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Resumen 
El presente trabajo describe el análisis del comportamiento antibacteriano, toxicológico y 

ambiental de nanozimas de Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis verde a partir del extracto de 
Ageratina pichinchensis (Axihuitl), planta medicinal mexicana de uso herbolario. Las 

nanozimas, definidas como nanomateriales con propiedades catalíticas similares a las 
enzimas naturales, presentaron una morfología irregular con un tamaño promedio de 29 nm 
que y, al compararse con las obtenidas por síntesis química mostraron diferencias 

estructurales. Las obtenidas por síntesis verde con extracto de Axihuitl presentaron una sola 
fase correspondiente a la hematita, mientras que en las químicas se detectó una fase adicional, 

lo que sugiere variaciones en el grado de dopaje del material. La actividad catalítica se 
determinó mediante la oxidación de -tetrametilbencidina (TMB) en presencia de 
peróxido de hidrogeno ( ). Ambas nanozimas presentaron actividad tipo peroxidasa, 

aunque las sintetizadas con extracto vegetal mostraron una mayor eficiencia catalítica en 

comparación con otras nanozimas reportadas en la literatura, lo que confirma que el método 
de síntesis influye de manera directa en el comportamiento catalítico. Los análisis 
antibacterianos demostraron que las nanozimas Cu

presentaron una actividad superior frente a Staphylococcus aureus, alcanzando porcentajes 
de inhibición >65 % tras 1 h de contacto, mientras que las nanozimas químicas mostraron 

valores >12.8 %, validando el potencial de la síntesis verde como estrategia para obtener 

nanomateriales antimicrobianos. El análisis de biocompatibilidad y citotoxicidad en 
fibroblastos reveló que, las nanozimas obtenidas por síntesis verde mantuvieron una 
viabilidad celular  70 % en comparación con el control de daño (Triton X-100), incluso a 

. Este efecto se asocia a fenómenos de aglomeración y sedimentación que 
favorecen un mayor contacto físico con la monocapa celular y estimulan transitoriamente la 
actividad metabólica. Bajo esta premisa, se realizó la formulación del nanocompuesto de 

PVA/PAA Cu Fe2O3 con de nanozimas. Las membras de PVA/PAA con 

nanozimas obtenidas por síntesis verde presentaron una red de nanofibras continuas y 
uniformes, con un diámetro promedio de 246.91 nm, ligeramente inferior al de la membrana 

de PVA/PAA y a las que contenían nanozimas obtenidas por síntesis química. En conjunto, 
los resultados confirman que la síntesis verde de nanozimas Cu a partir del extracto 
de Ageratina pichinchensis permite obtener materiales con propiedades catalíticas, 

antibacterianas y biocompatibles. Su incorporación en membranas de PVA/PAA da lugar a 

nanocompuestos biodegradables con potencial aplicación en el ámbito biomédico y 
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ambiental, sin evidenciar efectos tóxicos relevantes para la salud humana ni impactos 

negativos para el medio ambiente. 

Palabras clave: Nanozimas, Cu Fe2O3, síntesis verde, membranas poliméricas y 

biocompatibilidad  
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Abstract 
This work describes the analysis of the antibacterial, toxicological, and environmental 

behavior of Cu Ageratina 
pichinchensis (Axihuitl), a Mexican medicinal plant traditionally used in herbal medicine. 

The nanozymes, defined as nanomaterials with catalytic properties like natural enzymes, 
exhibited an irregular morphology with an average size of 29 nm and, when compared with 
those obtained by chemical synthesis, showed structural differences. The nanozymes 

synthesized with Axihuitl extract displayed a single phase corresponding to hematite, 
whereas in the chemically synthesized ones an additional phase was detected, suggesting 

variations in the degree of material doping. Catalytic activity was assessed through the 
-tetramethylbenzidine (TMB) in the presence of hydrogen peroxide 

-like activity; however, those synthesized with 

plant extract showed higher catalytic efficiency compared to other nanozymes reported in the 

literature, confirming that the synthesis method directly influences the catalytic behavior. 
Antibacterial analyses demonstrated that Cu
exhibited superior activity against Staphylococcus aureus, reaching inhibition percentages 

>65% after 1 h of contact, whereas the chemically synthesized nanozymes only showed 
values >12.8%, validating green synthesis as a strategy to obtain antimicrobial nanomaterials. 

Biocompatibility and cytotoxicity analyses in fibroblasts revealed that green-synthesized 

-

phenomena that promote greater physical contact with the cell monolayer and transiently 

stimulate metabolic activity. Under this premise, a PVA/PAA Cu
formulation containing 0.5 wt% nanozymes was developed. PVA/PAA membranes with 
green-synthesized nanozymes exhibited a network of continuous and uniform nanofibers 

with an average diameter of 246.91 nm, slightly lower than that of the pure PVA/PAA 

membrane and those containing chemically synthesized nanozymes. Overall, the results 
confirm that the green synthesis of Cu Ageratina pichinchensis 

extract enables the development of materials with catalytic, antibacterial, and biocompatible 
properties. Their incorporation into PVA/PAA membranes leads to biodegradable 
nanocomposites with potential applications in the biomedical and environmental fields, 

without showing toxic effects relevant to human health or negative impacts on the 

environment. 
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Glosario 

NZs Nanozimas 

Cu Fe2O3 Hematita dopada con cobre  

NZs Cu Fe2O3 Nanozimas de hematita dopada con cobre 

-Fe2O3 Hematita 

CuO Óxido de cobre  

PVA Poli (vinil alcohol)  

PAA Ácido poli(acrílico) 

TMB 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina 

HRP  Peroxidasa de Rábano Picante 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

PVA/PAA Cu
Fe2O3 

Membrana polimérica de poli (vinil alcohol) y ácido 
poli(acrílico) con nanozimas de hematita dopadas con cobre  

MSV Membranas electrohiladas con NZs de Cu
síntesis verde  

MSQ Membranas electrohiladas con NZs de Cu
síntesis química 

NIH 3T3 Fibroblastos embrionarios de ratón 

SEM Microscopio electrónico de barrido (por sus siglas en inglés) 

DRX Difracción de rayos X 

FTIR Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (por sus 
siglas en inglés) 
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1 

1 Introducción y Objetivos 

1.1 Antecedentes 

La resistencia bacteriana constituye uno de los principales problemas de salud pública y 
desarrollo a nivel mundial, al comprometer la eficiencia de antibióticos, antivirales, 
antifúngicos y antiparasitarios y, con ello, procedimientos médicos de alta complejidad 

(cirugías, quimioterapia, trasplantes) [1]. De acuerdo con estimaciones recientes, en el 2021 
se reportaron alrededor de 1.14 millones de muertes atribuibles a la resistencia a los 

antimicrobianos (RAM), lo que significa que la resistencia constituyó la causa directa de 
dichos fallecimientos y hasta 4.71 millones de fallecimientos asociados a la RAM [2].  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha advertido que, de no intervenir de 
manera contundente, hacia el año 2050 la resistencia antimicrobiana podría provocar hasta 

10 millones de muertes anuales superando incluso las cifras relacionadas con el cáncer [3]. 
Este panorama ha sido respaldado por la Review on Antimicrobial Resistance, la cual estima 
que la mortalidad por RAM podría alcanzar una muerte cada tres segundos y generar pérdidas 
económicas acumuladas de hasta 100 billones de dólares para mediados de siglo [4].En 
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términos más inmediatos, el Banco Mundial estima que para el 2030 la resistencia 

antimicrobiana podría generar pérdidas de hasta 3.4 billones de dólares anuales en el 
producto interno bruto (PIB) mundial [5].  

Este fenómeno no solo aumenta la mortalidad por infecciones comunes, como 
neumonías o sepsis, sino que también tiene un impacto en la sostenibilidad de los sistemas 
de salud. Se estima que los costos adicionales de atención médica derivados de la resistencia 

antimicrobiana podrían alcanzar un billón de dólares anuales para 2050, afectando 
especialmente el manejo de infecciones en heridas, implantes biomédicos y entornos 

nosocomiales [4].  
En este contexto, la resistencia bacteriana adquiere particular relevancia, pues representa 

la principal amenaza en infecciones asociadas a bacterias oportunistas y multirresistentes 
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, las cuales han 

sido incluidas por la Organización Mundial de la Salud en su Lista de Patógenos Bacterianos 
Prioritarios 2024, como prioridad alta o crítica debido a su impacto global, capacidad de 
propagación y dificultad de tratamiento [6]. 

Ante la creciente crisis de la resistencia bacteriana, surge la necesidad de desarrollar 
nuevas estrategias antibacterianas innovadoras que superen a los antibióticos tradicionales, 

los cuales actúan principalmente mediate un único mecanismo de acción como la inhibición 

de la síntesis de la pared celular, la interferencia en la síntesis proteica o la alteración de la 
replicación del ADN. Este mecanismo único y la rápida adaptación de las bacterias favorece 
la rápida aparición de resistencia[7]. En contraste, los nanomateriales ofrecen un enfoque 

multifuncional, al ejercer su actividad antimicrobiana a través de diversos mecanismos 
simultáneos que incluyen la liberación controlada de iones metálicos, la generación de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y el daño directo a las membranas celulares bacterianas. 
Esta versatilidad reduce la probabilidad de desarrollar resistencia y posiciona a las 

nanotecnologías y a los biomateriales funcionalizados como herramientas prometedoras en 
la lucha contra infecciones resistentes [8]. 

Dentro de los nanomateriales metálicos la plata y el cobre han demostrado eficiencia 
antimicrobiana mediante la liberación de iones, generación de ROS y daño a la membrana 

bacteriana. Sin embargo, su aplicación se ve limitada por la toxicidad asociada y falta de 
control en la liberación de iones, lo que dificulta su uso seguro en sistemas biológicos [9]. 

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado nanozimas, nanomateriales capaces de 
imitar actividades enzimáticas como peroxidasa, oxidasa, catalasa y superóxido dismutasa, 
que han mostrado un gran potencial como catalizadores bioinspirados y agentes 

antibacterianos.  
Estas nanozimas pueden generar ROS de forma catalítica y controlada, lo que potencia 

su actividad antibacteriana, sin recurrir a la liberación excesiva de iones metálicos. En 
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particular, las nanozimas con actividad tipo peroxidasa pueden descomponer concentraciones 

radicales hidroxilos (-OH) y lograr una mayor eficiencia 
antibacteriana sin generar toxicidad en los tejidos sanos [10]. 

 Además, las nanozimas han despertado gran interés debido a su estabilidad, bajo costo 
de producción y posibilidad de síntesis a gran escala, lo que las convierte en alternativas 
viables frente a las enzimas naturales como la peroxidasa de rábano picante [11], [12]. Sin 

embargo, su aplicación biomédica exige una avaluación exhaustiva de los efectos 
toxicológicos en la salud y medio ambiente, ya que factores como el tamaño, morfología y 

los grupos funcionales de superficie pueden influir en su citotoxicidad [13]. Este impacto 
puede ser regulado desde el diseño del material, donde la síntesis verde juega un papel 

importante al reducir la presencia de residuos tóxicos derivados de la síntesis y mejorar la 
biocompatibilidad en comparación con métodos químicos convencionales [14].  

En este sentido, la síntesis verde aplicada a nanozimas basadas en óxidos metálicos ha 
cobrado relevancia, al permitir un diseño más seguro y sostenible. Entre ellas - 
Fe2O3) se distingue por su versatilidad catalítica capaz de imitar múltiples actividades 

enzimáticas como la peroxidasa, la oxidasa y catalasa [15], con una estabilidad comparable 
o incluso superior a enzimas naturales [16].  

Investigaciones recientes han demostrado que el dopaje con iones de cobre 

introduce defectos estructurales en la red cristalina, evidenciados por cambios en el tamaño 
cristalino y la simetría estructural, lo que se traduce en una mayor eficacia antibacteriana 
[17]. 

 El uso de extractos vegetales en la síntesis verde como agentes reductores y 
estabilizantes amplía aún más las posibilidades de obtener nanozimas biocompatibles y 
ambientalmente amigables. En particular, Ageratina pichinchensis (Axihuitl), reconocida en 
la medicina tradicional mexicana por sus propiedades antibacterianas[18], antifúngicas[19] 

y gastroprotectoras [20], representa una fuente innovadora de metabolitos secundarios 
(flavonoides, benzofuranos y cromenos) capaces de participar en la reducción y 

estabilización de nanopartículas [21]. Su aprovechamiento en la síntesis de nanozimas Cu
representa una estrategia original y sostenible para el desarrollo de biomateriales con 

potencial aplicación biomédica y ambiental. 
Además de la síntesis, resulta igualmente relevante considerar la incorporación de 

nanozimas en matrices poliméricas como estrategia atractiva para aplicaciones biomédicas. 
Polímeros como el poli (vinil alcohol) (PVA) y el ácido poliacrílico (PAA) son 
biocompatibles y biodegradables [22], [23], y al ser procesados mediante electrohilado 

pueden generar membranas con propiedades adecuadas para su uso como apósitos 
antimicrobianos o sistemas de liberación controlada. La presencia de nanozimas en estas 

membranas no solo aporta propiedades catalíticas y antibacterianas, sino que también 
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contribuye a modular especies reactivas de oxígeno, atenuar la inflamación y favorecer la 

angiogénesis, regulando de manera dinámica la interacción con fluidos biológicos y 
optimizando así su desempeño funcional [24]. 

De acuerdo con lo anterior, el presente trabajo propone la síntesis verde de nanozimas 
de Cu Ageratina pichinchensis (Axihuitl) como agente 
reductor y estabilizante, con el fin de obtener nanomateriales biocompatibles y con 

propiedades catalíticas. Posteriormente, la incorporación de estas nanozimas en matrices 
poliméricas de PVA/PAA obtenidas por electrohilado permitirá transferir sus propiedades 

catalíticas y antibacterianas a una matriz biodegradable. De esta manera, se busca el 
desarrollo de biomateriales multifuncionales cuya evaluación antibacteriana, toxicológica y 

ambiental contribuya al diseño de materiales más seguros y sostenibles. 

1.2 Definición del problema 

La resistencia bacteriana constituye actualmente una de las principales amenazas para la 

salud pública global. En el 2021 se atribuyeron directamente cerca de 1.14 millones de 
muertes y hasta 4.71 millones de fallecimientos asociados [2] y de no implementarse medidas 

efectivas contra este problema de salud se proyecta que hacia 2050 esta crisis podría 
ocasionar hasta 10 millones de muertes anuales, superando incluso la mortalidad por cáncer, 
generando pérdidas económicas acumuladas cercanas a 100 billones de dólares [3], [4]. Este 

panorama no solo compromete la eficiencia de los antibióticos convencionales, sino que 

también afecta la seguridad de procedimiento médicas de alta complejidad, lo que plantea un 
desafío urgente para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas [1]. 

Aunque se han impulsado estrategias basadas en el desarrollo de nuevos antibióticos, 
campañas de uso racional y medidas de control hospitalario, estas estrategias han demostrado 
ser insuficientes para contener la magnitud del problema [25]. La capacidad de adaptación 

de las bacterias supera el ritmo de innovación farmacológica, lo que hace evidente que los 

enfoques tradicionales no garantizan soluciones sostenibles a largo plazo [26]. En este 
sentido, la nanotecnología ha emergido en las últimas décadas como una herramienta 
innovadora, al ofrecer materiales con propiedades multifuncionales capaces de ejercer 

actividad antibacteriana mediante mecanismos distintos y simultáneos como la liberación 
controlada de iones, la generación de especies reactivas de oxígeno y el daño directo a las 

membranas bacterianas [8].  
Sin embargo, los nanomateriales metálicos convencionales como la plata y el cobre, pese 

a su efectividad, su aplicación se ve limitada por los efectos adversos en células y tejidos, 
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restringiendo su aplicación segura en el ámbito biomédico [9]. Ante este panorama, es 

importante el diseño de nanomateriales de nueva generación que aseguren una liberación 
controlada, mayor biocompatibilidad y estabilidad, capaces de mantener su eficacia 

antimicrobiana en el tiempo e incluso al ser incorporados en matrices poliméricas.  
El presente trabajo plantea el análisis del comportamiento toxicológico y ambiental de 

nanozimas antibacterianas de Cu obtenidas por síntesis verde utilizando extracto de 

Ageratina pichinchensis (Axihuitl) y su incorporación en membranas poliméricas de 
PVA/PAA. La evaluación integral de estos aspectos permitirá el desarrollo de un 

nanomaterial biocompatible y biodegradable, contribuyendo al diseño de alternativas más 
sostenibles y eficaces frente a la resistencia bacteriana. 

1.3 Justificación 

La creciente resistencia bacteriana constituye una crisis global que exige soluciones 
terapéuticas eficaces, seguras y sostenibles. Si bien los nanomateriales han demostrado un 

notable potencial antimicrobiano, sus propiedades fisicoquímicas también pueden generar 
riesgos toxicológicos, lo que exige estrategias de diseño que   no solo se centren en su 

eficacia, sino también en su seguridad y compatibilidad con sistemas biológicos.  
Por lo que este proyecto propone la síntesis verde de nanozimas de Cu Fe2O3 utilizando 

extracto de Ageratina Pichinchensis, una planta medicinal mexicana con reconocidas 

propiedades biológicas, como alternativa ecológica y novedosa frente a los métodos de 

síntesis convencionales.  
La incorporación de estas nanozimas en membranas poliméricas de PVA/PAA, 

materiales biocompatibles y biodegradables, permite ampliar su campo de aplicación en el 
ámbito biomédico mediante el desarrollo de apósitos o sistemas de liberación controlada con 
actividad antibacteriana. 

Asimismo, la caracterización estructural y morfológica permitirá comprender cómo las 

condiciones de síntesis influyen en el desempeño catalítico y antibacteriano de las nanozimas, 
generando conocimientos que fortalece tanto la base científica como la aplicación funcional 
del material. 

Este enfoque busca contribuir al diseño de nanomateriales multifuncionales, 
biocompatibles y ambientalmente seguros, respondiendo a una necesidad urgente de 

alternativas antimicrobianas que no solo enfrenten la resistencia bacteriana, sino que también 
se alineen con criterios de sostenibilidad y seguridad en salud.  
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Analizar la actividad toxicológica y ambiental de las nanozimas antibacterianas de Cu
Fe2O3 obtenidas mediante síntesis verde e incorporadas en una membrana polimérica. 

1.4.2 Objetivo específico 

 Sintetizar y caracterizar las propiedades fisicoquímicas y enzimáticas de las 
nanozimas de Cu Fe2O3 obtenidas mediante un extracto natural. 

 Incorporar y analizar la interacción de las nanozimas de Cu Fe2O3 en una 

membrana polimérica de PVA/PAA. 

 Evaluar el efecto antibacteriano de las nanozimas de Cu Fe2O3 y del compuesto 
nanozimas PVA/PAA Cu Fe2O3 sobre Staphylococcus aureus. 

 Evaluar el impacto citotóxico de las nanozimas de Cu Fe2O3 y del compuesto 
nanozimas PVA/PAA Cu Fe2O3 mediante ensayos de viabilidad celular y 

citotoxicidad. 

 Evaluar el impacto ambiental del compuesto nanozimas PVA/PAA Cu Fe2O3 
mediante pruebas de biodegradación. 

1.5 Hipótesis 

La síntesis verde de nanozimas de Cu Fe2O3 a partir de un extracto natural, incorporadas 
en una membrana polimérica, favorecerá la fabricación de un material antibacteriano, 

biocompatible y biodegradable que no generará un efecto tóxico en la salud humana y en el 
medio ambiente. 
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2 

2 Síntesis y caracterización de 
nanozimas  

2.1 Introducción 

Las nanozimas son nanomateriales con capacidad catalítica similar a las enzimas 
naturales, capaces de imitar actividades enzimáticas como la peroxidasa, oxidasa o catalasa. 
Esta versatilidad enzimática ha generado un creciente interés en su aplicación en áreas 

biomédicas, ambientales y analíticas. En el área biomédica, una de las aplicaciones más 
relevantes de las nanozimas es su comportamiento antibacteriano, atribuido principalmente, 

a su capacidad para generar especies reactivas de oxígeno (ROS) capaces de inducir daño 
oxidativo en la membrana celular bacteriana y comprometer su viabilidad celular [17].  

Por otro lado, las nanozimas ofrecen ventajes frente a las enzimas naturales como, mayor 
estabilidad, menor costo, versatilidad y fácil producción [11]. Entre los materiales más 

estudiados para el desarrollo de nanozimas, los óxidos de hierro, como la magnetita (Fe3O4) 
y hematita ( -Fe2O3), han mostrado gran versatilidad para imitar múltiples actividades 
enzimáticas como la peroxidasa, la oxidasa y catalasa. Además, el dopaje con metales como 

el cobre, ha demostrado potenciar sus propiedades catalíticas [15]. Estas características, en 

conjunto con la incorporación de compuestos fitoquímicos como agentes reductores y 
estabilizantes, permiten diseñar nanozimas de forma sustentable y sin comprometer su 

actividad catalítica [27].  
Este capítulo aborda el desarrollo de nanozimas basadas en óxidos de hierro dopados 

con cobre (NZs Cu

de una planta medicinal tradicional mexicana. Esta estrategia de obtención busca aprovechar 

los compuestos fitoquímicos presentes en las plantas como agentes reductores y 
estabilizantes, proponiendo un enfoque sustentable para la producción de nanomateriales 
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funcionales. Adicionalmente, se describen los procedimientos empleados para su obtención, 

así como los análisis realizados para su caracterización fisicoquímica, con el fin de 
determinar su composición, morfología y estructura cristalina. Estos resultados permitieron 

establecer la relación entre sus propiedades estructurales y su posible desempeño funcional. 
Posteriormente, se evaluó su actividad tipo peroxidasa mediante ensayo colorimétrico, 

basado en la oxidación del sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) en presencia de 

peróxido de hidrógeno (H2O2). Este análisis permitió conocer su capacidad catalítica, así 
como su respuesta frente a diferentes concentraciones de sustrato.  

Finalmente, se llevó a cabo la validación antibacteriana de las nanozimas frente a cepas 
representativas de Staphylococcus aureus en tiempos de exposición cortos, considerando su 

eficacia bajo condiciones fisiológicamente relevantes. Los resultados obtenidos aportan 
evidencia del potencial de estas nanozimas como agentes bioactivos, con posibles 

aplicaciones en el desarrollo de terapias alternativas para el control de infecciones bacterianas 
resistentes. 

2.2 Marco teórico 

2.2.1 Definición y ventajas de las nanozimas frente a las enzimas 
naturales  

Las nanozimas son enzimas sintéticas basadas en nanomateriales con propiedades 

intrínsecamente similares a las enzimas naturales, ya que producen los mismos productos 
catalíticos que las enzimas, utilizando los mismos sustratos [28]. A diferencia de las enzimas 
naturales, las nanozimas no presentan estructuras proteicas, sino que están compuestas de 

nanoestructuras inorgánicas u orgánicas, como metales, óxidos metálicos o materiales a base 
de carbono [29], lo que les confiere propiedades únicas, como tamaño, morfología y área 

superficial [30], permitiéndoles aumentar su eficiencia catalítica. Además, al ser enzimas 
artificiales, buscan resolver las principales limitaciones de las enzimas naturales, como su 

baja estabilidad catalítica, elevado costo y complejidad en procesos de producción  [11], [12]. 
En ese sentido, las nanozimas son más estables que las enzimas convencionales, 

especialmente en condiciones extremas de pH y temperatura elevada, debido a su tamaño 
nanométrico y composición, por lo que pueden resistir la degradación que normalmente 
afecta a las proteínas [31], [32], [33].  

Las nanozimas muestran especificidad por los sustratos con los que interactúan; sin 

embargo, su especificidad hacia el sustrato es limitada en comparación con las enzimas [34], 
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ya que las nanozimas pueden poseer múltiples actividades similares a las enzimas, lo que les 

permite participar en reacciones en cascada [35]. Además, otra propiedad importante de las 
nanozimas es que presentan mecanismos de reacción y cinéticas similares a las enzimas 

naturales, y solo aceleran las velocidades de reacción, pero no alteran el equilibrio de 
reacción [36]. 

Gracias a su composición versátil, tamaño nanométrico, elevada área superficial y 

comportamiento catalítico similar al de las enzimas naturales, se ha impulsado la aplicación 
de las nanozimas en áreas como: diagnóstico biomédico, detección colorimétrica, 

eliminación de contaminantes y en el desarrollo de terapias antimicrobianas. 

2.2.2 Actividades enzimáticas imitadas y sus aplicaciones  

Las nanozimas se caracterizan por su capacidad para imitar distintas actividades 
enzimáticas presentes en sistemas biológicos. Entre las más estudiadas se encuentran las 

actividades tipo peroxidasa (POD), catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD) y oxidasa 

(OD), cada una con mecanismos catalíticos particulares que les confieren aplicaciones 
específicas en campos biomédicos, ambientales y analíticos. 

Las nanozimas con actividad catalítica similar a la peroxidasa catalizan la oxidación de 

proceso, facilitan la transferencia de electrones, permitiendo la reducción del  

(H2O) y la oxidación del sustrato a un producto coloreado, lo cual resulta útil en sistemas de 
detección colorimétrica [37]. Además de su aplicación analítica, esta actividad también ha 
sido aprovechada en el desarrollo de estrategias antimicrobianas, ya que muchas bacterias 

nanozimas generar especies reactivas de oxígeno (ROS) in situ, capaces de inducir daño 
oxidativo en la membrana celular bacteriana y comprometer su viabilidad celular [17].  

Por su parte, las nanozimas con actividad tipo oxidasa catalizan la oxidación directa de 

sustratos utilizando oxígeno molecular como receptor de electrones, sin necesidad de 
[38]. Esta propiedad ha sido especialmente útil en biosensores y 

sistemas de diagnóstico, al permitir una detección más directa y selectiva de biomoléculas. 

Las nanozimas con actividad tipo catalasa, descomponen el H2O2 en oxígeno y agua, lo que 
resulta particularmente valioso en la reducción del estrés oxidativo en entornos fisiológicos 
[39], mientras que la actividad de superóxido dismutasa descomponen el radical superóxido 

(O2 ) en H2O2 con la liberación de oxígeno molecular [40].  
Cada una de estas actividades le confiere a las nanozimas propiedades específicas que 

han sido aprovechadas en múltiples aplicaciones. En la tabla 1 se resumen diversos 
nanomateriales con actividad catalítica similar a las enzimas, junto con sus aplicaciones y 
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resultados más relevantes. Como se puede observar, las nanozimas han mostrado propiedades 

catalíticas que destacan en la detección de biomoléculas, terapias antibacterianas, 
eliminación de contaminantes, así como en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades, 

entre otros.  
 

Tabla 1 Nanomateriales con actividad catalítica similar a las enzimas, junto con sus aplicaciones y 
resultados más relevantes 

Material 
Actividad 
catalítica 

Aplicación Resultados Referencia 

Hemin@BSA@ZIF-8 Peroxidasa 
Detección 

colorimétrica de 
 

Encapsulación en 
ZIF-8 mejoró 

notablemente la 
actividad 
catalítica. 

Utilizada en 
inmunoensayos. 

[41] 

 Peroxidasa 

Terapia 
antibacteriana y 
cicatrización de 

heridas  

Plataforma 
sinérgica 
catalítica

fototérmica. 
El dopaje con 

eficiencia 
catalítica. 

[42] 

Ce-FITC@ATP Oxidasa 
Diagnóstico por 

imagen y tratamiento 
antibacteriano 

Generación 

inducida por 
ATP. 

Eficiente a PH 
fisiológico.  

[43] 

OV Oxidasa 
Detección 

colorimétrica de L-
cisteína. 

Selectividad s a 
L-Cys frente a 

otros 
aminoácidos 

(GSH, Ser, Gly) 

[44] 

Nanosondas 
mesoporosas de PdPt 
recubiertas de   

Peroxidasa 
Catalasa 

Superóxido 
dismutasa 

Tratamiento del 
daño hepático 
inducido por 
paracetamol 

Eliminación de 
ROS intracelular. 

[45] 

AuNPs 
Peroxidasa 

Catalasa 

Tratamiento de 
colitis inducida por 

dextrano sulfato 
sódico 

Actividad dual 
regulada por pH. 
Eliminación de 

ROS intracelular. 

[46] 
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Tratamiento in 
vivo eficaz. 

Cu-SAzyme  
Superóxido 
dismutasa 

Tratamiento de 
sepsis 

Eliminación de 
ROS, protección 

de ADN y 
reducción de 

TNF- -6 en 
células 

RAW264. 

[47] 

 
Catalasa 

Superóxido 
dismutasa 

Eliminación de ROS 
y contaminantes 

aromáticos 

Adsorción de 
benzo[a]pireno 

(B[a]P). 
[48] 

Mn-SAzyme 
Superóxido 
dismutasa 

Biosensado 
ultrasensible de 

acetamiprid 

Sin actividad tipo 
catalasa o 

eliminación 
 

Alta selectividad 
y exactitud en 

muestras reales. 

[49] 

 
En conjunto, las nanozimas representan una plataforma versátil con un amplio rango de 

aplicaciones, determinadas por la combinación de la composición química, tamaño 

nanométrico, elevada área superficial y actividad catalítica, lo que determina su aplicación 
en distintas áreas.  

En particular, algunas nanozimas han demostrado un desempeño notable en áreas 

biológicas al generar especies reactivas capaces de comprometer la integridad celular de 
microorganismos patógenos, lo que ha impulsado su estudio como agentes con potencial 

antibacteriano. 

2.2.3 Aplicaciones antibacterianas de nanozimas 

Existen diversos agentes antibacterianos basados en nanozimas, entre los que destacan 
aquellos compuestos por cobre, metales nobles, carbono y óxidos de hierro. Por ejemplo, se 

ha reportado la síntesis de una enzima artificial a base de hidrogel con contenido de cobre, 

que presentó actividad intrínseca similar a la POD y mostró actividad antibacteriana contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas resistentes a múltiples fármacos. Además, los 
iones de cobre contribuyeron a mejorar la cicatrización de heridas al estimular la deposición 

de colágeno y la angiogénesis [50]. Adicionalmente, en otro estudio, determinaron que las 
nanobarras de óxido de cobre (CuO) activadas con luz visible, mejoraron su afinidad por el 

H2O2, acelerando 20 veces más la producción de especies reactivas de oxígeno, potenciando 
su actividad antibacteriana [51]. 
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Las nanozimas de oro soportadas sobre sílice mesoporosa bifuncionalizada, reportadas 

anteriormente [52], combinaron actividad tipo peroxidasa y oxidasa para eliminar 
Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus aureus (S. aureus), mediante la descomposición 

del H2O2 en radical hidroxilo ( ) y la generación de ROS. Adicionalmente, en otro 
estudio, sintetizaron nanozimas bimetálicas de plata-paladio con actividad enzimática similar 
a la oxidasa, con actividad oxidasa que eliminaron bacterias resistentes y retardaron la 

aparición de resistencia bacteriana [53]. También, se han sintetizado esferas de carbono 
dopadas con nitrógeno, con notable actividad tipo peroxidasa que catalizó eficientemente 

[54].  
Por otra parte, las nanozimas de óxido de hierro han mostrado una actividad catalítica 

ambientes ligeramente ácidos. Esta propiedad les permitió ejercer un efecto bactericida eficaz 

contra E. coli y S. aureus, aumentando además la sensibilidad térmica de las bacterias 
tratadas. Como resultado del tratamiento sinérgico entre las nanozimas y la exposición al 
calor, la tasa de inhibición bacteriana alcanzó casi el 100%. Adicionalmente, estas nanozimas 

mostraron un efecto positivo en la cicatrización de heridas infectadas con S. aureus, lo que 
refuerza su potencial terapéutico en el control de infecciones cutáneas [55]. 

En conjunto, las nanozimas han demostrado ser herramientas prometedoras en el 

desarrollo de terapias antimicrobianas, gracias a su capacidad para generar especies reactivas 
de oxígeno de forma controlada. Este potencial ha favorecido la investigación de distintos 
materiales con propiedades catalíticas, entre los que destacan los óxidos de hierro, 

particularmente la hematita y sus derivados metálicos, por su desempeño en ambientes 
biológicos. 

2.2.4 Nanozimas basadas en óxidos de hierro: hematita y sus 
derivados metálicos 

Las nanopartículas basadas en óxido de hierro, como las de magnetita y hematita, han 

sido ampliamente estudiadas como nanozimas debido a su versatilidad para imitar múltiples 

actividades enzimáticas como la peroxidasa, la oxidasa y catalasa [15] con estabilidad similar 
o superior a las enzimas naturales como la peroxidasa de rábano picante (HRP) [16], tomando 

en cuenta sus características intrínsecas a nano escala. Además, su bajo costo, 
biocompatibilidad y facilidad de producción las convierte en candidatos ideales para 
aplicaciones biomédicas, diagnóstico y remediación ambiental [56]. 

El dopaje con metales como el cobre, ha demostrado potenciar las propiedades catalíticas 

de las nanozimas [15] como el óxido de hierro, pues en un estudio se sintetizaron nanozimas 
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actividad tipo peroxidasa al facilitar la rápida generación de ROS 
nanozimas fueron efectivas contra E. coli y S. aureus, y al ser incorporadas en un apósito, 

lograron prevenir infecciones bacterianas y acelerar la regeneración de heridas, además de 
presentar baja toxicidad en modelos murinos [57]. Por su parte, laos nanoclusters bimetálicos 
Cu

condiciones neutras o ligeramente alcalinas, exhibieron funciones similares a superóxido 
dismutasa y catalasa, mostrando actividad antibacteriana incluso frente a cepas resistentes a 

meticilina [58].  
En otro estudio, se sintetizaron nanopartículas de hematita mediante coprecipitación bajo 

diferentes iluminaciones de diodo emisor de luz (LED), obteniendo tamaños entre 20.6 y 

antioxidante, antimicrobiana y de inhibición enzimática (ureasa, lipasa y amilasa). Las 
nanozimas obtenidas bajo luz roja y verde destacaron por su efecto antibacteriano frente a 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y S. aureus resistentes a meticilina [59]. Otro 

ejemplo de la aplicación de la hematita para el desarrollo de nanozimas, es el estudio donde, 
-

barras, evaluando su actividad peroxidasa tipo nanozima mediante la oxidación de TMB en 

catalítica, con menores valores de Km y mayores de Vmax y Kcat. Este comportamiento se 
atribuyó a su estructura unidimensional y a su porosidad circular, resaltando su potencial en 

aplicaciones biomédicas, biosensado y catálisis enzimática artificial [60]. Además, el uso de 
estas nanozimas no se limita a aplicaciones biológicas, pues en un estudio reportaron 
nanozimas de óxido de hierro dopadas con cobre con actividad tipo oxidasa, capaces de 
activar peroxidisulfato para degradar contaminantes como el azul de metileno, lo que 

extiende su aplicación a la remediación ambiental [61]. 
En conjunto, las nanozimas basadas en óxidos de hierro, incluyendo la hematita y sus 

derivados dopados, han demostrado un desempeño catalítico destacable, con aplicaciones 
que abarcan desde la biomedicina hasta la remediación ambiental. Si bien la mayoría de estos 

materiales se han obtenido mediante métodos de síntesis tradicionales como la 
coprecipitación, hidrotermal o síntesis química, el creciente interés por alternativas más 

sostenibles ha impulsado el desarrollo de rutas de síntesis verde, las cuales ofrecen una 
producción más simple, económica y ambientalmente compatible, sin comprometer la 
funcionalidad catalítica de las nanozimas. 

2.2.5 Síntesis verde de nanozimas 
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La síntesis verde de nanozimas representa una alternativa frente a los métodos 

tradicionales, al permitir su producción a gran escala de manera no tóxica, amigable con el 
medio ambiente y económica, ya que utiliza extractos de plantas, jugo de futras, entre otros, 

como agente reductor y estabilizante, mediante un proceso de óxido-reducción [27]. En la 
tabla 2 se resumen algunos ejemplos de la obtención de nanozimas por síntesis verde. 

Tabla 2 Nanozimas obtenidas por síntesis verde a partir de extractos vegetales 
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Para que un extracto vegetal sea adecuado en la síntesis verde de nanozimas, debe 

contener una combinación suficiente de polifenoles, flavonoides, azúcares, proteínas y 

polisacáridos. Estas moléculas funcionan como agentes reductores y estabilizantes. Además, 

la concentración y proporción de estos fitoquímicos también determinan la uniformidad 
morfológica y la actividad final de la nanozima [69]. Bajo estos criterios, el extracto de 

Ageratina pichinchensis (axihuitl) se presenta como un candidato idóneo para la síntesis 
verde de nanozimas. 

2.2.5.1 Axihuitl 
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Ageratina pichinchensis (H.B.K.) King & Rob., conocida comúnmente como axihuitl, 

es una planta nativa de México, distribuida en zonas templadas, que se caracteriza por ser un 
arbusto abundantemente ramificado con tallo erecto, hojas opuestas e inflorescencias 

agrupadas en capítulos [70]. En la figura 1 se muestra una imagen representativa de la planta 
de axihuitl. Su uso tradicional en la medicina herbolaria incluye tratamiento de heridas, 
afecciones dérmicas [18], infecciones micóticas [19], úlceras gástricas [20] y úlceras del pie 

diabético [71]. Los estudios fitoquímicos realizados sobre extractos alcohólicos y aceites 
esenciales de esta especie han revelado una diversidad de metabolitos secundarios, entre ellos 

flavonoides, benzofuranos, cromenos, derivados de acetofenona, así como compuestos 
fenólicos y terpenoides [72]. Entre los compuestos más relevantes se encuentran el 7-O-( -

D-glucopiranosil)-galactina con actividad cicatrizante en lesiones cutáneas en ratas con 
diabetes inducida por estreptozotocina [18], benzofuranos con acción antifúngica [73] y la 

encecanescina responsable del efecto gastroprotector del Axihuitl [20].  

 
Figura 1 Planta de Ageratina pichinchensis 

En el contexto de la síntesis de nanomateriales, los fitoquímicos del Axihuitl, como 
flavonoides, benzofuranos, cromenos, poseen grupos funcionales como hidroxilos, 

carbonilos y anillos aromáticos [21] permiten actuar como agentes reductores y estabilizantes 
durante la obtención de nanopartículas metálicas, promoviendo así una síntesis verde 

eficiente [74]. Esto convierte al axihuitl no sólo en una fuente terapéutica tradicional, sino 

también en un recurso biotecnológico valioso. Su selección para la síntesis de nanozimas en 
este trabajo se fundamenta en la riqueza de metabolitos secundarios con grupos funcionales 
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capaces de actuar como agentes reductores y estabilizantes, así como en su uso histórico en 

la medicina herbolaria mexicana. Además, el limitado número de estudios que han explorado 
su aplicación en nanotecnología le confiere un carácter innovador como alternativa frente a 

otras plantas más ampliamente estudiadas. 

2.3 Objetivo 

Sintetizar y caracterizar las propiedades fisicoquímicas y enzimáticas las nanozimas de 

Cu Fe2O3 obtenidas mediante un extracto natural. 

2.4 Metodología  

2.4.1 Materiales 

Los reactivos utilizados en este estudio fueron: reactivo de fenol de Folin & Ciocalteu 

(Folin-C), etilenglicol, ácido gálico, 3 -tetrametilbencidina (TMB), peróxido de 
hidrogeno al 30%, y peroxidasa de rábano picante (HRP), 
carbonato de sodio (Na2CO3), todos adquiridos de Sigma-Aldrich. El sulfato de hierro 

heptahidratado (FeSO4·7H2O) se adquirió de J.T Baker, mientras que el sulfato de cobre 

pentahidratado (CuSO4·5H2O) se adquirió de Karal. Por su parte, el hidróxido de sodio 
(NaOH) y el dimetilsulfóxido (DMSO) se adquirieron de Reactivos Química Meyer, y el 

ácido acético glacial  de Fermont.  
Para los ensayos de la actividad antibacteriana, se utilizó medio de cultivo BD  Difco  

Mueller Hinton (MH) y agar bacteriológico BIOXON, ambos adquiridos de Becton 

Dickinson. La cepa de Staphylococcus aureus n.º 6538 se adquirió de American Type Cell 

Culture (ATCC). 

2.4.2 Preparación del extracto de Ageratina pichinchensis 
(Axihuitl) 

Se recolectaron hojas frescas de la planta silvestre Ageratina pichinchensis en Huitzilac, 
Morelos (19°01'16.0"N 99°15'53.7"W). Posteriormente, se lavaron con agua del grifo y se 
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enjuagaron con agua desionizada. Las hojas limpias se secaron a 40 °C hasta que estuvieron 

completamente deshidratadas. Una vez secas, se pesaron 20 g y se colocaron en 200 mL de 
agua destilada a 80 °C,  Al finalizar, la 

solución se dejó enfriar a temperatura ambiente y se filtró con papel filtro de 8 µm, y 
posteriormente con uno de 1 µm, con el objetivo de eliminar residuos sólidos. Finalmente, el 

r partículas finas en suspensión 

que pudieran haber pasado el filtrado, y se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

2.4.3 Evaluación de la capacidad antioxidante del extracto para 
la síntesis de las NZs Cu Fe2O3 

Previo a la síntesis verde de las NZs Cu  asistida con el extracto de axihuitl, se 

evaluó la capacidad antioxidante del extracto mediante el método de Folin-Ciocalteu, 
previamente reportado con algunas modificaciones [75], con el objetivo de estimar su 

potencial reductor frente a los precursores metálicos. Se realizaron pruebas por triplicado en 
el experimento.  

Se utilizó ácido gálico como estándar, a partir del cual se preparó una solución madre de 
100 mg/L y diluciones de 12, 16, 20, 24 y 28 mg/L, ajustadas con agua destilada. 
Adicionalmente, se preparó una solución 1 N del reactivo Folin-C y una solución 7.5 % p/v 

de carbonato de sodio. A partir de las soluciones antes mencionadas, se prepararon soluciones 
estándar como se muestra en la tabla 3. Las muestras se incubaron 1 h en oscuridad y se 

midió la absorbancia a 765 nm (BIOBASE BK-UV1800). A partir de estas lecturas se 

construyó una curva de calibración para cuantificar los polifenoles totales en el extracto. 
 

Tabla 3 Reactivos para la preparación de las soluciones estándar 

 
    

     
     
     
     
     
     

 
La solución de trabajo con extracto de Axihuitl se preparó como se muestra en la tabla 

4, de igual manera la solución se incubó durante 1 h en oscuridad y se midió la absorbancia 
a 765 nm.  
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Tabla 4 Reactivos para la preparación de la solución de trabajo. 

 
    

 
    

 
La cuantificación de los polifenoles totales se obtuvo a partir de la ecuación de la recta 

de calibración, y el contenido de polifenoles se expresó en mg de equivalente de ácido gálico 

(EAG) por gramo de peso seco (mg EAG/g de peso seco).  

2.4.4 Síntesis verde de NZs Cu Fe2O3 

Para la síntesis de NZs Cu Fe2O3, se emplearon soluciones precursoras de sulfato de 

hierro (II) heptahidratado y sulfato de cobre (II) pentahidratado. La solución de FeSO4·7H2O 
se preparó disolviendo 50.0002 g FeSO4·7H2O en 800 ml de agua destilada (H2O dest.), bajo 
agitación constante a 500 rpm durante 1 h con 18 min. Transcurrido este tiempo, se añadieron 

100 mL de etilenglicol y se continuó la agitación por 10 min adicionales.  

Posteriormente, se incorporó la solución de CuSO4·5H2O, correspondiente al 6% en peso 
de iones metálicos de cobre (11.7829 g) con respecto al hierro, tal como se ha reportado en 
estudios previos [17], previamente agitada durante 1 h con 28 min a 500 rpm. Una vez 

mezcladas ambas soluciones, se agitó durante 10 min a 500 rpm. Después de ese tiempo, se 
añadieron 200 mL de extracto de axihuitl y se mantuvo la agitación durante 10 min 

adicionales.  

La mezcla resultante se calentó a 60 °C con agitación constante durante 1 h con 30 min. 
Al finalizar, se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1h y posteriormente se 

centrifugó a 6000 rpm por 15 min para eliminar el sobrenadante. El sólido obtenido se lavó 

cuatro veces con H2O y tres veces con etanol al 96%, a 6000 rpm durante 15 min. Finalmente, 
se dejó secar en campana durante 72 h, se colocó en horno a 100 °C durante 11 h y se calcinó 

a 700 °C durante 4 h. En la figura 2 se muestran las reacciones químicas generales que se 
llevan a cabo en la síntesis antes mencionada. 
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Figura 2 Reacciones químicas generales involucradas en la síntesis verde de NZs Cu Fe2O3

2.4.5 Síntesis química de NZs Cu Fe2O3

La nanozimas de Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis química se sintetizaron mediante el 
método de coprecipitación, siguiendo la metodología establecida por [76] con algunas 

modificaciones. Para ello, se emplearon soluciones 0.2 M de sulfato de hierro (II) 
heptahidratado y sulfato de cobre (II) pentahidratado, disueltas por separado en 400 mL H2O

destilada. dopaje del 22.86% en 

peso de iones metálicos de cobre con respecto al hierro. Ambas soluciones se agitaron 
constantemente a 500 rpm durante 10 min y, posteriormente, se mezclaron lentamente bajo 

agitación constante, manteniéndose en agitación durante 10 min adicionales.

Transcurrido este tiempo, se añadió gota a gota una solución 0.4 M de NaOH bajo 
agitación vigorosa, favoreciendo así la formación del precipitado. Conforme se incrementa 
el pH del medio, comenzó a observarse la formación de un sólido de color oscuro, indicativo 

de la nucleación y crecimiento de las nanopartículas compuestas. 
Una vez completada la precipitación, la mezcla se centrifugó a 6000 rpm por 15 min 

para eliminar el sobrenadante. El sólido recuperado se lavó cuatro veces con H2O y tres veces 

con etanol al 96%, a 6000 rpm durante 15 min. Finalmente, el material se secó en horno a 
100 °C durante 11 h y se calcinó a 700 °C durante 4 h. En la figura 3 se muestran las 
reacciones químicas generales que se llevan a cabo en la síntesis antes mencionada.
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Figura 3 Reacciones químicas generales involucradas en la síntesis química de NZs Cu Fe2O3

2.4.6 Caracterización fisicoquímica, estructural, morfológica, 
enzimática y antibacteriana NZs Cu Fe2O3

2.4.6.1 Caracterización fisicoquímica, estructural y morfológica

Para determinar la composición química, estructura cristalina, tamaño y morfología las 

nanozimas, se utilizan diferentes técnicas de caracterización.
La composición química de las NZs Cu Fe2O3 se determinó mediante espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) utilizando un 
espectrofotómetro SHIMADZU IRAffinity-1S en el rango de 450
Adicionalmente, la composición química se complementó mediante espectroscopía Raman 

para ello se utilizó un espectrofotómetro MicroRaman HORIBA Xplora con un detector CCD 
Syncerity, usando un láser de 638 nm como fuente de excitación, en el rango de 200 a 1800 

Por otro lado, la estructura cristalina se determinó mediante difracción de rayos X 

(DRX), mediante un difractómetro de rayos X Rigaku SmartLab (radiación , 

). 10
a 100°. El análisis morfológico de las nanozimas se llevó a cabo mediante un microscopio 

electrónico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) FEI Helios NanoLab 600 (8 kV) a 
25,000 x y 150,000 x. Los diámetros promedio de las nanozimas se obtuvieron a partir de 

mediciones de imágenes SEM utilizando el software ImageJ (v. 1.54g, EE. UU.) y se 

presentaron en forma de histograma.
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2.4.6.2 Evaluación de la actividad catalítica similar a la peroxidasa y 
análisis cinético en estado estacionario de las NZs Cu Fe2O3 

La actividad similar a la peroxidasa y la cinética en estado estacionario de las NZs Cu

Fe2O3 se evaluaron a partir de la oxidación catalítica del sustrato cromogénico TMB en 

presencia de H2O2 siguiendo la metodología reportada por [77], con algunas modificaciones.  
Para la evaluación preliminar de la actividad catalítica, se preparó una solución de 

reacción compuesta por 100 µg/mL de NZs Cu Fe2O3, 100 µL de una solución de TMB (10 

mg/mL disuelto en DMSO) y 20.4 µL de H2O2 (30% p/p), todo ello en buffer de ácido 
acético-acetato de sodio (NaAc-HAc) (pH 3.4, 0.2 M), completando un volumen final de 2 

mL. La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente, protegida de la luz directa debido a 

la fotosensibilidad del TMB. La concentración final del TMB fue de 0.5 mg/mL ( 2.08 mM) 
y la de H2O2, de 0.1 M. Inmediatamente después de la adición del H2O2, se monitoreo la 

oxidación del TMB (oxTMB) mediante espectroscopía UV-Vis en el rango de 300 a 800 nm. 

La aparición de una banda a 652 nm se utilizó cómo indicador de la formación de la oxTMB 
y, por lo tanto, de la actividad catalítica similar a peroxidasa.  

Una vez confirmada la actividad catalítica similar a peroxidasa a partir de la señal 
espectral característica a 652 nm, se procedió a la estandarización de la concentración de 
nanozimas. Para ello, se prepararon una serie de soluciones de reacción con un volumen final 

de 2 mL, compuestas por 100 uL de TMB (10 mg/mL), 20.4 µL de H2O2 (30 % p/p) y NZs 

Cu Fe2O3 a concentraciones de 10, 50 y 100 µg/mL, en buffer NaAc-HAc (pH 3.4). La 
reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente y protegida de la luz. La oxidación de TMB 
se determinó mediante espectroscopía UV-Vis, registrando la absorbancia a 652 nm cada 30 

s hasta los 400 s. Posteriormente, se calculó la velocidad inicial de reacción ( ) para cada 

concentración de NZs durante el primer minuto de reacción, utilizando la ley de Beer-
Lambert (ecuación 1) [78].  

Con base a esta estandarización de la concentración de nanozimas, se seleccionó la 

concentración de 50 µg/mL como la más adecuada para los ensayos cinéticos. A partir de 
esta concentración, se prepararon soluciones con diferentes concentraciones de TMB (0.05 a 
5mM), manteniendo contante el volumen del H2O2 (20.4 µL) y el volumen total de la reacción 

de 2 mL. La medición de la absorbancia a 652 nm se realizó cada 30 s durante el primer 

minuto de reacción. Las velocidades iniciales ( ) se calcularon nuevamente conforme a la 

ecuación 1 y los parámetros cinéticos de velocidad máxima de reacción ( ) y la constante 

de Michaelis (  se obtuvieron mediante regresión no lineal en el software GraphPad 

Prism.  
 

Ecuación 1 Ley de Beer-Lambert para el cálculo de la velocidad inicial de reacción 
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Donde: 

 Cambio de absorbancia (final-inicial) 

 Cambio de tiempo (final-inicial) 

 coeficiente de absorción molar del TMB a 652 nm (39000 M-1cm-1) 

 longitud de la cubeta (1.25 cm) 

2.4.6.3 Evaluación de la actividad antibacteriana NZs Cu Fe2O3 

La actividad antibacteriana de las NZs Cu Fe2O3 se evaluó frente a S. aureus (ATCC n° 
6538) mediante el método de microdilución en caldo, siguiendo las recomendaciones de [79] 
con ligeras modificaciones.  

Para ello, S. aureus se cultivó previamente en agar Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 

h, y posteriormente se inoculó en caldo MH, incubándose bajo las mismas condiciones. Este 
inóculo, se ajustó a una concentración aproximada de 1x108 UFC/mL. A partir de esta 
suspensión, se realizaron diluciones seriadas en caldo MH para obtener una concentración 

final de 1x108 UFC/mL.  
Al mismo tiempo, se preparó una solución stock de NZs Cu Fe2O3 a 100 mg/ml en 

DMSO. A partir de este stock, se prepararon diluciones de 1000, 100 y 10 µg/mL, con el 
objetivo de evaluar concentraciones finales de 10, 1 y 0.1 µg/mL, respectivamente.  Para ello, 

en cada pozo de una placa de 96 pocillos se añadieron 2 µL de la dilución correspondiente, 
98 µL de caldo MH y 100 µL de suspensión bacteriana, alcanzando un volumen final de 200 

µL por pozo.  
Las placas se incubaron a 37°C durante 1 h. Como controles, se incluyeron pozos sin 

bacterias (control negativo), con bacterias sin tratamiento (control positivo) y con DMSO al 

1% (v/v), para descartar efectos atribuibles al solvente. Finalmente, la actividad 
antibacteriana se calculó utilizando la ecuación 2.  

 
Ecuación 2 Fórmula para calcular la actividad antibacteriana 

 

 

Donde: 

 Número de colonias en el control positivo 

 Número de colonias en la muestra tratada con NZs 
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Los datos se expresaron como media ± error estándar de la media (SEM) para n > 2. El 

análisis estadístico se realizó mediante análisis de varianza (ANOVA) de tres vías, seguido 
de una prueba post-hoc de Tukey, utilizando el software Minitab Statistical Software. Se 

2.5 Resultados

2.5.1 Capacidad antioxidante del extracto de Axihuitl

El extracto de Axihuitl mostró un contenido total de polifenoles de 202.94 ± 0.01 mg 
EAG/g de peso seco (figura 4), valor comparable o incluso superior al reportado para otros 
extractos vegetales con reconocida capacidad antioxidante (tabla 5). Estos compuestos 

fenólicos desempeñan un papel importante en la síntesis verde de nanozimas, al actuar como 

agentes reductores y estabilizadores [80], permitiendo controlar el tamaño, forma y 
estabilidad de las nanozimas [81]. Además, los compuestos fitoquímicos presentes favorecen 
la reducción de iones metálicos [82] y promueve la formación de nanopartículas más 

pequeñas [83]. 

Figura 4 Curva de calibración para la estimación del contenido fenólico total a 765 nm

Tabla 5 Concentración de compuestos fenólicos de extractos con capacidad antioxidante
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Extracto CTP (mg EAG/g de peso seco) Referencia 

Cascara de Punica Granatum 
(granada) 

179.92 ±1.31 [84]. 

Rosmarinus officinalis 
(romero) 

137.3 ± 15.6 [85].  

Té verde 215±2 [86]. 

Moringa oleífera (moringa) 31.56±0.71 [87]. 

Ageratina pichinchensis 
(axihuitl) 

202.94 ± 0.01 Este trabajo. 

2.5.2 Composición química, estructura cristalina y morfología 
de las NZs Cu Fe2O3  

2.5.2.1 Composición química de las NZs Cu Fe2O3 

El análisis de la composición química de las NZs Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis verde 
(NZs SV) y síntesis química (NZs SQ), mediante espectroscopía FTIR (figura 5), permitió 

identificar los grupos funcionales presentes y evidenciar la participación de los compuestos 
fitoquímicos del extracto como agentes reductores de los precursores metálicos durante la 

síntesis [88], promoviendo así la formación de las nanozimas. 
En el espectro correspondiente al extracto de axihuitl (figura 5 a), se observan señales 

características de sus fitoquímicos. La banda ancha entre 3500 y 3200 cm-1 se atribuye al 
estiramiento del grupo funcional hidroxilo ( OH), característico de los compuestos 
polifenólicos, los cuales están estrechamente relacionados con la capacidad reductora del 

extracto, al ser capaces de donar electrones para facilitar la neutralización de especies 
reactivas y la reducción de iones metálicos durante la síntesis verde de nanopartículas [89]. 

Las bandas en 2925 y 2854 cm-1 corresponden al estiramiento C H de grupos metileno (
CH2), presentes en cadenas alifáticas de lípidos, carotenoides, carbohidratos y otros 

compuestos éster [90], biomoléculas que también desempeñan un papel importante en la 
reducción de iones y formación de nanopartículas [91]. La pequeña banda en 1735 cm-1 se 

asocia al estiramiento del C=O del grupo carbonilo de ésteres [92], mientras que la banda 
intensa en ~1652 cm-1 se atribuye al estiramiento del C=C del anillo aromático de los 
polifenoles [93], [94], mientras que la banda de 1050 cm-1 corresponde al estiramiento del 
C O de compuestos fenólicos [94]. 
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Por otro lado, en el espectro de las NZs SV (figura 5 b), se observa una disminución o 

desaparición de las bandas asociadas a los fitoquímicos del extracto, lo que sugiere su  
participación directa en la formación de las nanozimas. En estudios anteriores, se ha 

reportado que los picos que permanecen inalterados tras la síntesis pertenecen a los grupos 
funcionales que son responsables de la estabilización de las nanopartículas [95]. En el 
espectro FTIR de las NZs SV se observa una banda intensa en 586 cm-1 y una menos intensa

en 468 cm-1, que corresponden a los modos de estiramiento y flexión del enlace Fe-O, los 
cuales también se observan en las NZs SQ (figura 5 c), con picos en 518 y 431 cm-1

respectivamente [96]. Las vibraciones de Cu O se encuentran en la misma región espectral 
que las de Fe O, por lo que ambas contribuyen a una única señal, sin distinguirse por 

separado debido al solapamiento resultante del dopaje con cobre. [97].

Figura 5 Espectro FTIR del extracto de Axihuitl (a) y de las NZs Cu Fe2O3 (b) obtenidas por 
síntesis verde y (c) síntesis química.

Adicionalmente, la composición química de las NZs Cu Fe2O3 se complementó
mediante un análisis de espectroscopia Raman. En la figura 6 se observan los espectros 

correspondientes a las NZs Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis verde y síntesis química, así 
como una referencia de la Fe2O3 [98] . En todos los espectros se observan bandas 
características de la fase hematita, así como alteraciones estructurales atribuibles al dopaje 

con iones de cobre (Cu2+). Cabe destacar, que en la región de 200 a 700 cm-1, la hematita

presenta dos clases de modos activos Raman, el A1g y Eg [99]. 
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evidencia del potencial de estas nanozimas como agentes bioactivos, con posibles 

aplicaciones en el desarrollo de terapias alternativas para el control de infecciones bacterianas 
resistentes. 

3.2 Marco teórico  

3.2.1 Composición y propiedades de las membranas poliméricas 
de PVA/PAA 

El poli (vinil alcohol) (PVA) es un polímero sintético hidrofílico y soluble en agua, 
constituido por una cadena principal de carbono con unidades repetitivas que contienen 

grupos hidroxilo. Su solubilidad se ve influida por el grado de hidrólisis y el peso molecular. 
Destaca por su biocompatibilidad, propiedades mecánicas y cierta biodegradabilidad, 

atribuida a su capacidad para formar extensas redes de puentes de hidrógeno [22], [130], lo 
que ha favorecido su empleo en aplicaciones biomédicas como matrices para ingeniería de 

tejidos [131], sistemas de liberación controlada [132] y recubrimientos protectores [133]. El 
ácido poliacrílico (PAA) es un polímero sintético biocompatible, en forma de polvo blanco, 
higroscópico, rico en grupos carboxilo capaces de formar enlaces de hidrógeno o éster,  [23], 

[134]. Estas interacciones facilitan su uso en hidrogeles, agentes espesantes y sistemas de 

liberación controlada  
La combinación del PVA y PAA en membranas poliméricas permite aprovechar la 

sinergia entre la flexibilidad y resistencia del PVA y la capacidad de retención de agua y 
funcionalidad química del PAA. La miscibilidad de ambos polímeros se ve favorecida por la 
formación de enlaces de hidrógeno entre grupos hidroxilo y carboxilo, lo que da lugar a redes 

poliméricas estables y homogéneas [135]. Gracias a estas propiedades, el sistema PVA/PAA 
se emplea ampliamente en la fabricación de nanofibras mediante electrohilado, obteniendo 

membranas porosas, uniformes y con alta superficie específica, adecuadas para aplicaciones 
biomédicas, filtración y liberación de agentes activos [136], [137]. 

3.2.1.1 Fundamentos del electrohilado  

 
El electrohilado es una técnica electrodinámica para fabricar micro y nanofibras no 

tejidas, a partir de soluciones poliméricas, permitiendo obtener estructuras con alta superficie 
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específica, estructuras porosas jerárquicas, abundantes sitios activos y propiedades singulares 

de gran versatilidad [138]. 
El electrohilado está compuesto por una jeringa y aguja, bomba de inyección, fuente de 

alto voltaje y colector metálico, las fibras se generan cuando se aplica un alto voltaje eléctrico 
a una gota de polímero proveniente de la punta de la aguja, al aumentar continuamente el alto 
voltaje, la gota comienza a alargarse (chorro), adquiriendo una forma cónica conocida como 

, cuando la repulsión electrostática supera la tensión superficial. De él 
emerge un chorro que se estira, sufre inestabilidades de flexión y solidifica por evaporación 

o enfriamiento antes de depositarse sobre el colector [139], [140], [141]. Voltaje, distancia 
entre aguja y colector, viscosidad, conductividad y tensión superficial controlan diámetro, 

uniformidad y porosidad de las fibras [142], así como de condiciones ambientales como 
temperatura y humedad. 

Uno de los factores que influyen en el diámetro y morfología de las fibras es la distancia 
de la puta al colector, aunque en menor medida que otros parámetros; una distancia mayor 
favorece la formación de fibras más delgadas, mientras que valores extremos, ya sean  

demasiado largos o cortos, provocan goteo [143].Otro factor relevante es la conductividad, 
que representa la densidad de carga y la repulsión de las cargas en la superficie del chorro de 

electrohilado, favoreciendo la elongación y estiramiento; soluciones con alta conductividad 

eléctrica tienden a generar fibras más delgadas, y una estrategia reportada para incrementarla 
es la adición de compuestos iónicos como sales [144]. 

Por otro lado, la tensión superficial de la solución influye en la formación del cono de 

Taylor y el inicio del chorro, ya que una tensión superficial alta combinada con una baja 
concentración de polímero favorece la formación de perlas, mientras que valores reducidos 
permiten iniciar el proceso a menor voltaje y obtener fibras lisas sin perlas, pudiendo 
ajustarse mediante disolvente o surfactantes [141], [145]. La viscosidad de la solución 

polimérica también es un factor clave en el proceso de electrohilada, que depende de la 
concentración y masa molar del polímero. Una viscosidad baja genera que el chorro se rompa 

antes de llegar al colector, originando electrospraying o fibras con perlas. Por otor lado un 
aumento moderado de la viscosidad favorece la formación de fibras continuas al incrementar 

las fuerzas viscoelásticas; sin embargo, también se aumenta el diámetro de las fibras. En 
cambio, soluciones con viscosidad excesiva pueden obstruir la aguja y dificultar el hilado 

[145]. En un estudio, determinaron que la viscosidad resulto ser el parámetro más crítico, ya 
que viscosidades bajas (< 0.12 Pa s) provocaron formación de gotas y defectos en la capa, 
mientras que viscosidades altas (> 0.19 Pa s) generaron fibras de gran diámetro aglomeradas 

[146], en este mismo estudio destacaron que parámetros como el voltaje o flujo pueden 
compensar parcialmente desviaciones, sin embargo  la viscosidad sigue siendo el factor 

determinante para obtener fibras continuas y de alta calidad.  
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El electrohilado es una técnica versátil para fabricar membranas con aplicaciones 

biomédicas y funcionales gracias a las propiedades únicas de las fibras obtenidas, pues estas 
pueden presentar diámetros desde micras hasta nanómetros, alta porosidad, alineación 

controlada, gran relación de aspecto y elevada superficie específica. Además, el método 
permite ajustar la composición química y morfología mediante la modificación de 
parámetros de hilado antes mencionados, logrando membranas con baja densidad, alta 

resistencia mecánica y rigidez optimizada. Esta combinación de características favorece su 
aplicación en la liberación controlada de fármacos, andamios para ingeniería de tejidos, 

sistemas de filtración y dispositivos médicos avanzados [141], [147]. 
En síntesis, el electrohilado permite fabricar fibras con características controladas, donde 

la interacción entre parámetros operativos y propiedades de la solución define su morfología 
y funcionalidad, potenciando su aplicación en el desarrollo de membranas con desempeño 

específico en entornos biomédicos y tecnológicos. Esta versatilidad ofrece una plataforma 
ideal para la incorporación de nanozimas en matrices poliméricas, permitiendo no solo su 
inmovilización estable, sino también su exposición controlada al medio, aspecto clave para 

optimizar su desempeño catalítico y antibacteriano 

3.2.2 Incorporación de nanozimas en matrices poliméricas  

3.2.2.1 Estrategias para la incorporación de nanozimas en matrices 
poliméricas  

La incorporación de las nanozimas en matrices poliméricas obtenidas por electrohilado 
puede realizarse mediante distintas estrategias que buscan lograr una dispersión uniforme y 

una adecuada interacción con la matriz. En las más empleadas se encuentra la técnica de un 
solo paso, a través de la dispersión previa de las nanopartículas en la solución polimérica, 
que permite su distribución homogénea durante la formación de las fibras [147], este método 

permite la preparación de nanofibras para cicatrización de heridas [148], regeneración celular 

[149], soluciones antimicrobianas [150], entre otros. La segunda técnica consiste en la 
producción de fibras en dos pasos, es decir, después del proceso de electrohilado, mediante 
métodos de procesamiento como reducción in situ [151], calcinación [152],  método 

hidrotermal [153], entre otros.  
La elección del método de incorporación no solo determina la presencia de las nanozimas 

en la estructura final, sino que también influye en cómo se distribuyen y se integran con la 
matriz, aspectos esenciales para garantizar un rendimiento óptimo del material en sus 

aplicaciones futuras. 
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3.2.2.2 Influencia de la incorporación de nanozimas en membranas 
poliméricas  

La incorporación de nanozimas en matrices poliméricas obtenidas mediante 

electrohilado pueden modificar sus propiedades morfológicas, mecánicas y funcionales de 

las membranas. La adición de nanozimas puede disminuir el diámetro de las fibras 
electrohiladas al incrementar la conductividad de la solución y/o modificar su viscosidad, lo 
que favorece un mayor estiramiento del chorro durante el electrohilado [154]. Además, el 

tamaño de las nanopartículas desempeña un papel importante ya que partículas más pequeñas 
tienden a generar fibras de menor diámetro, debido a al aumento de las fuerzas electrostáticas 

durante el proceso de hilado, lo que genera un mayor estiramiento y grados de orientación de 

las cadenas poliméricas [155], [156].  
La adición de nanozimas también puede alterar la morfología superficial de la fibras, 

generando superficies más rugosas y, en algunos casos, incrementar la viscosidad de la 

solución de hilado, lo que amplía la la distribución de diámetros y modifica el tamaño de 
poro y la hidrofobicidad de la membrana [157]. Estos cambios estructurales no 

necesariamente afectan de forma negativa la porosidad global, pero sí inciden en su 
funcionalidad. En este sentido, la presencia de nanozimas con actividad catalítica puede 
conferir a la membrana propiedades específicas, como la eliminación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS), lo que contribuye a mitigar el daño celular y favorecer aplicaciones 

terapéuticas avanzadas, como promover la cicatrización de la herida [158] o potenciar el 
efecto bactericida [159].  

En síntesis, la incorporación de nanozimas en matrices poliméricas obtenidas por 

electrohilado no solo modifica la morfología y las propiedades estructurales de las fibras, 
sino que también amplía su funcionalidad, permitiendo el desarrollo de membranas con 

capacidades específicas, como la eliminación de ROS, aplicables en áreas biomédicas 
avanzadas. 

3.3 Objetivo 

Incorporar y analizar la interacción de las nanozimas de NZs Cu Fe2O3 en una 

membrana polimérica de PVA/PAA. 

3.4 Metodología  
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3.4.1 Materiales  

Para la incorporación de las NZs Cu Fe2O3 en las membranas poliméricas, se utilizó el 

poli (vinil alcohol) (Mw 89,000-98,000) y ácido poli(acrílico) (Mw ~450,000) adquiridos de 
Sigma Aldrich Co., Ltd. 

Para la evaluación de la actividad antibacteriana, se utilizó medio de cultivo BD  
Difco  Mueller Hinton y agar bacteriológico BIOXON adquiridos de Becton Dickinson. 

adquiridos de J.T.Baker y cloruro de sodio (NaCl) adquirido de Golden Bell Reactivos, para 

preparar una solución buffer de fosfatos (PBS) 0.1630 M.  

3.4.2 Síntesis de la membrana polimérica con la incorporación 
de las NZs Cu Fe2O3 

Se prepararon tres soluciones: una con NZs SV, otra con NZs SQ y una tercera sin la 
incorporación de nanozimas, la cual se empleó posteriormente como blanco en las pruebas 

a la masa total de polímeros. Posteriormente, se añadió poli 

proporción 3:1 (PVA: PAA), dividiendo el volumen total de solución (

completa disolución. A continuación, se incorporó ácido po

 
Una vez preparada la solución, se dejó enfriar a temperatura ambiente y posteriormente 

la solución cargó en una jeringa plástica de 5 ml con aguja metálica. El proceso de 

electrohilado de realizó en un equipo Giga IE® con colector rotatorio, bajo humedad relativa 
del 55-60%, a y temperatura ambiente, depositando las fibras sobre papel aluminio colocado 
a 20 cm de distancia. Se utilizó una velocidad de alimentación 500 µL/h y un voltaje de 19 

kV. Finalmente, las membranas obtenidas se reticularon a 60 °C 4 h.  

3.4.3 Caracterización fisicoquímica y morfológica NZs Cu
Fe2O3 
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Para determinar la composición química, tamaño, morfología y mojabilidad de las fibras 

nanozimas, se utilizan diferentes técnicas de caracterización. 
La composición química de las NZs Cu Fe2O3 se analizó mediante espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), mediante un espectrofotómetro FT/IR-4X - 
Jasco Inc. 
microscopio electrónico de barrido ZEISS EVO MA15, equipado con filamento de tungsteno 

(W), operado a (15 kV), con 1000x y 10,000x. El tamaño de partícula se estimó a partir del 
uso de ImageJ. 

Por otro lado, la mojabilidad de las membranas se midió con goniómetro de ángulo de 
contacto KRÜSS DSA 30 mediante la técnica de gota sésil. Las muestras se midieron con 

 

3.4.4 Evaluación de la actividad antibacteriana NZs Cu Fe2O3 

La actividad antibacteriana de las membranas con NZs Cu Fe2O3 se evaluó según la 

norma ASTM 2149-01, con algunas modificaciones [160], utilizando S. aureus (ATCC 6538) 
como modelo bilógico. Las muestras de 1 x 1 cm2, fueron irradiadas se irradiaron bajo luz 
UV durante 20 min para su esterilización y colocadas en placas Petri estériles que contenían 

secciones de papel filtro bien esterilizados y humedecidos con H2O estéril, funcionando como 

de S. aureus (1x105 UFC/mL) y se a 37°C durante 1,3, 6 y 24 h. Transcurrido el tiempo de 
exposición, se retiró el papel filtro y cada muestra se lavó cuidadosamente con 3 mL de PBS 
en la caja Petri para recuperar las bacterias adheridas. De estas suspensiones, se sembraron 
50 uL en agar Mueller-Hinton y se incubaron a 37 °C durante 16 h. La actividad 

antibacteriana de cada muestra se evaluó utilizando la ecuación 2, contando el número de 
colonias que crecían en cada placa.   

Los datos se expresaron como media ± desviación estándar (SEM) para n > 2. El análisis 

estadístico se realizó mediante análisis de varianza (ANOVA) de tres vías, seguido de una 
prueba post-hoc de Tukey, utilizando el software Minitab Statistical Software. Se 

 
 

3.5 Resultados  



 

65 
 

3.5.1 Composición química de las membranas poliméricas con la 
incorporación de NZs Cu Fe2O3 

El análisis de la composición química de las membranas poliméricas antes (PVA/PAA) y 

después de la incorporación de NZs Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis verde (MSV) y síntesis 

química (MSQ), mediante espectroscopía FTIR (figura14), permitió identificar los grupos 
funcionales presentes y evidenciar posibles interacciones entre el sistema polimérico y las 
nanozimas.  

En el espectro correspondiente a la membrana sin modificar se observan señales 
características del PVA y PAA, como la banda ancha entre 3500 y 3114 cm-1 atribuida al 

estiramiento del grupo funcional hidroxilo (O H) del PVA y de los grupos carboxílicos (
COOH) presentes en el PAA [161], y las bandas de 2943 y 2916 cm-1 correspondientes a las 
vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo metileno ( CH2), 

respectivamente. La pequeña banda en ~1705 cm-1 corresponde al estiramiento del grupo 
carbonilo (C=O) del PVA. Adicionalmente, las señales en 1418 y 1087 cm-1 fueron asignadas 

a la flexión del grupo metileno ( CH2 ) y al estiramiento del C-O del PAA, respectivamente  

[161], [162], [163], confirmando la presencia de ambos polímeros en la estructura.  
Tras la incorporación de las NZs Cu Fe2O3, no se observaron nuevas bandas, lo que 

sugiere no se formaron nuevos enlaces que sugieran una reacción química entre los grupos 

funcionales del polímero y la superficie de las nanozimas, solo se observaron ligeras 
variaciones en la intensidad de ciertas bandas, lo que sugiere que la interacción entre las NZs 

Cu Fe2O3 y la membrana de PVA/PAA está relacionado con interacciones físicas que no 
fueron suficientes para alterar las vibraciones moleculares observadas [164]. Además, al no 

observarse bandas atribuibles a las NZs Cu Fe2O3 en el espectro FTIR, sugiere que la que la 
interacción molecular no se vio afectada por la baja concentración de NZs [165]. A pesar de 

que la incorporación de las NZs Cu
por FTIR, ni alteró significativamente la composición funcional del sistema PVA/PAA, se 
ha documentado que la incorporación de nanopartículas puede inducir defectos en la red 

polimérica. Estos defectos no necesariamente se reflejan en el espectro infrarrojo, pero 

pueden tener implicaciones importantes en sus aplicaciones [166].  
Este tipo de alteraciones estructurales, aunque no se manifiestan a nivel espectroscópico, 

podrían influir en la organización interna de la matriz y, por tanto, en sus propiedades 

fisicoquímicas y funcionales. Por ello, resulta pertinente evaluar cómo la presencia de las 
NZs Cu

su morfología y distribución superficial. 
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de lactato deshidrogenasa (LDH) en fibroblastos embrionarios de ratón (NIH 3T3), siguiendo 

umbrales de citotoxicidad de la ISO 10993-5:2009, lo que permitió identificar los efectos 
asociados a diferentes concentraciones y tiempos de exposición. Asimismo, se realizó un 

análisis morfológico mediante tinción con hematoxilina y eosina, con el propósito de 
identificar posibles alteraciones estructurales en las células expuestas. 

La evaluación de la biocompatibilidad y citotoxicidad resulta indispensable en el estudio 

de nanozimas, ya que estos nanomateriales, aunque poseen propiedades catalíticas y 
antimicrobianas prometedoras, también pueden inducir respuestas adversas relacionadas con 

la liberación de iones metálicos, la generación de especies reactivas de oxígeno o la alteración 
de la integridad celular. En este sentido, validar su comportamiento frente a células modelo 

es esencial para diferenciar entre un efecto funcional y un posible riesgo tóxico. Esta 
necesidad responde no solo a criterios de seguridad biomédica, sino también a lineamientos 

internacionales que establecen la importancia de garantizar materiales seguros antes de 
considerar su incorporación en dispositivos o sistemas con contacto directo con tejidos vivos. 

En este trabajo, la integración de los resultados permitió relacionar las propiedades 

fisicoquímicas de las nanozimas y del nanocompuesto con sus mecanismos de interacción 
celular, aportando evidencia sobre su comportamiento biológico y su viabilidad para su uso 

en dispositivos o sistemas con contacto directo con sistemas biológicos.  

4.2 Marco teórico  

4.2.1 Biocompatibilidad  

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad de un material de coexistir con el tejido 
biológico en una aplicación determinada, permitiendo que cumpla su función prevista sin 

multidimensional que implica comprender cómo los materiales, tanto en sus propiedades a 

granel como en sus características superficiales, interactúan con los tejidos biológicos a nivel 
químico, metabólico, fisiológico y físico, con el fin de asegurar la seguridad y eficacia del 

material en contacto con un organismo vivo [180]. 
En este sentido, la viabilidad celular y la evaluación de la citotoxicidad constituyen 

métodos esenciales para verificar si un material cumple con los criterios de 

biocompatibilidad, al permitir identificar de forma directa la respuesta de las células frente a 

un material. 
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4.2.2 Citotoxicidad y viabilidad celular  

La citotoxicidad es describe la capacidad de un material, para causar daño o muerte 

celular, que puede manifestarse como disminución de la actividad metabólica, perdida de la 
integridad de la membrana plasmática, alteraciones en la morfología y afectaciones en su 

capacidad regenerativa [181]. En la evaluación de biomateriales, la medición de la 
citotoxicidad es fundamental para determinar su seguridad, y se interpreta de acuerdo con 
criterios como los establecidos en la norma ISO 10993-5:2009, que define umbrales 

específicos para considerar un material como citotóxico o biocompatible. Según esta norma, 

para evaluaciones cuantitativas, una reducción de la viabilidad celular por parte de un 
material superior al 30 % respecto al control (es decir, una viabilidad >70 %) se considera 
potencialmente citotóxico, mientras que valores iguales o superiores al 70% se interpretan 

como ausencia de efecto citotóxico. En las evaluaciones cualitativas basadas en la morfología 
celular, la norma propone una clasificación morfológica cualitativa de la citotoxicidad de 4 

grados (0-4 grados), en la que los cambios observados, como redondeo celular, lisis o 
inhibición del crecimiento, permiten clasificar la respuesta como leve, moderada o severa 
[182]. 

4.2.3 Evaluación de la toxicidad de las nanozimas  

Existen diversos métodos para evaluar la toxicidad de los nanomateriales en los 
organismos. Dentro de los que destacan los modelos de evaluación in vitro debido a sus 

ventajas como bajo costo, mayor rapidez y reducidas implicaciones éticas. Los modelos in 

vitro se pueden evaluar desde distintos enfoques que incluyen apoptosis, necrosis, estrés 
oxidativo y daño al ADN [183].  

Entre los métodos más empleados en toxicología in vitro destacan los ensayos 

colorimétricos de viabilidad celular, que permiten cuantificar el número de células viables y 
funcionalmente activas en una muestra tras la exposición a un agente potencialmente tóxico 
[184]. Dentro de estos, el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-

difeniltetrazolio) es ampliamente utilizado por su simplicidad, reproducibilidad y 

sensibilidad. Este método se basa en la conversión de MTT a cristales de formazán por la 
enzima deshidrogenasa presente en las células viables, el formazán presenta un color púrpura 

con una absorbancia máxima aproximadamente a 570 nm. De este modo, la intensidad de 
color medida por espectrofotometría es proporcional al número de células metabólicamente 
activas presentes en la muestra, cuanto más oscura sea la solución, mayor será el número de 

células viables y metabólicamente activas [185]. Sin embargo, el ensayo de MTT evalúa 
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únicamente la actividad metabólica y no permite distinguir si la señal observada se debe a 

muerte celular o a una reducción temporal de la actividad metabólica. 
En ese sentido, es importante complementar esta técnica con otras que permitan evaluar 

la muerte celular, como el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH), que mide la citotoxicidad 
cuantificando la enzima LDH liberada por células tras su muerte celular debido a un daño o 
rompimiento de la membrana [186]. El mecanismo de este ensayo consiste que la enzima 

LDH cataliza la conversión de lactato a piruvato, reduciendo la nicotinamida adenina 
dinucleótido (NAD), que después ocuparan las enzimas diaforasas para reducir el tetrazolio 

a formazán. El formazán rojo presenta una absorbancia máxima aproximadamente de 4902 a 
520 nm. De este modo, la intensidad de color medida por espectrofotometría es proporcional 

a la cantidad de LDH liberada en el medio, que constituye un indicador directo de 
citotoxicidad [184]. La combinación de ambos métodos proporciona una visión más integral 

de la respuesta celular, al evaluar tanto el metabolismo activo como la integridad estructural 
de la célula. 

A pesar de que los ensayos MTT y LDH proporcionan un enfoque claro del estado 

metabólico y estructural de las células, su aplicabilidad depende del modelo biológico 
seleccionado. En este contexto, los fibroblastos embrionarios de ratón ( ) constituyen 

una línea celular estándar y muy sensible a los nanomateriales [187], por lo que puede ser 

ampliamente utilizada en estudios de biocompatibilidad y toxicología, lo que la convierte en 
una herramienta ideal para evaluar citotoxicidad de nanozimas  [188] con metodologías como 
MTT y LDH. En investigaciones previas se han demostrado que estas células responden de 

manera confiable a la detección de daño a la membrana plasmática mediante la liberación de 
LDH en entornos donde se evalúan nanomateriales [189].  

4.2.4 Factores que modulan la respuesta celular a nanozimas   

La magnitud y la naturaleza de la respuesta observada en la evaluación del estado 

metabólico y la integridad de la membrana no dependen únicamente del sistema de ensayo. 
Estas respuestas pueden variar significativamente en función de diversos factores físicos, 

químicos y experimentales asociados a las nanozimas y a las condiciones de exposición. 

Entre los más relevantes se encuentran la concentración y el tiempo de exposición, la 
aglomeración y sedimentación de las partículas en el medio de cultivo, así como propiedades 
fisicoquímicas como el tamaño, la estabilidad coloidal y la presencia de fases secundarias, 

que influyen directamente en su interacción con las células y en procesos como la 
internalización o la liberación de iones. 

La concentración y el tiempo de exposición determinan si una célula alcanza niveles 
tóxicos o adapta sus mecanismos de defensa, en un estudio determinaron que las 
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nanopartículas de plata (Ag NPs) redujeron la viabilidad celular de la línea celular de 

fibroblastos de piel humana normal dependiente de la concentración y tiempo. Además, la 
aglomeración y sedimentación incrementan el contacto físico entre nanozimas y células, lo 

que en algunos casos aumenta la citotoxicidad como en un estudio previo donde se informó 
sobre efecto citotóxico de nanopartículas de dióxido de titanio (  NPs) aglomeradas sobre 
células epiteliales (16HBE14o-, Caco-2 y THP-1) [190]. Finalmente, el tamaño, la 

estabilidad coloidal y la presencia de fases secundarias, influyen en la internalización, 
liberación de iones metálicos, disponibilidad de superficies activas y la generación de 

especies reactivas de oxígeno que influyen en la toxicidad celular [191], [192].  Esta compleja 
interacción de factores establece los fundamentos para comprender los mecanismos 

moleculares y fisiológicos que determinan a la citotoxicidad 

4.2.5 Mecanismos citotóxicos de las nanozimas  

Comprender la citotoxicidad provocada por las nanozimas implica analizar cómo las 

interacciones fisicoquímicas y celulares previamente descritas se traducen en daños 
específicos. Lejos de ser un proceso lineal, esta toxicidad suele activarse a través de rutas 
interrelacionadas. Entre ellas, la generación de ROS constituye el principal mecanismo 

responsable de la citotoxicidad de las nanopartículas, derivado de la reactividad 
fisicoquímica de las nanopartículas o por reacciones de tipo Fenton inducidas tras la 

liberación de iones metálicos [193]. Estas reacciones tipo Fenton se basan en la capacidad de 

, considerados entre las especies más reactivas capaces 
de inducir daño oxidativo en lípidos, proteínas y ADN [194]. 

Dichos procesos pueden promover inflamación, estrés oxidativo y daños acumulativos 
sobre la membrana plasmática y material genético, comprometiendo así la viabilidad celular 
[195]. Adicionalmente, la liberación de iones metálicos puede generar una sobrecarga de 

iones en la célula que altera la homeostasis, generando efectos tóxicos y la aparición de 
diferentes tipos de muerte celular [196]. Este desequilibrio redox puede desencadenar la 

pérdida de potencial eléctrico de la membrana interna mitocondrial, que facilita la apertura 

de canales de permeabilidad y la liberación del citocromo c, activando así cascadas 
enzimáticas (caspasa-3 y caspasa-9) responsables de la muerte celular programada. Este 
proceso suele estar acompañado por un aumento en la producción de ROS, daño oxidativo a 

biomoléculas y alteraciones en la producción de energía (ATP) y disminución del uso de 
antioxidantes como el glutatión, lo que en conjunto genera la pérdida de viabilidad celular 

[197]. La magnitud y la predominancia de cada una de estas rutas dependen no solo de las 
características intrínsecas de la nanozima, como tamaño, morfología, estabilidad coloidal y 
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presencia de fases secundarias, sino también de factores experimentales como la 

concentración, el tiempo de exposición y el microambiente celular. 

4.2.6 Programas y normativas internacionales y nacionales en 
nanomateriales 

La producción y las amplias aplicaciones de nanomateriales han generado preocupación 

sobre sus posibles afectaciones en el medio ambiente y los seres humanos. Actualmente, 
existe el programa de pruebas de nanomateriales fabricados de la Organización para la 
Cooperación y el Desarrollo Económicos (OCD) en el que se garantiza que las pruebas 

utilizadas para abordar la seguridad de los nanomateriales fabricados sean consistentes y 
defendibles[198]. Así como este programa existen diversas regulaciones sobre los 

nanomateriales como el Programa de Gestión de Materiales a Nanoescala implementado por 
la Agencia de protección ambiental (EPA) [199] y la ISO/TR 13121:2011 que  describe el 

proceso para identificar, evaluar, abordar, tomar decisiones y comunicar los riesgos 
potenciales del desarrollo y uso de nanomateriales fabricados, con el fin de proteger la salud 

y la seguridad del público, los consumidores, los trabajadores y el medio ambiente [200].  
En México, actualmente existen Normas Técnicas Mexicanas relacionadas con el 

impacto toxicológico y ambiental de los nanomateriales, tal es el caso de la NMX-R-13121-

SCFI-2019 que evalúa el riesgo de los nanomateriales [201], la PROY-NMX-R16197-SCFI-
2018 que ofrece una recopilación y descripción de métodos in vitro e in vivo que pueden ser 

útiles para el examen toxicológico, incluida la detección ecotoxicológica de los 

nanomateriales manufacturados [202], cabe destacar que estas normas son idénticas a la  
ISO/TR 13121:2011 Nanotechnologies-Nanomaterial risk evaluation e ISO/TR 16197:2014 
Nanotechnologies-Compilation and description of toxicological screening methods for 

manufactured nanomaterials [203]. 
Asimismo, la ISO 10993-5:2009 establece los para evaluar la citotoxicidad in vitro de 

dispositivos médicos o de extractos obtenidos de estos, ya sea mediante contacto directo o 

por difusión Estos ensayos determinan la respuesta biológica de células de mamífero 

utilizando parámetros biológicos apropiados. Aunque fue desarrollada para dispositivos 
médicos, sus lineamientos son también aplicables a nanomateriales con potencial uso 

biomédico, ya que estandarizan las condiciones de ensayo y la interpretación de resultados, 
facilitando la comparabilidad y reproducibilidad de los estudios. 

Adicionalmente, en México existe el Sistema Nacional de Evaluación Toxicológica de 

Nanomateriales (SINANOTOX), conformado por una red de 9 laboratorios de evaluación 

toxicológica, especializados en nanomateriales con el fin de determinar el riesgo implicado 
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en el desarrollo y uso de nanomateriales [204], y llevar a cabo una colección de evidencias 

experimentales inducidas por diversos nanomateriales en diferentes abordajes y modelos 
biológicos que coadyuven, en su momento con la generación de regulaciones mexicanas en 

materia de nanotecnología. 

4.3 Objetivo 

Evaluar del impacto citotóxico las nanozimas de Cu Fe2O3 y del compuesto nanozimas 

PVA/PAA Cu Fe2O3 mediante ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad. 

4.4 Metodología  

4.4.1 Materiales 

Para la evaluación de la viabilidad celular y citotoxicidad de las NZs Cu Fe2O3 y las 

membranas con su incorporación, se empleó medio Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) y penicilina/estreptomicina, ambos adquiridos de Gibco®, asó como suero bovino 
de ternera (ATCC® 30-2030 ) adquirido de ATTC y dimetilsulfóxido (Sigma Aldrich ®), 

Triton X-100 (Bio-Rad Laboratories®). 

Para la tinción de hematoxilina y eosina se utilizó formaldehido adquirido de (Reactivos 
Química Meyer®), hematoxilina y eosina adquiridos de Sigma Aldrich, ácido clorhídrico 

adquirido de J.T Baker y bicarbonato de sodio (NaHCO3, J.T Baker ®).  

4.4.2 Evaluación de la viabilidad y citotoxicidad de las 
nanozimas 

La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT y la citotoxicidad, mediante 
el ensayo de LDH. Para ello las células de fibroblastos embrionarios de ratón (NIH 3T3) se 

cultivaron en cajas de cultivo celular con medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 
suplementado con 10% de suero bovino de ternera (BSC) y 1% de penicilina/estreptomicina, 
a 37 °C y 5 % CO2. Cuando el cultivo celular alcanzó un 80% de confluencia, se sembraron 
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15,000 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos. Tras 48h de incubación bajo las 

mismas condiciones, se verificó una confluencia celular del 100 %.   
Una vez alcanzada esta confluencia, se retiró el medio de crecimiento y se inició el 

tratamiento con las nanozimas, ajustando el volumen 
cinco concentraciones de NZs Cu Fe2O3 
sin tratamiento y un control de daño (Triton X-100 al 0.5%). Los fibroblastos se expusieron 

al material durante 1, 3, 6, 12 y 24 h. 
Finalizada la exposición, 

transfirieron a una nueva placa para realizar el ensayo de LDH, siguiendo el protocolo del kit 
de detección de citotoxicidad [205]. Brevemente, se preparó la mezcla de reacción (solución 

de catalizador y colorante), se agregaron 25  y se incubó durante 30 min a 37 
°C y 5 % CO2. Transcurrido el tiempo, la absorbancia se midió a 490 nm. La liberación de 

LDH, considerada como un marcador directo de daño en la membrana celular, se expresó 
como porcentaje de citotoxicidad utilizando la ecuación 3. 

  
Ecuación 3 Fórmula para el cálculo del porcentaje de citotoxicidad en células. 

 

El volumen restante de cada pozo se empleó para el ensayo MTT, siguiendo el protocolo 
del kit de proliferación celular I [206]. Se añadieron 
4 h a 37 °C y 5% CO2. La  solubilización, 

dejándose reposar toda la noche y posteriormente se midió la absorbancia a 562 nm. La 
viabilidad celular se determinó mediante la ecuación 4. 

 
Ecuación 4 Fórmula para el cálculo del porcentaje de viabilidad celular en células. 

 

4.4.3 Análisis morfológico basado en la tinción de hematoxilina y 
eosina en fibroblastos  

El análisis morfológico mediante tinción de hematoxilina y eosina (H&E) en fibroblastos 

NIH 3T3, se realizó tras su exposición a 50 µg/mL de NZs Cu
placas de 12 pozos. Al finalizar cada tiempo de exposición, se retiró el medio de cultivo y las 

células se lavaron con 2 ml de PBS para eliminar residuos del medio de cultivo. la fijación 
se llevó a cabo con formaldehido al 10 % en PBS durante 1 h. Posteriormente, se eliminó el 
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fijador y se realizaron lavados sucesivos con etanol 95 %, 80 % y 70 %, dos veces por 

concentración y con una duración de 2 minutos cada lavado, posteriormente se enjuagó con 
H2O 2 min 2 veces. La tinción nuclear se realizó con hematoxilina de Harris [207] durante 5 

min, seguida de un lavado de 2 min con agua destilada y la diferenciación con HCl 1% en 
etanol al 70% durante 2s. Las muestras se enjuagaron nuevamente con agua destilada para 
eliminar el exceso de ácido y se lavaron durante 1 min con una solución NaHCO3 1 %, fin 

de intensificar el tono azul y neutralizar la hematoxilina. Posteriormente, se tiñó el citoplasma 
con eosina B al 1% durante 10 min, se lavó con agua 2 min y etanol al 70% para eliminar el 

exceso de colorante. Finalmente, las muestras se deshidrataron mediante pasajes de etanol al 
70%, 80% y 96%. Las micrografías se obtuvieron utilizando un microscopio EVOS M5000 

(Invitrogen) a 40 x en modo RGB Transmitted.  

4.4.4 Evaluación de la viabilidad y citotoxicidad de las 
membranas 

Para evaluar la viabilidad celular y citotoxicidad del lixiviado de las membranas, se 

siguió el mismo procedimiento descrito previamente para las nanozimas, con la diferencia de 
que, se añadió el extracto obtenido de las membranas en vez de la solución de nanozimas. 
Para ello, las membranas se incubaron en DMEM durante 24 h a 37 °C con 5 

una proporción superficie/volumen de 6 cm2/ml para obtener el lixiviado [208]. 
 con células con 100 % de 

confluencia y se dejó en incubación durante 24 h. Al finalizar el tiempo de exposición, se 

realizaron los ensayos de LDH y MTT conforme a los protocolos ya descritos. 

4.5 Resultados 

4.5.1 Impacto citotóxico de las NZs Cu Fe2O3 en células de 
fibroblastos NIH3T3 

4.5.1.1 Viabilidad celular  

Se evaluó el impacto de nanozimas de Cu Fe2O3 obtenidas mediante síntesis verde (SV) 

y síntesis química (SQ) sobre la viabilidad celular de fibroblastos embrionarios de ratón (NIH 

3T3) mediante el ensayo MTT. Se probaron cinco concentraciones (0.1, 1, 10, 50 y 100 
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Los resultados obtenidos se discuten en función de la estructura y composición de las 

membranas, la influencia de las nanozimas en la integridad mecánica y la porosidad, así como 
su potencial efecto sobre la actividad microbiana del medio. Con ello, se busca establecer la 

relación entre las propiedades fisicoquímicas del material y su comportamiento frente a 
procesos de biodegradación, aportando evidencia sobre su desempeño ambiental y su 
viabilidad para aplicaciones en las que la degradabilidad controlada sea un requisito clave. 

5.2 Objetivo  

Evaluar el impacto ambiental del compuesto nanozimas PVA/PAA Cu Fe2O3 mediante 
pruebas de biodegradación. 

5.3 Marco teórico  

5.3.1 Biodegradación  

La biodegradación es el proceso de descomposición de la matriz polimérica inducido por 
la actividad de microorganismos presentes en el medio natural, tales como bacterias, hongos 

y algas [234], que liberan enzimas capaces de romper los enlaces de las cadenas poliméricas. 

Este proceso ocurre en etapas sucesivas que incluyen el biodeterioro de la superficie, la 
despolimerización mediante hidrólisis u oxidación, la asimilación de los fragmentos 

generados y su mineralización final a compuestos simples como dióxido de carbono, agua y 
biomasa. La velocidad y extensión de este proceso dependen tanto de la estructura química 
del polímero como de factores intrínsecos de la formulación [235], por ejemplo, la presencia 

de nanopartículas que pueden modificar la porosidad, la integridad mecánica [166] y la 

interacción con la comunidad microbiana del entorno [236]. 

5.3.1.1 Mecanismos de degradación 

La comprensión de este proceso requiere identificar las etapas que lo conforman y los 

mecanismos específicos implicados en cada una. De manera general, la biodegradación de 
materiales poliméricos puede desarrollarse en distintos periodos de tiempo, según las normas 
ASTM D5988-18, siendo 6 meses el período recomendado [237] y bajo diversas condiciones 



 

99 
 

ambientales, preferentemente de manera natural y sin intervención humana. Este proceso 

comprende cuatro fases principales: biodeterioro, biofragmentación (despolimerización), 
asimilación y mineralización, solo se considera que un plástico ha sido realmente 

biodegradado cuando se confirma su completa mineralización. 

 Biodeterioro: Es un complejo proceso de alteración inducidos por el crecimiento, 

la actividad metabólica de microorganismos y factores abióticos que generan un 
cambio indeseable en las propiedades del polímero  [238]. 

 Biofragmentación: Consiste en la despolimerización, en la cual los compuestos 

catalíticos liberados por los microbios (como enzimas y radicales libres) 

descomponen los polímeros progresivamente para formar intermediarios más 
pequeños y simples, que se disuelven fácilmente en agua y luego puedan ser 

absorbidos por las células microbianas. [235]. 

 Asimilación: La asimilación ocurre en el citoplasma cuando los 

microorganismos ingieren las pequeñas moléculas producidas en la 
despolimerización se integran con el metabolismo microbiano para realizar 

funciones básicas de su crecimiento y reproducción [239] . 

 Mineralización: Etapa final del proceso de biodegradación que ocurre de manera 

simultánea a la asimilación, pues cuando los microrganismos consumen todos 
los compuestos biodegradables, los átomos de carbono se convierten en CO2 y 

moléculas de agua dentro de la célula [239]. 
 

Los mecanismos de biodegradación descritos son aplicables a una amplia gama de 

polímeros biodegradables, ya que estos materiales están formulados para ser susceptibles a 

la acción de microorganismos en condiciones ambientales. Así, la comprensión de estos 
mecanismos resulta esencial para optimizar la formulación y el desempeño ambiental de los 
polímeros biodegradables. 

 

5.3.2 Polímeros biodegradable 

Los polímeros biodegradables son materiales cuyas cadenas poliméricas pueden ser 

fragmentadas por la acción de microorganismos, resultando en productos simples como 
dióxido de carbono, agua y biomasa en un plazo razonable y bajo condiciones específicas. 
Este comportamiento está directamente vinculado a los mecanismos de biodegradación 

previamente descritos, que operan de forma secuencial o simultánea según la naturaleza del 

polímero y del entorno en el que se encuentre. Cabe destacar que la biodegradación de los 



 

100 
 

polímeros depende principalmente de la estructura química y no del origen (petróleo o 

biomasa) [240]. 
En términos generales, los polímeros biodegradables pueden clasificarse según su origen 

en: (i) polímeros naturales, obtenidos directamente de recursos biológicos (almidón, celulosa, 
quitosano, proteínas) [241]; (ii) polímeros sintéticos de base biológica, producidos a partir 
de monómeros renovables mediante síntesis química o biotecnológica (ácido poliláctico 

(PLA), polihidroxialcanoatos (PHA)) [242]; y (iii) polímeros sintéticos derivados del 
petróleo pero biodegradables, que incorporan enlaces y grupos funcionales hidrolizables en 

su estructura ( -caprolactona) (PCL), poli(vinil alcohol) (PVA), ácido poliacrílico 
(PAA)) [243]. Cada grupo presenta ventajas y limitaciones específicas en cuanto a 

procesabilidad, estabilidad y velocidad de degradación. 
La eficacia de la biodegradación de los polímeros está estrechamente relacionada con 

sus propiedades intrínsecas, como se ha reportado en la literatura reciente. Un estudio destaca 
que aspectos como la estructura química, morfología, tratamientos y peso molecular son 
factores clave del proceso de biodegradación, ya que afectan la hidrolisis, la accesibilidad 

difusiva de enzimas y los enlaces susceptible a degradación [244]. Además, de la 
accesibilidad de la estructura para la humedad y la difusión enzimática, así como la capacidad 

de los microbios del entorno para asimilar los monómeros finales [245]. 

Existen múltiples normas para evaluar la biodegradación de plásticos en diferentes 
medios, entre ellas ASTM D6400 (compostaje industrial), ASTM D6691 (medio marino) e 
ISO 17556 (suelo)[240] . Particularmente, la norma ASTM D5988-18 establece un método 

estandarizado para determinar la biodegradación aeróbica de materiales plásticos en suelo 

utiliza suelos con diversidad microbiana y condiciones controladas de humedad y 
temperatura, y es ampliamente empleado para evaluar la degradabilidad de polímeros 

destinados a aplicaciones terrestres, como en el caso de materiales biomédicos 
biodegradables (férulas, suturas o apósitos) que, tras su uso, pueden ser dispuestos en suelos 

controlados para su degradación [237]. 
 

5.4 Metodología  

5.4.1 Materiales  
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Para la evaluación de la biodegradación del nanocompuesto PVA/PAA Cu Fe2O3 se 

emplearon tres tipos de suelo (agrícola, de bosque y de pradera), sustrato de perlita (Ekologí), 
frascos de vidrio herméticos de 1 L (Ball®), separadores de pizza, papel filtro de celulosa 

(Whatman®). Fenolftaleína adquirido de Sigma Aldrich, ácido clorhídrico e hidróxido de 
sodio adquiridos de Reactivos Química Meyer ®. 

5.4.2 Ensayo de biodegradación  

5.4.2.1 Montaje del experimental para la evaluación de la biodegradación 
del nanocompuesto 

La evaluación de la biodegradación del nanocompuesto PVA/PAA Cu Fe2O3 se llevó 

a cabo conforme a la norma ASTM D5988-18. Se emplearon tres tipos de suelo: agrícola, de 

bosque y de pradera. El suelo agrícola se adquirió como tierra preparada para plantas/huertos 
(Ekologi), el suelo de bosque se adquirió de la localidad de San Juan Tlacotenco, Tepoztlán, 
Morelos (19°01'05.7"N 99°06'08.6"W) y el suelo de pradera se adquirió de la localidad de 

San Nicolás, Tequisquiapan, Querétaro (20°28'14.5"N 99°55'43.5"W). Todos los suelos, se 
secaron al aire, se tamizaron a través de una malla de 2 mm y se homogenizaron antes de su 

uso.  

Para la preparación del suelo, se humedecieron 18 kg de suelo con 800 mL de agua, hasta 
obtener una pasta compacta al ejercer presión manual. De manera similar, se humedecieron 

120 g de perlita con 300 mL de agua, hasta alcanzar una humedad perceptible sin generar 

escurrimiento. 
El montaje experimental consistió en colocar, dentro de cada frasco, una capa inicial de 

13.4 g de perlita, seguida de 99 g de suelo. Sobre esta base se dispuso la muestra del 
nanocompuesto con un área de 3x3 en posición horizontal, asegurando su contacto directo 
con el suelo y evitando dobleces o irregularidades. Posteriormente, se añadió una segunda 

capa compuesta por 99 g de suelo y 13.4 g de perlita. Finalmente, sobre las capas se colocó 

un separador rígido de pizza y, sobre este, una trampa de 20 mL hidróxido de sodio (NaOH 
0.5 N), para cuantificar el dióxido de carbono (CO2). Los frascos fueron almacenados a 
temperatura ambiente en la oscuridad. En la figura 25 se muestra el esquema final del 

montaje. 
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Figura 25 Esquema del montaje experimental para la evaluación de la biodegradación del 
nanocompuesto PVA/PAA Cu

5.4.2.2 Cuantificación del dióxido de carbono 

La cuantificación del dióxido de carbono liberado durante el ensayo de biodegradación 

se realizó conforme a la metodología descrita en la norma ASTM D5988-18. Para ello, el 

colocada en la parte superior de cada frasco, sobre un separador rígido que evitó el contacto 
directo con el suelo.

Cada 3 y 4 días
titulación con ácido clorhídrico (HCl 0.25 N) y fenolftaleína 1%. Las titulaciones se 

efectuaron durante un periodo total de 26 días manteniendo en todo momento las condiciones 
de humedad iniciales, a partir del monitoreo de peso. En cada titulación, los frascos se dejaron 
abiertos durante 15 min, para que el aire se renovara antes de reemplazar la solución de KOH 

fresca. volumen de HCl consumido, 

corrigiendo con los valores obtenidos en los controles de suelo sin material de prueba, de 
acuerdo con las ecuaciones establecidas en la ASTM D5988-18.

De forma complementaria, se registró el peso inicial de cada montaje y el peso individual 
de cada membrana antes de su entierro en el suelo, así como el peso final al concluir el 
ensayo. Esta medición permitió monitorear tanto la pérdida de humedad del sistema como la 

pérdida de masa del nanocompuesto, utilizada como indicador adicional del grado de 
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una interacción estable con las células y ausencia de daño significativo en membrana 

plasmática. En contraste, las nanozimas obtenidas por síntesis química presentaron una 
mayor reducción de la viabilidad celular, confirmando que la ruta de síntesis influye 

directamente en la respuesta biológica. 
La incorporación de nanozimas Cu  SV en membranas PVA/PAA produjo 

materiales con una estructura homogénea, que superaron la actividad antibacteriana de la 

membrana con nanozimas obtenidas por síntesis química. Asimismo, en las pruebas de 
biodegradación bajo la norma ASTM D5988-18, las membranas con nanozimas mostraron 

un incremento en la mineralización del carbono, especialmente en aquellas con aglomerados, 
sugiriendo que las nanopartículas pueden contribuir a la fragmentación y degradación de la 

matriz polimérica. 
En conjunto, los resultados validan la hipótesis planteada, confirmando que es posible 

obtener un material antibacteriano, biocompatible y biodegradable mediante la síntesis verde 
e incorporación de nanozimas Cu en membranas poliméricas, con potencial aplicación 
en el ámbito biomédico y ambiental, sin generar efectos tóxicos relevantes para la salud 

humana ni impactos negativos para el medio ambiente. 
 

6.2 Recomendaciones 

A partir de los resultados obtenidos, se considera pertinente profundizar en ciertos 

aspectos que podrían fortaleces el entendimiento y aplicación de las nanozimas Cu
sintetizadas mediante extracto de Ageratina pichinchensis. En primer lugar, sería 

recomendable realizar un análisis exhaustivo de los compuestos polifenólicos presentes en el 
extracto, con el fin de identificar cuáles fitoquímicos participan directamente en la reducción 
y estabilización durante la síntesis, y si alguno de ellos contribuye de manera específica a la 

actividad antibacteriana o a la biocompatibilidad de las nanozimas. 

En cuanto a la caracterización fisicoquímica, se sugiere complementar los estudios 
realizados con técnicas de mayor resolución, tales como espectroscopía de fotoelectrones de 
rayos X (XPS) y microscopía electrónica de transmisión (TEM), que permitan confirmar el 

. Además, la cuantificación de la liberación de iones metálicos 
y la determinación de especies reactivas de oxígeno resultan esenciales para establecer una 

correlación directa entre las propiedades fisicoquímicas de las nanozimas, su 
comportamiento catalítico y las respuestas biológicas observadas. 
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Desde la perspectiva biológica, resulta relevante ampliar la evaluación toxicológica en 

modelos in vivo, lo que permitiría analizar con mayor precisión el impacto de las nanozimas 
en sistemas biológicos complejos. Así mismo, la determinación de especies reactivas de 

oxígeno permitiría establecer una correlación clara entre el comportamiento catalítico, la 
respuesta celular y la actividad antibacteriana observada. En términos de la aplicación de los 
nanomateriales sintetizados, se recomienda validar el desempeño de las membranas en 

condiciones simuladas, como apósitos para heridas infectadas o sistemas de liberación 
controlada, así como en escenarios reales de alta carga microbiana. 

Finalmente, en el ámbito ambiental, se sugiere realizar pruebas de germinación y vigor 
de plántulas para evaluar el posible impacto de las nanozimas y membranas sobre organismos 

vegetales, así como prolongar los ensayos de biodegradación bajo condiciones más 
controladas. De igual manera, la implementación de un análisis de ciclo de vida aportaría una 

visión integral de la sustentabilidad del material, desde su síntesis hasta su disposición final. 
Finalmente, en cuanto a la contribución científica, este trabajo aporta conocimiento 

novedoso al explorar por primera vez el uso de A. pichinchensis como fuente de compuestos 

químicos, en particular flavonoides, benzofuranos, cromenos, cuyos grupos hidroxilos, 
carbonilos y anillos aromáticos actúan como agente reductor y estabilizantes en la síntesis de 

nanozimas Cu

membranas poliméricas biodegradables, lo que abre nuevas perspectivas en el diseño de 
materiales bioinspirados para aplicaciones biomédicas y ambientales.
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7 

7 Productos obtenidos  

7.1 Publicación de artículos  

 
Se aprobó la publicación del artículo de divulgación titulado Nanozimas: La nueva 

generación de agentes antimicrobianos al combate de la Resistencia bacteriana revista 

Ciencia Vital Revista de Divulgación Científica de la UACJ 
 

7.2 Asistencia a congresos  

 Se asistió al Primer Simposium Nacional de Investigación e Innovación en 

Nanociencias, Síntesis verde de nanozimas de 

CuFe2O3 , 
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realizado los días 4 y 5 de noviembre de 2024 en las instalaciones del Centro de 

Emprendimiento e Innovación UASLP. 
 

 Se asistió al 4º Congreso Estatal de Ciencia e Ingeniería de Materiales celebrado 

en Santiago de Querétaro, en donde se obtuvo el segundo lugar en el concurso de 
presentación científica en la modalidad de póster con el trabajo titulado 

 

, realizado del 10 al 13 

de junio de 2025. 
  

 Se tuvo participación el 33rd International Materials Research Congress 

celebrado en la ciudad de Cancún, como ponente del poster titulado 
catalysts based on CuFe2O3 nanozymes with antibacterial activity obtained from 
axihuitl extract del 17 al 21 de agosto de 2025.  

 

 Se tuvo participación el 33rd International Materials Research Congress 

celebrado en la ciudad de Cancún, como ponente oral con la charla Applied 

synthesis for biomedical applications  

7.3 Actividades extra (contribución social y 
científica) 

 

 Se tuvo participación como miembro del STAFF en el 7° verano infantil 
CIDETEQ , realizado el 9 de agosto de 2024.  

 

 Se tuvo participación como miembro del STAFF durante el Primer Simposium 

Nacional de Investigación e Innovación en Nanociencias, realizado los días 4 y 
5 de noviembre de 2024 en las instalaciones del Centro de Emprendimiento e 
Innovación UASLP. 
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 Se tuvo participación como monitor durante el 33rd International Materials 

Research Congress celebrado en la ciudad de Cancún, realizado del 17 al 21 de 

agosto de 2025.  
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Apéndice A 

A.1 F  

cristalito.  
 

Ecuación 5 F  

 

Donde: 

 Tamaño del cristalito  

 Longitud de onda de rayos X (1.54 Å) 

 Constante de Scherrer 

 ancho total a la mitad del máximo (FWHM) 

 ángulo de Bragg 

 

A.2 Distribución de tamaño de NZs Cu Fe2O3 
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A continuación, se presenta el histograma de la distribución de tamaño de partícula de 

las nanozimas Cu
observa que las nanozimas sintetizadas mediante ruta verde presentan un tamaño promedio 

de 29 nm, mientras que las obtenidas por síntesis química alcanzan un tamaño promedio de 
108 nm

Figura 28 Histogramas de distribución de tamaño de NZs Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis verde 
(a) y NZs Cu Fe2O3 obtenidas por síntesis química (b), obtenidas a partir de micrografías SEM.

A continuación, se presenta el histograma de la distribución de tamaño de del diámetro 

de las fibras de la membrana polimérica PVA/PAA antes (a) y después de la incorporación 
de las NZs Cu . Se observa que las fibras 
de la membrana polimérica PVA/PAA presentaron un diámetro de 299.75, las membranas 

con nanozimas obtenidas por síntesis verde de 246.91nm y las químicas de 268.21 nm.
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Figura 29 Histogramas de distribución de tamaño del diámetro de las fibras de la membrana 
polimérica PVA/PAA antes (a) y después de la incorporación de las NZs Cu

verde (b) y síntesis química (c), obtenidas a partir de micrografías SEM.

A.3 Viabilidad celular de las nanozimas en 
tiempos de exposición de 3 y 12 h

Figura 30 Ensayo de viabilidad celular en fibroblastos embrionarios de ratón (NIH 3T3) tras el 
tratamiento a 3 h (a) y 12 h (b); con distintas concentraciones de NZs de NZs Cu

por síntesis verde (SV) y síntesis química (SQ). Los datos se expresan como media ±SEM para n>3. 
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Los datos se analizaron estadísticamente mediante análisis de varianza (ANOVA) de tres vías, 
seguido de una prueba post-

 

A.4 Comparación de la constante de Michaelis 
aparente y la velocidad máxima de reacción  

A continuación, se muestra la tabla con los valores de la constante de Michaelis aparente 
(Km) y la velocidad máxima de reacción (Vmax) de las Cu

junto con su comparación frente a otras nanozimas reportadas en la literatura. 
 

Tabla 8 Comparación de la constante de Michaelis aparente (Km) y la velocidad máxima de reacción 
(Vmax). 

Catalizador Sustrato Km (  
Vmax 

( ) Referencia 

CuFe2O4 TMB 2.26 x103 1.242 [123] 
His- Fe3O4 TMB 6.22 x103 9.42  [250] 

Fe3O4@MoS2 TMB 250 6.66 [251] 
Cu  Fe2O3 TMB 3.514 15.84 Este trabajo  

HRP TMB 97.37 2.85 Este trabajo 

 


