.1016/).heliyon.2021.e08033

Jalab, J., Abdelwahed, W., Kitaz, A., & Al-Kayali, R. (2021b). Green synthesis of
silver nanoparticles using aqueous extract of Acacia cyanophylla and its
antibacterial activity. Heliyon, 7(9), e08033.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e08033

97



Jameel, M. S., Aziz, A. A., & Dheyab, M. A. (2020). Green synthesis: Proposed
mechanism and factors influencing the synthesis of platinum nanopatrticles.
Green Processing and Synthesis, 9(1), 386-398. https://doi.org/10.1515/gps-
2020-0041

Jimenez-Chavez, A., Pedroza-Herrera, G., Betancourt-Reyes, I., De Vizcaya Ruiz,
A., Masuoka-Ito, D., Zapien, J. A., & Medina-Ramirez, I. E. (2024). Aluminum
enhances the oxidative damage of ZnO NMs in the human neuroblastoma
SH-SY5Y cell line. Discover Nano, 19(1), 36. https://doi.org/10.1186/s11671-
024-03973-2

Joris, F., Manshian, B. B., Peynshaert, K., De Smedt, S. C., Braeckmans, K., &
Soenen, S. J. (2013). Assessing nanoparticle toxicity in cell-based assays:
Influence of cell culture parameters and optimized models for bridging the in
vitro—in  vivo gap. Chemical Society Reviews, 42(21), 8339.
https://doi.org/10.1039/c3cs60145e

Joshi, L. (2018). Green Synthesis/Biosynthesis of Silver Nanoparticles by Using
Orange Peel Extract.

Jyoti, M., Vijay, D., & Radha, S. (2013). To Study the Role of Temperature and
Sodium Hydroxide Concentration in the Synthesis of Zinc Oxide
Nanoparticles. 3(11).

Karam, S. T., & Abdulrahman, A. F. (2022a). Green Synthesis and Characterization
of ZnO Nanopatrticles by Using Thyme Plant Leaf Extract. Photonics, 9(8),
594. https://doi.org/10.3390/photonics9080594

Karam, S. T., & Abdulrahman, A. F. (2022b). Green Synthesis and Characterization
of ZnO Nanopatrticles by Using Thyme Plant Leaf Extract. Photonics, 9(8),
594. https://doi.org/10.3390/photonics9080594

Khandel, P., & Shahi, S. K. (2018). Mycogenic nanoparticles and their bio-
prospective applications: Current status and future challenges. Journal of
Nanostructure in Chemistry, 8(4), 369-391. https://doi.org/10.1007/s40097-
018-0285-2

Kohler, J. M. (2021). Challenges for Nanotechnology. Encyclopedia, 1(3), 618-631.
https://doi.org/10.3390/encyclopedial030051

Korolev, D., Shumilo, M., Shulmeyster, G., Krutikov, A., Golovkin, A., Mishanin, A.,
Gorshkov, A., Spiridonova, A., Domorad, A., Krasichkov, A., & Galagudza, M.
(2021). Hemolytic Activity, Cytotoxicity, and Antimicrobial Effects of Human
Albumin- and Polysorbate-80-Coated Silver Nanoparticles. Nanomaterials,
11(6), 1484. https://doi.org/10.3390/nan011061484

Krél, A., Pomastowski, P., Rafinska, K., Railean-Plugaru, V., & Buszewski, B. (2017).
Zinc oxide nanoparticles: Synthesis, antiseptic activity and toxicity

98



mechanism. Advances in Colloid and Interface Science, 249, 37-52.
https://doi.org/10.1016/j.cis.2017.07.033

Kubasheva, Z., Sprynskyy, M., Railean-Plugaru, V., Pomastowski, P., Ospanova, A.,
& Buszewski, B. (2020). Synthesis and Antibacterial Activity of (AgCl,
Ag)NPs/Diatomite  Hybrid  Composite.  Materials, 13(15), 34009.
https://doi.org/10.3390/ma13153409

Kumar, N., & Pruthi, V. (2014). Potential applications of ferulic acid from natural
sources. Biotechnology Reports, 4, 86-93.
https://doi.org/10.1016/j.btre.2014.09.002

Kuppusamy, P., Yusoff, M. M., Maniam, G. P., & Govindan, N. (2016). Biosynthesis
of metallic nanoparticles using plant derivatives and their new avenues in
pharmacological applications — An updated report. Saudi Pharmaceutical
Journal, 24(4), 473-484. https://doi.org/10.1016/}.jsps.2014.11.013

Kadnal, S., Visnapuu, M., Volubujeva, O., Soares Rosario, M., Rauwel, P., &
Rauwel, E. (2019). Optimisation of plant mediated synthesis of silver
nanoparticles by common weed Plantago major and their antimicrobial
properties. I0P Conference Series: Materials Science and Engineering,
613(1), 012003. https://doi.org/10.1088/1757-899X/613/1/012003

Lamuela-Raventés, R. M. (2017). Folin-Ciocalteu method for the measurement of
total phenolic content and antioxidant capacity. En R. Apak, E. Capanoglu, &
F. Shahidi (Eds.), Measurement of Antioxidant Activity & Capacity (pp. 107-
115). John Wiley & Sons, Ltd. https://doi.org/10.1002/9781119135388.ch6

Leal-Cortez, M. J. (2023). Evaluacioén del uso del nejayote en el cultivo de maiz azul
criollo (Zea mays L.) en etapa inicial de crecimiento [Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla].
https://repositorioinstitucional.buap.mx/items/7750489a-4181-4e32-8f45-
cc050dbe0c30

Liagat, N., Jahan, N., Khalil-ur-Rahman, Anwar, T., & Qureshi, H. (2022). Green
synthesized silver nanopatrticles: Optimization, characterization, antimicrobial
activity, and cytotoxicity study by hemolysis assay. Frontiers in Chemistry, 10,
952006. https://doi.org/10.3389/fchem.2022.952006

Lin, D., Xiao, M., Zhao, J., Li, Z., Xing, B., Li, X., Kong, M., Li, L., Zhang, Q., Liu, Y.,
Chen, H., Qin, W., Wu, H., & Chen, S. (2016). An Overview of Plant Phenolic
Compounds and Their Importance in Human Nutrition and Management of
Type 2 Diabetes. Molecules, 21(10), 1374.
https://doi.org/10.3390/molecules21101374

Loo, Y. Y., Rukayadi, Y., Nor-Khaizura, M.-A.-R., Kuan, C. H., Chieng, B. W.,
Nishibuchi, M., & Radu, S. (2018). In Vitro Antimicrobial Activity of Green
Synthesized Silver Nanoparticles Against Selected Gram-negative

99



Foodborne  Pathogens.  Frontiers in  Microbiology, 9, 1555.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01555

Lépez-Mercado, J., Gonzalez-Dominguez, M.-l., Reynoso-Marin, F.-J., Acosta, B.,
Smolentseva, E., & Nambo, A. (2023). Green synthesis of TiO2 nanoparticles
for furfural production by photohydrolysis of unexplored residual biomass:
The nejayote [Preprint]. In Review. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-
2739045/v1

Loredo Cancino, M., Arriola Gil, Y. Y., Soto Regalado, E., & Davila Guzman, N. E.
(2021). Carbonizacion hidrotermal del nejayote de maiz. Quimica Hoy, 10(4),
1-5. https://doi.org/10.29105/gh10.4-265

Martinez-Bustos, F., Martinez-Flores, H. E., Sanmartin-Martinez, E., Sanchez-
Sinencio, F., Chang, Y. K., Barrera-Arellano, D., & Rios, E. (2001). Effect of
the components of maize on the quality of masa and tortillas during the
traditional nixtamalisation process: Effect of maize components on masa and
tortilla quality. Journal of the Science of Food and Agriculture, 81(15), 1455-
1462. https://doi.org/10.1002/jsfa.963

Medina-Ramirez, I. E., Diaz De Ledn Olmos, M. A., Mufioz Ortega, M. H., Zapien,
J. A., Betancourt, |., & Santoyo-Elvira, N. (2020). Development and
Assessment of Nano-Technologies for Cancer Treatment: Cytotoxicity and
Hyperthermia Laboratory Studies. Cancer Investigation, 38(1), 61-84.
https://doi.org/10.1080/07357907.2019.1698593

Mittal, A. K., Chisti, Y., & Banerjee, U. C. (2013). Synthesis of metallic nanoparticles
using plant extracts. Biotechnology Advances, 31(2), 346-356.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.01.003

Miu, B. A., & Dinischiotu, A. (2022a). New Green Approaches in Nanoparticles
Synthesis: An Overview. Molecules, 27(19), 6472.
https://doi.org/10.3390/molecules27196472

Miu, B. A., & Dinischiotu, A. (2022b). New Green Approaches in Nanoparticles
Synthesis: An Overview. Molecules, 27(19), 6472.
https://doi.org/10.3390/molecules27196472

Mohamed, A., Atta, R. R., Kotp, A. A., Abo EI-Ela, F. I., Abd EI-Raheem, H., Farghali,
A., Alkhalifah, D. H. M., Hozzein, W. N., & Mahmoud, R. (2023). Green
synthesis and characterization of iron oxide nanoparticles for the removal of
heavy metals (Cd2+ and Ni2+) from aqueous solutions with Antimicrobial
Investigation. Scientific Reports, 13(1), 7227. https://doi.org/10.1038/s41598-
023-31704-7

Mohan, A. C., & Renjanadevi, B. (2016). Preparation of Zinc Oxide Nanoparticles
and its Characterization Using Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-

100



Ray Diffraction(XRD). Procedia Technology, 24, 761-766.
https://doi.org/10.1016/j.protcy.2016.05.078

Muthusamy, G., Praburaman, L., Thangasamy, S., Jong-Hoon, K., Seralathan, K.-
K., Adithan, A., Balamurugan, R., & Kandasamy, S. (2015). Sunroot mediated
synthesis and characterization of silver nanoparticles and evaluation of its
antibacterial and rat splenocyte cytotoxic effects. International Journal of
Nanomedicine, 1977. https://doi.org/10.2147/IIN.S79106

Mutukwa, D., Taziwa, R. T., & Khotseng, L. (2024). A Review of Plant-Mediated ZnO
Nanoparticles for Photodegradation and Antibacterial Applications.
Nanomaterials, 14(14), 1182. https://doi.org/10.3390/nan014141182

Naiel, B., Fawzy, M., Halmy, M. W. A., & Mahmoud, A. E. D. (2022). Green synthesis
of zinc oxide nanoparticles using Sea Lavender (Limonium pruinosum L.
Chaz.) extract: Characterization, evaluation of anti-skin cancer, antimicrobial
and antioxidant potentials. Scientific  Reports, 12(1), 20370.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-24805-2

Nguyen, D. T. C., Nguyen, N. T. T., Nguyen, T. T. T., & Tran, T. V. (2024). Recent
advances in the biosynthesis of ZnO nanoparticles using floral waste extract
for water treatment, agriculture and biomedical engineering. Nanoscale
Advances, 6(16), 4047-4061. https://doi.org/10.1039/D4NA00133H

Nie, P., Zhao, Y., & Xu, H. (2023). Synthesis, applications, toxicity and toxicity
mechanisms of silver nanoparticles: A review. Ecotoxicology and
Environmental Safety, S, 114636.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2023.114636

Ou, S., & Kwok, K. (2004). Ferulic acid: Pharmaceutical functions, preparation and
applications in foods. Journal of the Science of Food and Agriculture, 84(11),
1261-1269. https://doi.org/10.1002/jsfa.1873

Padmavathy, N., & Vijayaraghavan, R. (2008). Enhanced bioactivity of ZnO
nanoparticles—An antimicrobial study. Science and Technology of Advanced
Materials, 9(3), 035004. https://doi.org/10.1088/1468-6996/9/3/035004

Panja, S., Chaudhuri, I, Khanra, K., & Bhattacharyya, N. (2016). Biological
application of green silver nanoparticle synthesized from leaf extract of
Rauvolfia serpentina Benth. Asian Pacific Journal of Tropical Disease, 6(7),
549-556. https://doi.org/10.1016/S2222-1808(16)61085-X

Patra, J. K., & Baek, K.-H. (2014). Green Nanobiotechnology: Factors Affecting
Synthesis and Characterization Techniques. Journal of Nanomaterials, 2014,
1-12. https://doi.org/10.1155/2014/417305

Pernas-Pleite, C., Conejo-Martinez, A. M., Fernandez Freire, P., Hazen, M. J.,
Marin, I., & Abad, J. P. (2023). Microalga Broths Synthesize Antibacterial and
Non-Cytotoxic Silver Nanoparticles Showing Synergy with Antibiotics and

101



Bacterial ROS Induction and Can Be Reused for Successive AgNP Batches.
International  Journal of Molecular Sciences, 24(22), 16183.
https://doi.org/10.3390/ijms242216183

Potdar, C. K., Jain, H., & Dixit, R. B. (2022). Carica papaya Leaves Extract for
Biosynthesis of Nanoparticles and Their Application. Journal of
Environmental Science and Pollution Research, 8(2), 471-474.
https://doi.org/10.30799/jespr.220.22080201

Pourrahimi, A. M., Liu, D., Strém, V., Hedengvist, M. S., Olsson, R. T., & Gedde, U.
W. (2015). Heat treatment of ZnO nanopatrticles: New methods to achieve
high-purity nanoparticles for high-voltage applications. Journal of Materials
Chemistry A, 3(33), 17190-17200. https://doi.org/10.1039/C5TA03120F

Pulit-Prociak, J., & Banach, M. (2016). Silver nanoparticles — a material of the
future...? Open Chemistry, 14(1), 76-91. https://doi.org/10.1515/chem-2016-
0005

Qayyum, S., Oves, M., & Khan, A. U. (2017a). Obliteration of bacterial growth and
biofilm through ROS generation by facilely synthesized green silver
nanoparticles. PLOS ONE, 12(8), €0181363.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181363

Qayyum, S., Oves, M., & Khan, A. U. (2017b). Obliteration of bacterial growth and
biofilm through ROS generation by facilely synthesized green silver
nanoparticles. PLOS ONE, 12(8), e0181363.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181363

Quintana San José, M. J. (2015, abril). Seguridad y salud en el trabajo con
nanomateriales. Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
(INSHT).

Radulescu, D.-M., Surdu, V.-A., Ficai, A., Ficai, D., Grumezescu, A.-M., &
Andronescu, E. (2023). Green Synthesis of Metal and Metal Oxide
Nanoparticles: A Review of the Principles and Biomedical Applications.
International Journal of Molecular Sciences, 24(20), 15397.
https://doi.org/10.3390/ijms242015397

Rahman, S., Rahman, L., Khalil, A. T., Ali, N., Zia, D., Ali, M., & Shinwari, Z. K.
(2019). Endophyte-mediated synthesis of silver nanoparticles and their
biological applications. Applied Microbiology and Biotechnology, 103(6),
2551-2569. https://doi.org/10.1007/s00253-019-09661-x

Ramanathan, S., Gopinath, S. C. B., Arshad, M. K. M., Poopalan, P., & Perumal, V.
(2021). En S. C. B. Gopinath & F. Gang (Eds.), Nanoparticles in Analytical
and Medical Devices (pp. 31-43). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-
12-821163-2.00002-9

102



Rao, B., & Tang, R.-C. (2017). Green synthesis of silver nanoparticles with
antibacterial activities using aqueous Eriobotrya japonica leaf extract.
Advances in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology, 8(1),
015014. https://doi.org/10.1088/2043-6254/aa5983

Rodriguez Ortiz, M. de J., Hoffmann Valencia, R., Amaya Parra, G., & Luque
Morales, P. A. (2021). Sintesis verde de materiales nanoestructurados de
ZnO en la degradacion de contaminantes orgénicos por medio de la
fotocatélisis heterogénea. Revista de Ciencias Tecnoldgicas, 4(4), 299-313.
https://doi.org/10.37636/recit.v44299313

Rodriguez-Serrano, C., Guzman-Moreno, J., Angeles-Chavez, C., Rodriguez-
Gonzalez, V., Ortega-Sigala, J. J., Ramirez-Santoyo, R. M., & Vidales-
Rodriguez, L. E. (2020). Biosynthesis of silver nanoparticles by Fusarium
scirpi and its potential as antimicrobial agent against uropathogenic
Escherichia  coli biofilms. PLOS  ONE, 15(3), e0230275.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230275

Rojas-Candelas, L. E., Diaz-Ramirez, M., Gonzalez-Vazquez, N., Rayas-Amor, A.
A., Cruz-Monterrosa, R. G., Leon-Espinosa, E. B., & Villanueva-Carvajal, A.
(2023). Physicochemical characterization and antioxidant capacity of popcorn
nejayote. Food Research, 7(5), 12-20.
https://doi.org/10.26656/fr.2017.7(5).174

Roméan-Escobedo, L. C., Cristiani-Urbina, E., & Morales-Barrera, L. (2024).
Bioremediation with an Alkali-Tolerant Yeast of Wastewater (Nejayote)
Derived from the Nixtamalization of Maize. Fermentation, 10(4), 219.
https://doi.org/10.3390/fermentation10040219

Saha, B. C. (2017). Emerging biotechnologies for production of itaconic acid and its
applications as a platform chemical. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, 44(2), 303-315. https://doi.org/10.1007/s10295-016-1878-8

Saleh, T. A. (2020). Nanomaterials: Classification, properties, and environmental
toxicities. Environmental Technology & Innovation, 20, 101067.
https://doi.org/10.1016/j.eti.2020.101067

Santos-Espinoza, A., Gutiérrez-Miceli, F., & Ruiz-Valdiviezo, V. (2020). El papel de
los compuestos polifendlicos en la sintesis verde de nanoparticulas
metalicas. 24(2), 12.

Scherzad, A., Meyer, T., Kleinsasser, N., & Hackenberg, S. (2017). Molecular
Mechanisms of Zinc Oxide Nanoparticle-Induced Genotoxicity. Materials,
10(12), 1427. https://doi.org/10.3390/mal0121427

Serrano, M. N. T., & Juan, M. L. B. Preparacion de nanoparticulas y su aplicaciéon
en procesos cataliticos. 33.

103



Shaalan, M., EI-Mahdy, M., Theiner, S., Dinhopl, N., EI-Matbouli, M., & Saleh, M.
(2018). Silver nanoparticles: Their role as antibacterial agent against
Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss ). Research in Veterinary Science, 119.
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2018.06.019

Shaalan, M., Saleh, M., EI-Mahdy, M., & El-Matbouli, M. (2016). Recent progress in
applications of nanoparticles in fish medicine: A review. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine, 12(3), 701-710.
https://doi.org/10.1016/j.nan0.2015.11.005

Shah, M., Fawcett, D., Sharma, S., Tripathy, S., & Poinern, G. (2015). Green
Synthesis of Metallic Nanoparticles via Biological Entities. Materials, 8(11),
7278-7308. https://doi.org/10.3390/ma8115377

Sharma, N. K., Vishwakarma, J., Rai, S., Alomar, T. S., AIMasoud, N., & Bhattarai,
A. (2022a). Green Route Synthesis and Characterization Techniques of Silver
Nanoparticles and Their Biological Adeptness. ACS Omega, 7(31), 27004-
27020. https://doi.org/10.1021/acsomega.2c01400

Sharma, N. K., Vishwakarma, J., Rai, S., Alomar, T. S., AlMasoud, N., & Bhattarai,
A. (2022b). Green Route Synthesis and Characterization Techniques of Silver
Nanoparticles and Their Biological Adeptness. ACS Omega, 7(31), 27004-
27020. https://doi.org/10.1021/acsomega.2c01400

Shnoudeh, A. J., Hamad, I., Abdo, R. W., Qadumii, L., Jaber, A. Y., Surchi, H. S., &
Alkelany, S. Z. (2019). Synthesis, Characterization, and Applications of Metal
Nanoparticles. En Biomaterials and Bionanotechnology (pp. 527-612).
Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814427-5.00015-9

Simi¢, A., Manojlovié, D., Segan, D., & Todorovié, M. (2007). Electrochemical
Behavior and Antioxidant and Prooxidant Activity of Natural Phenolics.
Molecules, 12(10), 2327-2340. https://doi.org/10.3390/12102327

Singh, A., Gautam, P. K., Verma, A., Singh, V., Shivapriya, P. M., Shivalkar, S.,
Sahoo, A. K., & Samanta, S. K. (2020). Green synthesis of metallic
nanoparticles as effective alternatives to treat antibiotics resistant bacterial
infections: A review. Biotechnology = Reports, 25, e00427.
https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.e00427

Sirelkhatim, A., Mahmud, S., Seeni, A., Kaus, N. H. M., Ann, L. C., Bakhori, S. K.
M., Hasan, H., & Mohamad, D. (2015). Review on Zinc Oxide Nanopatrticles:
Antibacterial Activity and Toxicity Mechanism. Nano-Micro Letters, 7(3), 219-
242. https://doi.org/10.1007/s40820-015-0040-x

Slavin, Y. N., Asnis, J., Héafeli, U. O., & Bach, H. (2017). Metal nanopatrticles:
Understanding the mechanisms behind antibacterial activity. Journal of
Nanobiotechnology, 15(1), 65. https://doi.org/10.1186/s12951-017-0308-z

104



Sneha, K., Sathishkumar, M., Kim, S., & Yun, Y.-S. (2010). Counter ions and
temperature incorporated tailoring of biogenic gold nanoparticles. Process
Biochemistry, 45(9), 1450-1458.
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2010.05.019

Srikhao, N., Ounkaew, A., Kasemsiri, P., Theerakulpisut, S., Okhawilai, M., &
Hiziroglu, S. (2022a). Green synthesis of silver nanopatrticles using the extract
of spent coffee used for paper-based hydrogen peroxide sensing device.
Scientific Reports, 12(1), 20099. https://doi.org/10.1038/s41598-022-22067-
6

Srikhao, N., Ounkaew, A., Kasemsiri, P., Theerakulpisut, S., Okhawilai, M., &
Hiziroglu, S. (2022b). Green synthesis of silver nanopatrticles using the extract
of spent coffee used for paper-based hydrogen peroxide sensing device.
Scientific Reports, 12(1), 20099. https://doi.org/10.1038/s41598-022-22067-
6

Stani¢, V., & Tanaskovi¢, S. B. (2020). Antibacterial activity of metal oxide
nanoparticles. En Nanotoxicity (pp. 241-274). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819943-5.00011-7

Suresh, D., Nethravathi, P. C., Udayabhanu, Rajanaika, H., Nagabhushana, H., &
Sharma, S. C. (2015). Green synthesis of multifunctional zinc oxide (ZnO)
nanoparticles using Cassia fistula plant extract and their photodegradative,
antioxidant and antibacterial activities. Materials Science in Semiconductor
Processing, 31, 446-454. https://doi.org/10.1016/].mssp.2014.12.023

Swarnalatha, K., Rajkumar, K., Karthiga, P., & Shankar, T. (2017). Green synthesis
of silver nanopatrticles using Capsicum frutescence and its intensified activity
against E. coli. Resource-Efficient Technologies, 3, 303-308.
https://doi.org/10.18799/24056529/2017/3/131

Tam, K. T., Thanh, D. V., Van, H. T., Mai, N. T. P., Hai, C. T., Phuong, T. M., Xuan,
N. T., & Nguyen, V.-T. (2022). Green Synthesis of Silver Nanopatrticles using
Extract of Disporopsis Longifolia for Photocatalytic Degradation of Methylene
Blue. American Journal of Environmental Sciences, 18(5), 116-124.
https://doi.org/10.3844/ajessp.2022.116.124

Tamayo, L. A., Zapata, P. A., Rabagliati, F. M., Azécar, M. I., Mufoz, L. A., Zhou,
X., Thompson, G. E., & Paez, M. A. (2015). Antibacterial and non-cytotoxic
effect of nanocomposites based in polyethylene and copper nanoparticles.
Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 26(3), 129.
https://doi.org/10.1007/s10856-015-5475-6

Tareq, M., Khadrawy, Y. A., Rageh, M. M., & Mohammed, H. S. (2022). Dose-
dependent biological toxicity of green synthesized silver nanoparticles in rat’s

105



brain. Scientific Reports, 12(1), 22642. https://doi.org/10.1038/s41598-022-
27171-1

Téllez, V., F. Lopez, J., Aragon, A., & Zayas, T. (2016). Application of Nejayote as a
Foliar and Edaphic Fertiliser to Native Blue Maize (&It;i&gt;Zea mays&lt;/i&gt;
L.) Crops. American Journal of Plant Sciences, 07(15), 2221-2238.
https://doi.org/10.4236/ajps.2016.715196

Téllez-Pérez, V., L6épez-Olguin, J. F., Centro de Agroecologia. Instituto de Ciencias,
Benemérita Universidad Autonoma Puebla, Aragon, A., Centro de
Agroecologia. Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad Autonoma
Puebla, Zayas-Pérez, M. T., & Centro de Quimica y Posgrado en Ciencias
Ambientales, Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla. (2018). Lodos residuales de nejayote como sustratos para la
germinacion de semillas de maiz azul criollo. Revista Internacional de
Contaminacion Ambiental, 34(3), 395-404.
https://doi.org/10.20937/RICA.2018.34.03.03

Ticllacuri Perales, V. J. (2019). Caracterizacion de nanoparticulas de plata
obtenidas mediante sintesis biogénica usando extracto de Coffea arabica
procedente de Satipo.

Travan, A., Pelillo, C., Donati, I., Marsich, E., Benincasa, M., Scarpa, T., Semeraro,
S., Turco, G., Gennaro, R., & Paoletti, S. (2009). Non-cytotoxic Silver
Nanoparticle-Polysaccharide Nanocomposites with Antimicrobial Activity.
Biomacromolecules, 10(6), 1429-1435. https://doi.org/10.1021/bm900039x

Urnukhsaikhan, E., Bold, B.-E., Gunbileg, A., Sukhbaatar, N., & Mishig-Ochir, T.
(2021). Antibacterial activity and characteristics of silver nanoparticles
biosynthesized from Carduus crispus. Scientific Reports, 11(1), 21047.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-00520-2

Vacio-Muro, K. J., Lozano-Alvarez, J. A., Sanchez-Gonzélez, M. N., Chavez Vela,
N. A., Torres-Ramirez, E., & Jauregui-Rincén, J. (2020). Remocion de
contaminantes del nejayote con alginato y quitosano. Revista Internacional
de Contaminacion Ambiental. https://doi.org/10.20937/RICA.53185

Valderrama Bravo, M. D. C., Cornejo Villegas, M. D. L. A., Zambrano Zaragoza, M.
D. L. L., Dominguez Hernandez, M. E., Zepeda Bautista, R., & Oaxaca Luna,
J. A. (2020). Physicochemical characterization of flours and rheological and
textural changes of masa and tortillas obtained from maize fertilized with
nejayote and ovine manure. International Agrophysics, 34(2), 241-252.
https://doi.org/10.31545/intagr/118411

Vanaja, M., Paulkumar, K., Baburaja, M., Rajeshkumar, S., Gnanajobitha, G.,
Malarkodi, C., Sivakavinesan, M., & Annadurai, G. (2014). Degradation of
Methylene Blue Using Biologically Synthesized Silver Nanoparticles.

106



Bioinorganic Chemistry and Applications, 2014, 1-8.
https://doi.org/10.1155/2014/742346

Vazquez-Lépez, M., Jiménez-Ocampo, U. E., & Moreno-Andrade, 1. (2023).
Tratamiento anaerobio y valorizacion energética de las aguas residuales del
proceso de nixtamalizacion del maiz: una revision. Revista AIDIS de
Ingenieria y Ciencias Ambientales. Investigacion, desarrollo y practica, 309-
325. https://doi.org/10.22201/iingen.0718378xe.2023.16.1.85041

Vijayaraghavan, K., & Nalini, S. P. K. (2010). Biotemplates in the green synthesis of
silver  nanopatrticles. Biotechnology Journal, 5(10), 1098-1110.
https://doi.org/10.1002/biot.201000167

Wang, Y., Hou, Z., Guo, H., Shen, L., Wang, G., Cui, F., & Zhang, Q. (2013).
Preparation of ZnO nanorods via aqueous solution process and their PL
properties. Materials Letters, 91, 107-110.
https://doi.org/10.1016/j.matlet.2012.09.070

Zdunska, K., Dana, A., Kolodziejczak, A., & Rotsztejn, H. (2018a). Antioxidant
Properties of Ferulic Acid and Its Possible Application. Skin Pharmacology
and Physiology, 31(6), 332-336. https://doi.org/10.1159/000491755

Zdunska, K., Dana, A., Kolodziejczak, A., & Rotsztejn, H. (2018b). Antioxidant
Properties of Ferulic Acid and Its Possible Application. Skin Pharmacology
and Physiology, 31(6), 332-336. https://doi.org/10.1159/000491755

Zhai, Y., Wang, T., Fu, Y., Yu, T., Ding, Y., & Nie, H. (2023). Ferulic Acid: A Review
of Pharmacology, Toxicology, and Therapeutic Effects on Pulmonary
Diseases. International Journal of Molecular Sciences, 24(9), 8011.
https://doi.org/10.3390/ijms24098011

Zhang, L., Jiang, Y., Ding, Y., Daskalakis, N., Jeuken, L., Povey, M., O’'Neill, A. J.,
& York, D. W. (2010). Mechanistic investigation into antibacterial behaviour
of suspensions of ZnO nanoparticles against E. coli. Journal of Nanoparticle
Research, 12(5), 1625-1636. https://doi.org/10.1007/s11051-009-9711-1

Zheng, M., Liu, Y., Zhang, G., Yang, Z., Xu, W., & Chen, Q. (2024). The Antioxidant
Properties, Metabolism, Application and Mechanism of Ferulic Acid in
Medicine, Food, Cosmetics, Livestock and Poultry. Antioxidants, 13(7), 853.
https://doi.org/10.3390/antiox13070853

Zinc Oxide Nanoparticles Synthesis Methods and its Effect on Morphology: A
Review. (2021). Biointerface Research in Applied Chemistry, 12(3), 4261-
4292. https://doi.org/10.33263/BRIAC123.42614292

107



11. Apéndice
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Figura S1. Curva de calibracion de acido ferulico a partir de diferentes concentraciones.

Figura S2. Andlisis S/N para las variables involucradas en la sintesis de NPsAg de acuerdo con el
disefio experimental de Taguchi Lo, evaluando tres factores con tres niveles a) variacion de pH, b)
variacion de concentracion de AgNOs, mM y c) variacion de concentracién de nejayote, v/v.
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Tabla S1. Datos estadisticos para la curva de calibracion del acido ferulico

Ecuaciéon Y=a*x+b

R? 0.9961

Valor Desviacion estandar
a Pendiente 1.1535 0.81143
b Interseccion  -1.0837 0.03613

Tabla S2. Analisis de varianza del disefio experimental de Taguchi Lo empleado para determinar la
influencia de las diferentes variables sobre el proceso de sintesis de NPsAg.

o Suma de
Variable utilizada en el proceso S/N para el nivel i del factor

de sintesis de nanopatrticulas

cuadrados Varianza

1 2 3 (SS)
A: pH 17.64 18.56 20.76 15.38 7.69
B: Concentracion AgNO5;, mM 18.90 20.27 17.69 9.26 4.63
C: Concentracion nejayote 18.89 18.84 19.23 0.26 0.13
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