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RESUMEN

Esta investigacion se utilizé la piel de cebolla roja (Allium Cepa L.), la cual es considerada
un desecho en postcosecha que, se encontr6 que en promedio esta capa representa
alrededor del 0,5% del peso total de la cebolla, a pesar de ser un residuo, es rica en
compuestos fendlicos como flavonoles, teniendo su extracto con etanol-agua. Bandas
significativas en el UV-vis alrededor de lo 330 nm, y en GC-MS una elucidacién de
compuestos derivados de la quercetina, la cual es un flavonol. Se comprobd, su gran
capacidad sintética para la reduccién de la plata, obteniéndose agregados estables en
tamafios que van desde los 17 hasta los 96 nm. Se utilizo el extracto de la piel de cebolla
Roja, y el extracto que sintetizé los agregados, para la construccion de unguentos, los
cuales fueron sometidos a varias pruebas desde TGA, UV-vis, pH, ATR-FTIR, Color, entre
otras, para ver sus caracteristicas y estabilidad. Obteniéndose unglientos homogéneos,
donde no se observé cambios de fase, formacion de agregados inorganicos, ni alteraciones
bruscas de color.

Palabras Claves:

Extractos de cebolla, flavonoides de cebolla, biosintesis de agregados de plata, unglentos,
pruebas de estabilidad quimica.
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ABSTRACT

This research used the skin of red onion (Allium Cepa L. ), which is considered a post-
harvest waste, it was found that on average this layer represents about 0.5% of the total
weight of the onion, despite being a waste, it is rich in phenolic compounds such as
flavonols, having its extract with ethanol-water. Significant bands in the UV-vis around 330
nm, and in GC-MS an elucidation of compounds derived from quercetin, which is a flavonol.
It was proved, its great synthetic capacity for the reduction of silver, obtaining stable
aggregates in sizes ranging from 17 to 96 nm. The red onion skin extract and the extract
that synthesized the aggregates were used for the construction of ointments, which were
subjected to several tests from TGA, UV-vis, pH, ATR-FTIR, color, among others, to see
their characteristics and stability. Obtaining homogeneous ointments, where no phase
changes, formation of inorganic aggregates, or sudden color alterations were observed.

Keywords:

Onion extracts, onion flavonoids, biosynthesis of silver aggregates, ointments, chemical
stability tests.
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INTRODUCCION

La cebolla cabezona, se podria considerar un producto insignia de nuestro
departamento norte de Santander aportando a la economia y beneficiando
comunidades campesinas, pero este cultivo genera cierta cantidad de desechos en
postcosecha, que van desde la raiz, tallo y la primera capa de piel, materia organica
la cual no se le puede dar un aprovechamiento adecuado esto en base a su
naturaleza quimica.

Dentro de los multiples aprovechamientos que se le puede dar a la piel de cebolla,
es la creacion de nuevos materiales, pero no solo basta con sintetizar compuestos
para usos aplicados al beneficio humano, se debe de garantizar que estos nuevos
materiales tengan una ruta de sintesis “verde” (Serrano, 2009) (Bougellah et al.,
2019), al utilizar un desecho como la piel de cebolla, se asegura una produccion
sostenible, donde se reduce el dafio ambiental al no generar biomasa extra, se
reutiliza un desperdicio de la cosecha y se fomenta el desarrollo del pais, al generar
productos derivados de recursos propios del agro (DNP, 2022).

Estos nuevos materiales son de gran importancia en diversas aplicaciones, siendo
una de ellas como productos antimicrobianos, ya que, la resistencia a antibioticos
por parte de microorganismos, segun como lo menciona la Organizacion Mundial
de la Salud, es un problema que tiene un caracter de “amenaza mundial’. Se estima
gue en promedio unas setecientas mil personas mueren al afio a consecuencia de
enfermedades resistentes a medicamentos convencionales, en consecuencia,
organismos como la ONU y la OMS lanzaron el plan “una sola salud” el cual invita
a paises a dar prioridad y financiacion en la investigacién y desarrollo de nuevas
tecnologias y materiales (OMS, 2015; Rahul et al. 2023).

Esta lucha se ha expandido a varios campos de la medicina y al estudio de diversas
enfermedades provocadas por bacterias, como las asociadas a la piel, provocadas
por bacterias y microorganismos oportunistas como: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Malassezia furfur (McLoughlin et al., 2022; Sanad &
Mabrouk, 2016), presentando un riesgo para la salud y una necesidad de nuevos
productos para la piel que combatan estos microorganismos, siendo las
formulaciones y ungientos un mecanismo efectivo, las cuales ya han sido probadas
a base de plantas y han mostrado propiedades antimicrobianas (Musthaba et al.,
2010; Sanad & Mabrouk, 2016) (Bougellah et al., 2019).

En este trabajo se busca crear un ungiiento a base de los metabolitos presentes en
la piel de cebolla y agregados de plata sintetizados con estos mismos metabolitos,
y garantizar que este material logre dispersar correctamente los ingredientes activos
en una base oleosa, asi como que sea quimicamente estable, siendo la primera
etapa en la generacion de un producto de esta clase.
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1. MARCO REFERENCIAL

La investigacion ejecutada se enfoca en emplear los residuos poscosecha de la cebolla
para extraer sus metabolitos polares, sintetizar agregados de plata y estabilizar la mezcla
en una formulacion tipo ungiento.

1.1 La cebolla

La cebolla (Allium Cepa L.) es una planta monocotiledonea herbacea (Rullan, 2012),
cuyo cultivo horticola bienal (Burbano Morales, 2022), pertenece a la clase
Liliopsida, a la familia Amaryllidaceae, al género Allium y a la especie Cepa
(McCallum, 2007). Tiene sus origenes hace 3500 afios en el oeste asiatico, con
registros en las antiguas pinturas de las tumbas egipcias (Charles, 2013). Se
encuentra en diferentes partes del mundo (Allium Cepa L., 2021), crece
principalmente en ambientes templados y zonas tropicales, como en lugares de
escasa vegetacion y condiciones desérticas (Griffiths et al., 2002; A. J. Gupta et al.,
2024).

A nivel mundial se produjeron 115.586.885 de toneladas para el afio 2022, siendo
India el mayor productor con 31.687.000 de toneladas y china ocupando el segundo
lugar con 24.605.100,77 de toneladas (FAO, 2023) (FAOSTAT, 2023). En cuanto a
Colombia para el afio 2021, se reporté por parte del ministerio de agricultura una
produccion de 281.035 toneladas con un rendimiento de 21,65 Ton/Ha, siendo el
mayor productor el departamento de Boyacé con 127.276,13 toneladas, seguido del
departamento de Norte de Santander con 60.907,06 toneladas, representando el
23,52% de la produccion nacional (Agronet, 2023) (Agronet inicio, 2023).

La cebolla empieza a ser cultivada con el crecimiento completo del bulbo, el cual a
nivel de mercado se prefiere que tenga un color homogéneo, este va desde colores
claros como blanco y amarillo, hasta rojizos (Khandagale & Gawande, 2019).
Continua su crecimiento generando una morfologia compuesta por raices y hojas
engrosadas y carnosas (escamas), en un corte trasversal (Figura 1) también se
pueden observar estas escamas en forma de capas que rodean el péndulo floral
(Teshika et al., 2019).
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Escamas

Figura 1. Partes del bulbo de la cebolla. Fuente: autor

El bulbo se forma cuando el fotosintato producido por las laminas de las hojas se
transporta a las bases de las hojas hinchando el nucleo (Teshika et al., 2019), este
termina su desarrollo cuando esta rodeado de una escama protectora llamada
tnica, la cual es seca, siendo resultado de las vainas de las hojas envejecidas que
han perdido carnosidad durante la maduracién, debajo de estan se encuentran las
escamas transitorias parcialmente humedas, seguido de las escamas falsas y las
escamas verdaderas (no desarrollan lamina) (Rullan, 2012), estas escamas
recogen el agua y otros productos necesarios para la fotosintesis; las mas externas
son como una capa impermeable que evita el secamiento del bulbo (Stoica et al.,
2023), y en la zona mas profunda se encuentran los primordios de hojas u 6rganos
de almacenamiento como la placa basal y el péndulo floral, el cual puede ser mas
de uno (Rullan, 2012).

El bulbo es usado para el consumo tanto crudo como cocido, en la industria la
produccion de alimentos procesados como copos, polvos, aceites y encurtidos, asi
como deshidratados y produccion de semillas (Teshika etal., 2019). El
procesamiento genera residuos industriales tales como bulbos deformes o
enfermos, raices y piel, junto a lo que se produce en la postcosecha y en los hogares
donde, anualmente estos residuos, pueden alcanzar las 500 mil toneladas (Benitez
et al., 2011) (Sagar et al., 2022). Residuos como la tlnica contiene compuestos
bioactivos, los cuales llegan a estar hasta mas de 48 veces mas concentrados que
en las partes comestibles (da Cruz et al., 2023).
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A nivel general la composicion quimica de la cebolla depende del cultivo, la etapa
de maduracién, las condiciones ambientales, agrondémicas, al tiempo de
almacenamiento y la secciéon del bulbo (Benitez et al., 2011), este Ultimo contiene
en promedio un 89,1% de agua, 9.3% de carbohidratos, 1,1% de proteina y 0,1%
de grasas, vitaminas y minerales (Chadorshabi et al., 2022). En cuanto a la parte de
tunica, esta es mas rica en diversos compuestos como los flavonoides, los cuales
se encuentran mas de 20 veces mas que en la parte comestible (escamas interiores)
(Bains et al., 2023). En el caso de las cebollas rojas, estas poseen en mayor
proporcion de estos compuestos en su tunica o piel (de 1,276 a 169 mg/g), en
comparacion a las cebollas blancas o amarillas (aproximadamente 0.06 mg/qg)
segun varios estudios (Chadorshabi et al., 2022; Stoica et al., 2023).

1.2 Compuestos bioactivos en cebollas rojas

Las cebollas rojas (Allium cepa L.) se ha reportado que contienen diversos
compuestos bioactivos de gran interés como los compuestos organosulfurados,
encargados del aroma unico de la cebolla (Sagar et al., 2022), los acidos organicos
también afectan las caracteristicas organolépticas y regulan el pH; los aminoacidos
y péptidos se transportan gradualmente a las hojas senescentes, ademas de que
tienen papeles claves en el metabolismo como fuente de nitrdgeno almacenado.

Otros metabolitos de interés son las saponinas que tienen atributos espumantes, en
el caso de la cebolla se encuentran los derivados del furostanol y espirostanol;
adicionalmente, en cuanto al aceite esencial su rendimiento de extraccion ha
alcanzado el 0,03% y es una mezcla compleja responsable del sabor que contiene
moléculas como mono, di, tri y tetrasulfuros de diferentes grupos alquilo (Elattar
etal.,, 2024), también es rica en compuestos fendlicos, los cuales son
fundamentales en el metabolismo de la cebolla, siendo metabolitos de vias
secundarias contribuyendo a la especializacion de células. Estos se dividen en
compuestos como fenoles simples y aldehidos derivados de acidos benzoicos,
polimeros como lignina y compuestos ampliamente distribuidos como flavonoides
(Chadorshabi et al., 2022).

Los flavonoides se sintetizan por la rama flavonoide de la via metabdlica
denilpropanoide, comenzando con la desaminacion de la fenilalanina por la enzima
L-fenilalanina amoniaco-liasa, y a través de otras modificaciones enzimaticas se
producen diferentes tipos de flavonoides, desempefiando papeles fisioldgicos como
soporte de las paredes celulares contra la luz UV y en mecanismos de defensa
contra patégenos del suelo y herbivoros (M. R. Pérez-Gregorio et al., 2014).

Las flavonoides tienen una columna vertebral formada por 15 carbonos en un
heterociclo oxigenado (Stoica et al.,, 2023) (M. R. Pérez-Gregorio et al., 2014) e
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hidroxilos que generan la funcion fenol (Chen etal.,, 2022). Se clasifican en
isoflavonoides, flavonoles, flavanonas, flavonas y antocianinas (Figura 2), (Sagar
et al., 2022) de las cuales predominan en las cebollas la quercetina, la miristina y el
kaempferol, las antocianinas y los 6xidos de quercetina abundantes en capas secas
(Chadorshabi et al., 2022; Nemeth & Piskula, 2007).

@)

(a) (b) O

OH |

OH

(c)

(e)

Figura 2. Estructuras quimicas de los diferentes tipos de flavonoides, (a) flavonol, (b) flavona, (c) flavanona,
(d) flavanol, (e) isoflavonoide, (f) antocianina (g) Estructura quimica de los flavonoides. Fuente (Sagar et al.,
2022).
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El contenido de flavonoides en la piel de cebolla roja oscila entre 1,276 mg/g y 169
mg/g, a diferencia de la cebolla blanca cuyo contenido es de 0,08 mg/g (Sagar et al.,
2022), su presencia da a la cebolla el atributo fenotipico del color (M. R. Pérez-
Gregorio et al., 2014), principalmente en la cascara se encuentran en su forma
aglicona debido a la hidrdlisis glucosido del flavonol en la formacion de las cascaras
(Nemeth & Piskula, 2007), a medida que se acerca del nucleo de la cebolla se
encuentran en forma glicona, siendo la glucosa el residuo mas comun,
principalmente ligado a C3, C4' y/o C7 (Elattar et al., 2024). Por lo anterior, en este
estudio se abordard principalmente las antocianinas y los flavonoles.

1.2.1 Antocianinas

Responsables de la pigmentacion junto con las flavonas y flavonoles. Formadas por
un cation flavilio en uno de sus anillos. Se encuentran presentes en el bulbo y la
piel, en el bulbo la cantidad de este compuesto varia entre variedades en cebolla
roja es de alrededor de 300 mg/kg (10,04 mg de cianidina-3-gluc6sido/100 g),
amarillo a 100 mg/kg y blanco a 10 mg/kg (Bains et al., 2023). Estas representan el
10% del contenido total de flavonoides y un 63% se encuentran ubicadas en la piel
seca (M. R. Pérez-Gregorio et al., 2014). Dentro de las principales antocianinas se
encuentran la peonidina, isopeonidina, ptenudina, dephinidina, derivados de
pelargonidina y la cianidina y sus derivados como la cianidina 3-O-glucésido, siendo
el 50% del contenido total de antocianinas (Elattar et al., 2024), sus estructuras
quimicas se presentan en la Figura 3, también destacan moléculas como cianidina-
3-glucosido, cianidina-3-laminaribiosido, cianidina-3-malonilglucésido y cianidina-3-
malonillaminaribiésido (Nemeth & Piskula, 2007) (Chadorshabi et al., 2022).

(b)

Figura 3. Estructuras moleculares de la (a) cianidina y (b) cianidina 3-glucésido. Fuente: autor
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1.2.2 Flavonoles

Los flavonoles son compuestos polifendlicos, compuestos por dos anillos
aromaticos unidos por un anillo piran, su estructura puede presentar diferentes
sustituciones con grupos hidroxilo, metoxi, entre otros. Dentro de la cebolla se han
identificados 25 flavonoles, donde los derivados de quercetina son los mas comunes
como la quercetina 4'-glucésido y la quercetina 3,4'-diglucésido, siendo del 80 al
95% de flavonoides totales, sus estructuras se pueden ver en la figura 4, el 53% de
guercetina en forma aglicona se encuentra en la piel (M. R. Pérez-Gregorio et al.,
2014) y en su forma glicona constituye el 93% del total de flavonol y del 80% del
contenido de flavonoides totales (aglicona 284-486 mg/kg (Bains et al., 2023) ) y
hasta 104-1260 mg/kg de peso fresco de cebolla morada (Nemeth & Piskula, 2007).
La quercetina tiene una configuracion soluble en lipidos, alcohol, pero insoluble en
agua, debido a la oxidacién del flavonol de quercetina en acido 3,4-hidroxibenzoico
y acido 2,4,6-trihidroxifenilglicosilico, que se concentra en las pieles secas de la
cebolla para proteger el bulbo de los microorganismos del suelo (Chadorshabi et al.,

2022).

HO

(a)
OH

HO o)

OH
OH ®)

(b)

HO \
OH OH OH OH

Figura 4. Estructuras moleculares, estructura general del, (a) quercetina, (b) quercetina-3-glucdésido y (c)
quercetina-3,4-diglucoésido. Fuente: autor
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1.2.3 Métodos de extracciéon y cuantificacion de flavonoides

Los flavonoides son solubles en disolventes polares, las agliconas son mas solubles
en alcoholes y glucdsidos mas solubles en agua, es por esto que estos compuestos
fendlicos se extraen en mezclas de alcohol y agua. En el caso de la extraccion de
quercetina, el disolvente preferido es el etanol acuoso (en el rango del 50 al 75%),
acidificados, ya que un pH menor a 2 mantiene las antocianinas en una forma mas
estable (Benito-Roman et al., 2021).

En la extraccion de flavonoides, una variable a tener en cuenta es el tamafo de
particula del sélido, entre mas pequefia habra una mayor area de contacto entre el
solvente y la cascara de cebolla, también esta la temperatura, ya que esta puede
mejorar la solubilidad (Rodriguez Garcia & Raghavan, 2022), al igual que la
liofilizacion de las cebollas (M. R. Pérez-Gregorio et al., 2011). Algunos métodos
mas utilizados en la extraccion de flavonoides y compuestos fendlicos es la asistida
por ultrasonido (EAU) mediante el proceso de cavitacion (Benito-Roman et al.,
2021). La extraccion asistida por microondas (MAE), el método Soxhlet y la
hidrodestilacion (Azmir et al., 2013).

El total de antocianinas se puede calcular con el método de pH diferencial y el
contenido total de flavonoides mediante espectrofotometria a 510 nm, mediante una
curva de calibracion. El contenido total de polifenoles por el método de Folin -
Ciocalteu con el acido galico usado como estandar, la absorbancia es leida a 750
nm y se calcula mediante una curva de calibracion (S. Zhang et al., 2016) (Kiani
et al., 2023). Aungue también existen otros métodos como el colorimétrico mediante
el cloruro de aluminio, que se basa en la formacion de un complejo flavonoide-
aluminio que tiene la maxima absorcién a 415 nm (Firoozi et al., 2016). El contenido
total de flavonoides se expresa en mg de quercetina/ g materia seca (Zhishen et al.,
1999). en el caso de las antocianinas tienen una alta absorbancia de 240 a 280 nm
y de 465 a 560 nm, en cambio los flavonoles absorben en los rangos de 240 a 280
nm y de 300 a 380 nm, a una longitud de onda de 510 y 700 nm (R. M. Pérez-
Gregorio et al., 2010). El contenido total de antocianinas monoméricas se puede
calcular como se muestra en la ecuacion 1:

Contenido de antocianinas (mg/100 g de materia seca) = A* PM *% FD (¢ * P)

Ecuacién 1

Donde A es la absorbancia (520 — 700 nm) a pH &cido (preferiblemente a pH 1)
(Giusti & Wrolstad, 2001), PM es el peso molecular de la cianidina-3 glucésido, FD
es el factor de dilucién, € es la absorcion molar (26900) y P es el peso de la muestra
en gramos (Carine Raddatz et al., 2022).
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1.3 Aplicaciones de los fitoquimicos de la cebolla

Compuestos como los fendlicos en especial los flavonoides, han demostrado
distintas propiedades y aplicaciones a partir de los extractos de cebolla en distintas
concentraciones, tales como actividad anticancer, reduciendo el estrés oxidativo
intracelular (Salimi Shahraki et al., 2023; Tan et al., 2023), también han demostrado
propiedades antiobesidad, en especial la quercetina, que suprimio la expresion de
las adipoquinas (Griffiths et al., 2002; Stoica et al., 2023), asi como propiedades
neuroprotectoras y antiflamatorias (Bains et al., 2023), se ha usado en tratamientos
de insomnio (Tewani et al., 2023), como potencial gastro protector (N. B. Ali et al.,
2024), en prevencion de enfermedades cardiovasculares (Chadorshabi et al., 2022)
junto con propiedades antimicrobianas (Félix etal.,, 2021). Las propiedades
antimicrobianas, se atribuyen a la quercetina (Gibbons, 2008), esta altera el
metabolismo energético, las funciones de la membrana citoplasmaética, inhibiendo
las sintesis de acidos nucleicos, cuando hay una alteracion de la pared celular,
causa una muerte celular por lisis (M. Kumar et al., 2022). Otra aplicacion es la
reduccion de metales como la plata, formando nanoparticulas (Patra et al., 2016).

1.3.1 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas se pueden definir como materiales que tienen menos de 100 nm
de didmetro (Bougellah et al., 2019). Estos se pueden dividir en inorganicos y
organicos; los organicos son a base de carbono e hidrogeno, como el grafeno y los
nanotubos, son considerados una clase diferente de nanomateriales con amplia
gama de morfologias junto con diversas aplicaciones, pero esta clase de materiales
no se trataran en este escrito. La segunda clase de nanomateriales son los
inorganicos, los cuales estan hechos de metales (Ehtesabi et al., 2023) y son de al
menos una dimensién (Upadhyay et al., 2019), entre estos metales esta la plata.

Las nanoparticulas y agregados de plata, se puede sintetizar a través de medios
fisicos y quimicos; los métodos quimicos se basan en reacciones de reduccion de
la sal metélica (precursor); la reaccién requiere de un agente reductor. En la sintesis
convencional se usa el NaBH4 como reductor, a esto se le llama el método Creighton
(Estevan et al., s/f), obteniéndose nanoparticulas de aproximadamente 10 nm;
también se ha usado como reductor la dimetilformamida (DMF). El tercer elemento
para la sintesis convencional son los agentes estabilizantes (Sifontes et al., 2010),
empleando aminopropiltrietoxisilano (APS) o polivinilpirrolidona (PVP), esta para
mantener cierta estructura (esferas o prismas). Lamentablemente estas sintesis
convencionales se hacen través de reductores altamente toxicos y hasta algunos
de ellos cancerigenos (Gescher, 2002).

En los ultimos afios se han probado en nuevos estudios, la sintesis de
nanoparticulas por métodos alternos (G. Ali et al., 2022; Bharadwaj et al., 2021;
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Santhosh et al., 2021; Y.-W. Zhang et al., 2022). Se ha usado los fitoquimicos de
distintas plantas (Virk et al., 2023), donde extractos de diferentes partes de la planta
como hojas, tallos, cortezas, raices, contienen metabolitos como cetonas, acidos
carboxilicos, flavonoides, compuestos fendlicos, carbohidratos, aldehidos,
terpenoides y amidas (Zafar etal., 2019). Los compuestos fendlicos son los
principales antioxidantes, debido a que tiene propiedades redox, por lo tanto,
pueden actuar como agentes reductores de iones metalicos, neutralizando radicales
libres (Firoozi et al., 2016).

Se ha usado la familia Allium (Irfan et al., 2017) (F et al., s/f), donde el extracto de
la piel de cebolla ha formado exitosamente nanoparticulas (Santhosh et al., 2021).
La formacion de estas se debe principalmente a la quercetina (Pefia-Juarez et al.,
2021). Para la sintesis se siguen ciertas condiciones como: a pH neutro, hay una
rapida ionizacion de grupos fendlicos presentes y por lo tanto una rapida produccién
de nanoparticulas, a pH alto estas son muy pequefias y estables, en cambio a pH
bajo se promueve la agregacion sobre la nucleacion.

El extracto de la planta es importante, ya que, entre mas concentracion de
moléculas como fenoles, polisacéridos, taninos y antocianinas, contribuyen a la
formacién de &tomos estables de plata. En cuanto al precursor, se recomienda usar
una concentracion pequefia, ya que a concentraciones muy altas no se reduce la
plata. La temperatura de reaccion se recomienda a temperatura ambiente (Dhaka
et al., 2023). Las mezclas se deben encubar durante 24 horas en oscuridad para
evitar activacién fotoquimica del nitrato de plata (Kiani et al., 2023) (Zafar et al.,
2019).

La sintesis de nanoparticulas puede ser de “arriba hacia abajo”, donde hay técnicas
como la molienda de bolas, la evaporacién-condensacién, método de descarga de
alambre pulsado, donde se va rompiendo el material hasta que sea pequefio; el
enfoque de “abajo hacia arriba” utiliza una metodologia quimica y biologica, donde
los &tomos se van ensamblando en nucleos (Nirmala et al., 2024). Un mecanismo
sugerido es la reduccion del ion del metal con la interaccién de los grupos -OH,
facilitando el intercambio de oxigeno, para seguidamente los -OH oxidados se
formen sobre el recubrimiento de la nanoparticula, evitando que las particulas se
aglomeren. La transformacion tautomérica de flavonoides de la forma de enol a
cetogénica puede liberar un atomo de hidrogeno reactivo que reduce los iones de
plata (Jain & Mehata, 2017). Aunque este mecanismo no se ha elucidado por
completo se plantea un mecanismo mostrado en la figura 5 (Reddy et al., 2023)
(Balavandy et al., 2014).
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Figura 5. Reaccioén propuesta de reduccion de la plata desde un alcohol primario. Fuente: autor
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Existen varios métodos caracterizacion como lo es el analisis con el microscopio
electronico de transmision (TEM), para determinar la morfologia de las particulas
(Alshahrani et al., 2024a). El didmetro hidrodindmico y la distribucion de tamafio
mediante un analisis de dispersion dinamica de la luz (DLS) (Irfan et al., 2017). La
microscopia electronica de barrido (SEM) para analizar tamafio y forma (Kiani et al.,
2023), mientras la difraccion de rayos X (DRX) se unas para estudiar la estructura
cristalina (Kiani et al., 2023). La espectroscopia de infrarrojo (IR), muestra un
corrimiento en la sefial de 1631 cm?, vibraciéon del grupo C=0, demostrando
oxidacion de grupos -OH donde se forman enlaces de hidrégeno intramoleculares
(Reddy etal., 2023). En la espectroscopia ultravioleta (UV-vis), gracias a la
resonancia del plasmon de superficie (SPR), estos plasmones por interaccion de la
luz con las nanoparticulas suspendidas, generan colores diferentes al material, los
electrones libres del metal se mueven libremente a través del extracto, aunque
también el confinamiento cuantico es un mecanismo que da color a la suspension
(Tesfaye et al., 2023), se pueden ver picos de absorcion a 275 y 375 nm, siendo un
pico alrededor de los 450 nm caracteristico de la reduccion de iones de plata
(Alshahrani et al., 2024a).

Haiss et al., 2007, propusieron una ecuacion para determinar el tamafio de la
nanoparticula y su ecuacion es indicada a continuacion (Haiss et al., 2007).

Aspr_lo
in (=2 )

L,

d=

Ecuacién 2

Donde d es el diametro, 4,,,.es la longitud de onda de maxima absorcion, 1, es la
longitud de onda de mas baja absorcion, L1 es 6,53 y L2 es 0,0216, los cuales son
pardmetros establecidos (Haiss et al., 2007).
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Aunque también hay otros métodos y ecuaciones de encontrar el tamafio de la
particula, por ejemplo por la ecuacion utilizada por (Jain & Mehata, 2017).

_ th
Tl'AEl/z

Ecuacioén 3

Donde d es el diametro, h es la constante de Planck, v, es la velocidad de fermi de
los electrones en plata a granel y AE, /, es la anchura total a la mitad del maximo de

la banda de absorcion. Esta ecuacion se usa cuando el tamafio de las
nanoparticulas sea menor que el camino libre medio de los electrones de plata a
granel.

Las nanoparticulas de plata han demostrado actividad en biodeteccion, deteccion
eléctrica, magnética, térmica, Optica y catalitica (Santhosh et al., 2021). También
con actividad biolégica en diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Santhosh et al., 2021), con una baja toxicidad en células de mamiferos (Selem
et al., 2022). Las posibles causas de muerte celular en las bacterias por parte de las
nanoparticulas de plata (AgNP) se muestran en la figura 6 (Nirmala et al., 2024)
(Irfan et al., 2017).

Figura 6. Mecanismo de muerte celular en bacterias por las nanoparticulas, imagen adaptada de (Nirmala et
al., 2024) (Irfan et al., 2017).
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Los agregados de plata del tipo nano se pueden estabilizar en diversas
formulaciones farmacéutica como sprays, cremas y unglentos, segun sea la
aplicacion y el nivel de penetrabilidad que se quiera, para evitar toxicidad se
prefieren las mezclas hidrofébicas del tipo unguento, los cuales se describen a
continuacion.

1.4 Plata en ungientos

La industria farmacéutica con el fin de enfrentar las infecciones cutaneas, emplea
tratamientos especificos utilizando formulaciones dermatolégicas con propiedades
antibacterianas y antifingicas (Tarannum et al., 2024). Debido al problema de
enfermedades resistentes a antibiéticos, un ejemplo es el Staphylococcus aureus,
es un patdégeno oportunista, responsable de infecciones cutaneas como foliculitis,
dermatitis atOpica, impétigo, abscesos, necrosis epidérmica toxica, entre otras
(Bougellah et al., 2019; A. Gupta et al., 2020; McLoughlin et al., 2022), que impiden
la cicatrizacion y la reconstitucién del tejido (Shittu et al., 2021). Hay varios tipos de
bacterias que puede infectar las capas superiores, inferiores y los foliculos de la
piel, y si no se trata la infeccion a tiempo puede extenderse por el cuerpo
provocando enfermedades como lyme (provocada por Borrelia burgdorferi)
(Marquilles Bonet et al., 2015; Tabassum & Hamdani, 2014).

La plata como nanoparticula como uno de los ingredientes activos en unguentos se
ha usado ampliamente como una alternativa para el tratamiento de enfermedades
de la piel es mediante el uso de diferentes formulaciones, las cuales ya se han usado
en estudios de enfermedades en la piel provocadas por resistencia bacteriana
(Musthaba et al.,, 2010; Nguyen et al., 2022), para acelerar la cicatrizacion de
heridas por quemaduras (Huynh Luu et al., 2023), en casos como el tratamiento
contra la Ulcera del pie diabético, en terapia combinada con apdésitos de alginato de
plata (Faraji et al., 2023), en lesiones cutaneas de leishmaniasis con un ungiento
de nanoparticulas de plata con quercetina (Alemzadeh et al., 2022), ungtientos
antifingicos basados en nanoparticulas de plata (Tarannum et al., 2024), también
se han usado formulaciones tipo ungliento con nanoparticulas de plata a partir de
extractos de plantas como las hojas de limén, esto para curar heridas cutaneas
(Abbasi et al., 2021), entre otras.

Los unguentos son un tipo de formulacion, es un sistema semisolido compuesto por
una base oleosa teniendo una consistencia grasosa debido a la emulsion del agua
en aceite (Kubendiran et al., 2023). Es un vehiculo para un ingrediente activo, para
la eleccidn de la base que transporta el medicamento, se debe de tener en cuenta
gue la base transporte y aumente la eficacia del medicamento y no disminuya su
eficacia terapéutica (Headlee, 1958). Como el medicamento puede ser hidrofilico,
es necesario el uso de un tensioactivo o varios para que las fases se mantengan
estables en el tiempo y asi mantener un equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) (Sanad
& Mabrouk, 2016). En 1940 William Griffin, introdujo el Sistema de Balance de
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Lipofilo Hidrofilico (HLB) para descubrir qué emulsionante funciona mejor con la fase
oleosa de una emulsion, los emulsionantes tienen una cabeza hidrofilica,
compuesta de un grupo funcional soluble en agua y una cola lipofilica compuesta
de un acido graso o alcohol graso. A un emulsionante que es de caracter lipofilico
se le asigna un numero de HLB bajo y si es de caracter hidrofilico se le asigna un
namero alto (Gadhave, 2014) (Pasquali etal., 2009) (Miloudi etal., 2018).
Unglentos estables se logran con emulsionantes o combinacion de agentes
emulsionantes que tienen valores de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) cercanos
a los de la fase oleosa (Ferreira et al., 2010).

Los tensioactivos pueden ser de bajos valores de equilibrio hidrofilico-lipofilico
(HLB), como los ésteres de acidos grasos de glicerol, o con valores altos como el
aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno (POE) 40 y éter oleilico POE(10)
(Kitagawa etal., 2016). Generalmente en unguentos comerciales se usa
tensioactivos sintéticos como SDS, sulfonatos de lignina, alquilfenoletoxilatos y
entre otros, aunque estos surfactantes también se pueden producir biolégicamente
(Kubendiran et al., 2023).

La deposicién de plata en ungiientos viene dada por su interaccion con la fase
oleosa asi como la hidrofilica, en la cual se cree que penetra ligeramente en la fase
oleosa, tal y como hablan varios articulos (Etienne et al., 2018) (Miyasaka et al.,
2023) (Figura 7). En cuando a los flavonoides se unen a la fase oleosa mediante
tensioactivos, estos tienen una cabeza hidrofilica que interacciona con esta fase, la
cual puede tener componentes como los compuestos fendlicos y una cola
hidrofébica compuesta por largas cadenas de carbono que interaccionan muy bien
con la fase oleosa, tal y como se ve en la Figura 7 (Bergfreund et al., 2021).

Figura 7. Interaccion entre la fase oleosa y la fase hidrofilica en un ungiiento. Fuente: autor
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El ingrediente activo de la formulacion que son los flavonoides, algunos en su forma
de aldehido por la biosintesis de las nanoparticulas, se esparce por la formulacion
como gotas de micelas que contienen por dentro las moléculas del extracto y entre
ambas fases la nanoparticula de plata (Bergfreund et al., 2021).

La formulacion de los ungiientos debe presentar estabilidad a largo plazo bajo
diversas condiciones de humedad, esta estabilidad se mide en evitar perdida de
peso por deshidratacion o volatiles y por la estabilidad de los grupos funcionales.

1.4.1 Pruebas de estabilidad quimica a unguentos

Una primera fase para el desarrollo de una formulacién tipo ungiiento o de las
formulaciones en general, es la estabilidad a largo plazo, por eso es necesario las
pruebas de reologia, como dureza, adhesividad, capacidad de esparcimiento,
estabilidad gravitacional por centrifugacion, esto para ver si la formulacién presenta
separacion de fases, pruebas de ciclo calentamiento-enfriamiento el color, olor, pH
y viscosidad (Saengsorn & Jimtaisong, 2017). Como también ensayos de
estabilidad por estrés quimico, (Aguilar et al., 2023). También hay otra clase de
pruebas que se le hacen a los unguentos con un ingrediente activo, como la cinética
de liberacién del farmaco (Akombaetwa et al., 2023) (Nguyen et al., 2022). Ademas
de que la base oleosa del ungiento, esté formada por ingredientes aprobados por
la FDA para su uso en humanos (FDA, 2023).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

% Disefiar una formulacion tipo ungiiento de agregados de plata por sintesis
verde a través de extractos de piel de cebolla roja.

2.2 Objetivos especificos

+ Determinar un método especifico para la extraccion de flavonoides de la piel
de cebolla roja.

% Sintetizar agregados de plata sobre la extraccion con mayor proporcion de
flavonoides.

¢ Construir una formulacion tipo ungiiento a partir de los extractos con
agregados de plata y evaluar su estabilidad quimica.
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3. METODOLOGIA

3.1 Muestreo

La cebolla roja, de la variedad Red Granex, fue donada por una finca del municipio
de Arboledas, Norte de Santander, donde el agricultor la hizo llegar al municipio de
Pamplona y fue llevada al laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad de
Pamplona donde se almacené en el congelador, para evitar la descomposicion
antes de los ensayos.

3.2 Reactivos y materias primas
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Cebolla Roja (Allium Cepa L.) variedad Red Granex
Alcohol etilico al 96% marca SQI

Nitrato de plata marca Chemi 99,5% (AgNOQO3)
Manteca de karite

Aceite mineral

Alcohol cetilico

Polisorbato 80

Bromuro de potasio (KBr)

Agua destilada (H20)

3.3 Equipos e instrumentos
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Balanza analitica de precisién 0,0001g, marca aeADAM.

Horno microondas marca Kalley, modelo K-MWO7N, 120V, potencia 1050-
700W, frecuencia 2450MHz.

Ultrasonido marca BRANSON 5800 con una frecuencia de 100 kHz y 0,764
W/icm?2,

Centrifugadora marca Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32.

Plancha calentamiento marca DIAB MS7-H550-Pro.

Horno marca MEMMERT.

Horno mufla marca Ney VULCAN D-550.

Colorimetro marca FRU Modelo WR-10QC.

Procesador de alimentos marca Oster.

pH-metro marca H-METER-SCHOTT

Espectrofotdmetro de ultravioleta visible (UV-vis) marca SHIMADZU, modelo
UV-2401PC, en un barrido de 900 nm - 190 nm.
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Espectrofotometro de infrarrojo con transformada de fourier (FTIR) marca
SHIMADZU modelo IR Prestige-21, provisto de un detector DLATGS
(Deutered L- Alanine Doped Triglycene Sulphate) y equipado con un
accesorio ATR modelo MIRacle, marca Pike Technologies, con cristal de
diamante, resolucién 4,0 cm™, en el rango de 4000 - 550 cm™ con 24
escaneos por muestra.

Cromatografo gases masas (GC) AT 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto,
California, EE.UU.), acoplado a un detector de espectrometria de masas de
tripli cuadrupolo (Agilent Technologies 6400). La inyeccion se realiz6 en
modo splitless (Viny = 1 pL). Columna Zebron ZB-5 de 5%-Ph-PDMS, de 30
m X 0.25 mm x 0.25 ym. La temperatura del horno se programé desde 65°C
(tiempo inicial de 2 min) aumentada a 300°C a 10°C/min (isotermo para el
tiempo final). La temperatura real en la fuente de MS alcanz6 los 230 °C y la
MS en el modo de impacto de electrones con una energia de fuente de iones
de 70 eV. La temperatura del inyector fue de 250 °C, mientras que el volumen
de inyeccion fue de 1 pL y se realiz6é un ciclo total de una hora, rango de
escaneo del detector de masas m/z = 50-550. La recepcién y el
procesamiento de datos se realizé utilizando el software de solucidn
Shimadzu GC-MS.

Analizador termogravimétrico (TGA), Instrument Serie Discovery, se realizé
en atmosfera de nitrégeno a 50mL/min y rampa de calentamiento de
10°C/min, calentamiento de temperatura ambiente 25°C hasta los 600°C.
Software graficador de moléculas ChemSketch.

Software estadistico OriginPro 9, con licencia académica de aprendizaje.
Rstudio.

Software estadistico minitab, prueba gratis.

Software de edicién de imagenes Inkscape.

Software de ilustraciobn Medibang Paint pro.
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3.4 Métodos

Figura 8. Diagrama general de la metodologia. Fuente: autor




Determinacion de un método especifico para la extraccion de flavonoides de la piel
de cebolla roja.

3.4.1 Tratamiento a la cebolla

3.4.1.1 Porcentaje de peso de capas de cebolla

Se realiz6 la clasificacion las cebollas, segun si presentaban dafios o se habian
empezado a pudrirse, estas se clasificaron segun las escamas o capas, mediante
un corte trasversal a cada una de las cebollas (56 cebollas en total), se pudieron
separar las capas, las cuales en promedio eran 7 capas, siendo la capa 1 la tunica
(parte seca) mas un residuo que era parte del péndulo floral de la cebolla y se
clasifico como capa 8, tal y como se muestra en la Figura 9. La capa 1 se secé en
un horno a 30°C durante 24 horas, y el resto de capas tomaron una semana en
secarse bajo las mismas condiciones debido a su alto contenido de agua
(aproximadamente el 90% segun la literatura). Posteriormente las capas fueron
molidas en un procesador de alimentos y molturadas, para reducir su tamafio de
particula.

Figura 9. Capas de la cebolla. Fuente: autor

33



3.4.1.2 Seguimiento por UV-vis a las capas

Antes de que se secaran y se molieran las capas se sacaron filamentos con pinzas
(laminas) de cada una de estas para ser llevadas al espectrofotometro UV-visible,
se midi6 la absorbancia de las distintas capas en un barrido completo de 900 a 190
nm, y como cambio estos espectros entre ellas.

3.4.2 Seguimiento por ATR-FTIR a las capas

Las capas molidas se sometieron a un seguimiento de su fibra antes y después de
las extracciones por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (ATR-
FTIR), se hicieron 10 réplicas a cada capa y 10 réplicas a cada residuo. El
tratamiento de los espectros se hizo mediante el software OriginPro9, donde se hizo
un suavizado de 15 puntos, una normalizacion de 0 a 1, junto con primera y segunda
derivada a cada espectro, para hacer un PCA en la region de huella dactilar entre
capas y entre la capa 1, esto segun la metodologia propuesta por (Perera et al.,
2021) y sus respectivos residuos después de la extraccion de flavonoides que se
vera en la sesion 4.3, asi como una linea base, pero solo para la presentaciéon de
los espectros, como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Procesamiento de los datos espectrales de infrarrojo.
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3.4.3 Extraccién de flavonoides

Se realizaron extracciones con alcohol etilico al 70% donde por cada 0,15 g de capa
molida, se agregaron 15 mL de alcohol etilico (Boccalon et al., 2022), se hicieron
mediante tres métodos de extraccion (ultrasonico, microondas y mecanica) y por
cada capa se hizo un quintuplicado, para posterior andlisis de los extractos por UV-
vis y GC-MS, como se muestra en la figura 11.
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Extracto etanélico

UV-Vis, 6C-MS ATR-FTR

Figura 11. Extracciones etanoicas de cebolla roja (1) por capas molturadas (2) utilizando (a) ultrasonido, (b)
microondas, (c) mecanica, y seguimiento de los extractos (3) por UV-vis y GC-MS. Seguimiento de las capas
molturadas y residuos (4) por ATR-FTIR.

3.4.3.1 Extraccion por ultrasonido

Se utilizé un equipo de ultrasonido, en agua caliente a en un rango de 60°C a 80°C,
por 40 min, seguidamente en una centrifuga, se configuré a 2500 rpm durante 5 min,
los extractos se filtraron con papel filtro (Yusoff et al., 2022). Posteriormente se
almaceno el filtrado en un frasco colector con papel aluminio cubriéndolo, se guardd
en un lugar sin contacto con la luz y los residuos de extraccion se dejaron secando
a temperatura ambiente por 24 horas, excepto la primera capa que se sec6 en un
horno a 30°C por 2 horas, (Darweesh etal., 2024) para luego ser pesado y
almacenado en bolsas con cierre hermético.
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3.4.3.2 Extraccion por Microondas

En un equipo de extraccién por microondas, durante 2 minutos, con trampa y un
condensador, los extractos se filtraron y almacenaron de la misma manera que la
sesion 3.4.3.1 al igual que los residuos de extraccion (Sgroppo et al., 2005).

3.4.3.3 Extraccién mecanica

Las mezclas de capa molida con el alcohol se mezclaron en bafio maria a 200° C
y agitacion a 2000 rpm durante 40 min, en una plancha de calentamiento.
Seguidamente se filtraron y se almacend el extracto como en la sesion 3.4.3.1 al
igual que los residuos de extraccion (Shi et al., 2024).

3.4.4 Determinacion de flavonoides por UV-vis y GC-MS

En el espectrometro UV-vis, a una longitud de onda de en un barrido completo de
900 a 190 nm, se tomaron las absorbancias de cada uno de los extractos (dilucion
de 100 pyL en 50 mL para cada extracto). seguidamente a los espectros se les hizo
un tratamiento en OriginPro, donde se normalizaron, se les hizo una primera
derivada normalizada solo para conocer la longitud de onda de cada uno de los
picos principales por capa y por método.

Escogiendo la primera capa como la mejor en cuanto a contenido de flavonoides,
de esta capa se hicieron tres cromatografias, por cada método de extracciéon, en un
cromatdgrafo. Los compuestos detectados se identificaron tentativamente mediante
correlaciones espectrales de MS utilizando NISTO8 (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologias, Bibliotecas de Espectros de Masas), asi como datos
publicados. Se escogio la extraccion mecanica, teniendo en cuenta lo informacion
suministrada por los espectros ultravioleta visible y las cromatografias (Tan et al.,
2023).

Sintesis de agregados de plata sobre la extraccion con mayor proporcion de
flavonoides.

3.4.5 Sintesis de agregados de plata

Se prepard una solucion precursora de nitrato de plata a 2mM (Tan Sian Hui
Abdullah et al., 2021), la cual se mezclé con el extracto en una relacion de 5:10
(solucion de nitrato de plata/extracto de cebolla), para luego llevar el vial al
ultrasonido por 10 min rango de 60°C a 80°C, pero esta mezcla precipitd
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rapidamente la plata. Por lo anterior se disminuy6 la concentracion de soluciéon de
nitrato de plata a una relacion de 1:14, pero los nanoagregados formados eran
dificiles de ver en el espectro de ultravioleta visible. Finalmente se hizo una mezcla
en relacion 2:13 donde se pudieron observar agregados de plata, por ultravioleta,
siendo estables incluso tomando espectros varias horas después, donde se vio la
formacién del agregado, sin precipitarse, escogiendo solo esta relacion para la
construccion de las formulaciones. Cabe resaltar que estas reacciones se realizaron
en un ambiente con poca luz y luego se almacenaron en condiciones de total
oscuridad. Estas relaciones también cumplieron los pardmetros que, se
mantuvieran en la concentracion adecuada para la formacion de agregados de plata
(Tan Sian Hui Abdullah et al., 2021), que no se observaran agregados precipitables
dentro de las primeras 24 o0 48 horas después de la sintesis, y que estos agregados
fueran visibles en el espectrofotometro UV-vis en el rango de 10 a 100 nm. El
proceso de sintesis del agregado de plata se puede ver en la figura 12.

Nitrato de plata Nitrato de plata 2mM Extracto
= ([
Y

Ultrasonido
10 minutos

-

Figura 12. Sintesis de agregado de plata.

Se formaron 3 tamafios de nanoparticula, los cuales fueron calculados como se
muestra en la figura 13.
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Figura 13. Célculo tamafio del agregado de plata.

Construcciéon de una formulacion tipo ungiiento a partir de los extractos con
agregados de plata y evaluacion de su estabilidad quimica.

3.4.6 Construccién de formulaciones tipo unguento

Con una sola base oleosa construida a partir de manteca de karite (1 g), aceite
mineral (2 g) y alcohol cetilico (1g), se construyé un ungiento con 2 mL de agua,
como blanco, otro con 2 mL de extracto etandlico de cebolla y con 2 mL de extracto
con agregados de plata, en bafio maria hasta fundicién a 60°C, para unir cada uno
de estos ingredientes activos con la base oleosa, se uso6 5 gotas de polisorbato 80,
ya que con menos gotas no se distribuia uniformemente el extracto y el extracto con
la plata. De cada formulacion se hicieron 5 réplicas para contar con 5 blancos, 5
formulaciones con extracto y 5 formulaciones con extracto + agregado de plata. Este
proceso se puede ver en la figura 14.
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Ungento con:
« Agua (blanco)
o Extracto
o Extracto+
agregado

3 dias después

22 dias después

. )

Figura 14. Construccion de las formulaciones tipo ungiiento con agua (blanco), solo extracto etandlico y con
el extracto + agregado de plata.

3.4.7 Pruebas de estabilidad quimica

3.4.7.1 Color

Se tomaron los colores de las formulaciones cada 8 dias, 4 veces en total, con un
colorimetro con un espacio de color que trabaja con el diagrama CIELAB.

3.4.7.2 Estabilidad en distintos ambientes

Se guardaron muestras de las formulaciones en un ambiente oscuro y templado a
unos 19°C, asi como también en un ambiente cerrado herméticamente y calido a
25°C y en un ambiente humedo cerrado, generado con bromuro de potasio dentro
de un desecador para ver la higroscopia. Cada uno de estos ensayos en diferentes
ambientes se les hizo un control de peso diario durante 15 dias, asi como control
guimico mediante la toma de espectros de infrarrojo cada 8 dias, durante un mes.
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3.4.7.3 pH

Se tomo el registro del pH de cada una de las formulaciones, en modo fundido de
la mezcla, donde a una temperatura de 60°C se fundieron los unguentos, para
inmediatamente se pasaron por el electrodo y asi registrar el pH, se hicieron los
ensayos cada 8 dias 4 veces en total.

3.4.7.4 Estabilidad Térmica

Se hizo mediante un andlisis termogravimétrico TGA, con un equipo marca
Instrument Serie Discovery de la universidad Industrial de Santander, desde la
temperatura ambiente hasta los 600°C, mostrando la pérdida de peso de la
formulacion hecha, con respecto al aumento de temperatura. Para mas detalles de
este analisis, véase la sesion 3.3 de la metodologia.

3.4.7.5 Humedad y cenizas

Se tomo6 de cada formulacién aproximadamente 4 g y se sometieron a una
temperatura de 90°C por 1 dia. En el horno, se dejaron reposar en el desecador y
se registraron pesos después de 15 min, 1 horas y 12 horas, hasta que se
estabilizaron, obteniéndose un porcentaje de perdida de humedad. Seguidamente
las mismas muestras se sometieron a un calentamiento en la mufla a 900°C, donde
se iba subiendo de a 50 °C cada media hora para evitar la explosion de las muestras.
Luego se les bajo la temperatura a 90°C durante 12 horas, se pasaron las muestras
a un desecador por 30 minutos y se registraron los pesos de cada una, para conocer
su porcentaje de cenizas.

3.4.7.6 Espectros de ultravioleta visible

Cada una de las formulaciones por triplicado se depositd sobre la celda en una capa
fina, donde se midio el espectro total, en un espectrometro UV-vis desde 900 a 190
nm.

3.4.7.7 Espectros de Infrarrojo

Se tomaron espectros FTIR cada 8 dias de los tres tipos de formulaciones
(formulacion con agua o blanco, con extracto de cebolla y extracto de cebolla con
agregado de plata). Se us6 un espectrofotometro FTIR con accesorio de ATR y los
espectros fueron tratados en el software OriginPro version de prueba usando el
mismo pretratamiento de los espectros empleado en la sesion 3.4.2. de la
metodologia.
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3.5 Andlisis estadistico

Distribucién estadistica para el porcentaje de peso por capa dentro de la cebolla
ANOVA de una variable, para 8 capas, siendo la capa 1 la tunica y la capa 8 el
residuo o péndulo floral.

Distribucion estadistica ANOVA para los porcentajes de peso disueltos de las capas
después de las extracciones etandlicas por los métodos de Microondas, ultrasonido
y mecanica.

Analisis de componentes principales (PCA) con la segunda derivada de los
espectros infrarrojo de las diferentes capas en la region de la huella dactilar (1800-
550 cm™). Claster para ver la similitud entre datos.

PCA para ver diferencias entre residuos después de extracciones etandlicas por las
tres metodologias, y la capa pulverizada (para capas 1, 2 y 3). Cluster para ver
similitud.
ANOVA para el color de los ungiientos por cada parametro de la metodologia cielab
(L, a, b).

PCA con los datos de los espectros en segunda derivada de los ungientos en los
ensayos de estabilidad las regiones de 3700-2700 cm y 1800-550 cm?, para ver
diferencias entre los dias de en qué se tomoO cada espectro. Cluster para ver
similitudes entre las observaciones.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

Al aplicar la metodologia anteriormente escrita, se obtuvieron los resultados que se
describen y analizan a continuacién. Iniciando con la determinacién de un método
especifico para la extraccion de flavonoides de la piel de cebolla roja.

4.1 Tratamiento a la cebolla

Para analizar la extraccion se realizdé un andlisis de la composicién porcentual en
peso de cada capa de la cebolla, con el objeto de evaluar la contribucién de cada
capa con respecto a la totalidad de la cebolla. Posteriormente se deshidraté y se
caracterizo por ATR-FTIR y UV-vis.

4.1.1 Porcentaje de peso de las capas de cebolla

Se realizé un boxplot en Rstudio para 56 cebollas, donde se muestran los
porcentajes de pesos de cada una de las capas con respecto al peso total de la
cebolla, cominmente se encontraban 7 capas por cebolla, siendo la primera una
capa deshidratada, y se conté como capa 8 al residuo o péndulo floral. En la figura
15 se muestran fotografias de las distintas capas con su promedio de porcentaje de
peso Yy su respectiva desviacion, datos sacados del boxplot, y la prueba ANOVA.

La capa 1 tiene la menor contribucion dentro del peso total de la cebolla, tiene un
porcentaje de peso del 0,49% de la cebolla, lo cual se explica por ser la capa mas
deshidratada, es decir con pérdida de humedad superior al 80%, perdiendo hasta el
10% por dia al cortarse la cebolla (Yoo et al., 2019). Se puede observar en la figura
15 un aumento de estos porcentajes hasta la capa 4 con 18,23%, y disminuyendo
en las capas 5, 6 y 7 su porcentaje dentro de la cebolla, lo cual se debe al gruesor
diverso que presenta cada capa. La capa 8 que corresponde al bulbo tiene un
porcentaje del 20,03% de la cebolla.

La distribucion porcentual entre las capas no se ha reportado en la literatura. Para

continuar el seguimiento de las capas, se tomo un lamina fina de cada capa y se
analizé por UV-vis.
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Figura 15. Distribucién estadistica del Porcentaje de peso por capas de cebolla (ANOVA de una variable).
4.1.2 seguimiento por UV-vis a las capas

En la figura 16, se evidencia el boxplot de los promedios de la absorbancia y los
espectros de UV-vis de las laminas, los cuales mostraron que todas las capas tiene
un maximo de absorcién caracteristico en la region entre 540 y 550 nm, el cual
corresponde a antocianinas, reportado por (R. M. Pérez-Gregorio et al., 2010). En
la figura 16, también se puede evidenciar el promedio de las absorbancias por capa,
siendo la capa 1 de 0,0530, y esta absorbancia va aumentado hasta la capa 4, la
cual fue la capa que presentd mayor absorbancia con 0,1925, y esta va
disminuyendo hasta la lamina del péndulo floral. Lo anterior indica que la
concentracion de metabolitos suele ser diferente para cada capa.
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Figura 16. Espectro de absorciéon UV-vis de por ldmina y promedio de las absorbancias, zona de interés de
absorcion de antocianinas.

Para continuar con el seguimiento de la caracterizacion de las capas, se realizé un
estudio por ATR-FTIR.

4.2 Seguimiento por ATR-FTIR a las capas

4.2.1 Espectros ATR-FTIR a las capas molturadas antes de la extraccion

En las figuras 17, se muestran los espectros FTIR de las muestras molturadas de
las capas trabajadas, donde se puede observar una clara diferencia de la capa 1
respecto a las demas capas. La capa 1 muestra un pico mucho menor a 3304 cm:
corresponidnete a OH, debido su deshidratacion (Slewa, 2024), tambien muestra un
pico en 2849 cm' mucho mas definido perteneciente a estiramientos C-H, con
respecto a las demas capas, donde este pico a medida que se acerca a la capa 8,
es menos definido. Otra clara diferencia es en la zona de 1093, 1066 y 1011 cm™,
correspondientes a grupos funcionales caracteristicos de carbohidratos, en especial
unidades de glucosa, (Movasaghi et al., 2008) donde se ve picos mas definidos en
la capa 1, esto corresponde a la literatura donde los flavonoides como la quercetina
en su forma glicona esta mas presente en las capas exteriores de la cebolla y en la
mas interior (Bains et al., 2023). Otra diferencia la tiene la capa 1 y 2 con respecto
al resto de las capas, region de 1731 cm?, donde se muestran bandas mas
definidas o intensos correspondiendo a C=0, pudiendo este pico corresponder a
flavonoides, ya que estos poseen una cetona en sus estructuras (Alshahrani et al.,
2024b), este pico desaparece casi por completo en capas interiores como la capa 7

y 8.
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El resto de asignaciones de la capa 1, con la numeracién de los picos principales
nombrados anteriormente, se encuentran en la Tabla 2 junto con el residuo de
extraccion en la sesion 4.3.3.
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Figura 17. Espectros de infrarrojo de las muestras molturadas de las capas (a) region de 3700-2700 cm, (b)
region de 1800-550 cm.

45



Con estos espectros de las diferentes capas, se procedié a sacar su segunda
derivada, para eliminar el efecto de la linea base segun metodologia aplicada por
(Perera et al., 2021) , y se cortaron solo en la region de la huella dactilar de los 550
a 1800 cm para ver sus diferencias por una técnica de analisis multivariable como
lo es el PCA y analisis de conglomerados jerarquicos (HCA).

4.2.2 Analisis de componentes principales (PCA) a las capas

En el PCA de la figura 18 se pueden ver la separacion entre la capa 1y el resto de
las capas, este es un método de estadistica multivariada, el cual extrae datos de
una matriz compleja y la expresa en nuevos datos de variables ortogonales, que
son los componentes principales (Sim et al., 2024), en este caso convirtio todos los
componentes pertenecientes a cada numero de onda de la huella dactilar de los
espectros en segunda derivada y los expresé en términos de tres componentes
principales que representan el 68% de la variabilidad total.

Figura 18. PCA en 3D de las diferentes capas en la region de huella dactilar de la segunda derivada de los
espectros IR (1800-550 cm-1). (A) Capa 1, (B) Capa 2, (C) Capa 3, (D) Capa 4, (E) Capa 5, (F) Capa 6, (G)
Capa 7, (H) Capa 8.

En el PCA hay una discriminacion entre capa 1 (A) lo cual se debe a que nivel de
hidratacion es diferente lo que hace gque se ubique en un sector aparte del plano
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factorial. En el caso de las capas 2 a la 8, se ubican en el mismo sector del plano
factorial con una agrupacion diferencial para la capa 2 (B), capa 3 (C) y de manera
menos clara la capa 4(D), el resto todos los espectros se agrupan. Esta técnica no
se ha reportado en la literatura para la diferencia entre capas de cebolla, se ha
empleado para la discriminacion de cebollas por regiones geograficas, teniendo
este técnica una buena discriminacion entre ellas (Jo et al., 2020). Se hizo el PCA
en 2D y el dendograma se puede ver en el Anexo Ay B, junto con la matriz de datos
para hacer el PCA.

Partiendo de la caracterizacion realizada para las capas y teniendo en cuenta que
la capa 1, fue muy distinta quimicamente segun la clasificacion del PCA, lo cual se
comprueba sus diferencias entre compuestos quimicos mayoritarios en esta capa
como los flavonoides, a diferencia de las otras capas, se seleccioné la capa 1 para
trabajar, se procede a evaluar el efecto de la extraccion por ATR-FTIR.

Conociendo que las capas muestran cromaoforos del tipo flavonoides, especialmente
del subgrupo de las antocianinas, se procedio a preparar un hidrolato etandlico al
70%, al cual se le determiné el porcentaje en peso disuelto con respecto al peso
inicial, su UV-vis como hidrolato y caracterizacion por ATR-FTIR y GC-MS, se
muestra a continuacion.

4.2.3 Porcentaje de peso disuelto en extracciones

Una vez realizadas las extracciones, se realizé diagramas boxplot para el porcentaje
de peso disuelto de las capas molturadas con respecto a cada método de extraccion
aplicado.

Para los métodos extraccion, empezando con microondas (Ver figura 19), el residuo
pesado mostré aumento de la masa disuelta a medida que se aumenta el nimero
de capa, la fraccién soluble es la mezcla de los hidrolatos del balén y el condensado
que se recolect6 en la trampa, el aumento con medias diferentes se ve hasta la capa
7, mostrando medias estadisticamente diferentes, lo anterior se puede explicar
debido a que se presenta mayor porcentaje de perdida de agua libre, flavonoides y
demas compuestos solubles en la mezcla etanol-agua al 70%, al impactar capas
con mayor contenido de humedad, donde las ondas de microondas tienen mayor
efecto por la polaridad del solvente, mejorando la humectabilidad y permeabilidad
del solvente, lo que aumenta la solubilidad de compuestos como flavonoides y
acelera la solubilidad (Wang et al., 2021).

Como se muestra en la figura 19, el método de ultrasonido con respecto a la masa
disuelta, mostrando mayor extraccion para la capa 1 que para la capa 2, y
posteriormente un aumento de la masa disuelta hasta la capa 5 y 6, luego aumenté
en la capa 7 y disminuy0 este porcentaje en la capa 8. Lo anterior denota que la
extraccion es diferente para cada capa, y que se puede explicar a diferencias en la
cantidad de compuestos en cada capa previamente demostrado y la diferencias en
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la hidratacion de las capas que generan una cavitacion diferente en las células
vegetales de la capa. Esta técnica es usualmente utilizada en la literatura para la
extraccion de flavonoides de la familia Allium, y diferentes muestras de plantas en
general, debido a que las ondas ultrasénicas pueden romper con éxito la pared de
las células vegetales permitiendo que salgan los compuestos fendlicos del citosol,
también rompe la vacuola, donde se almacenan los flavonoides, siendo esta el
organelo encargado del balance hidrico en la célula (Yusoff et al., 2022).

El altimo método evaluado por capas es la extraccion mecénica, la cual, indica que
a medida que se aumenta el nUmero de las capas, el porcentaje de materia presenta
medias estadisticamente diferentes, con un aumento del porcentaje de materia, esto
hasta la capa 7, en la capa 8 la media disminuye en alrededor del 5% con respecto
a la anterior capa, denotando diferencias en la composicién quimica de cada capa,
lo que muestra la importancia de este estudio, que en la literatura no se ha abordado
la extraccion mecanica como un método en la extraccion de flavonoides
especificamente en cebollas rojas.

ANOVA
Oof Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
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Figura 19. Porcentaje de peso disuelto de las diferentes capas por extraccion las tres extracciones,
microondas, ultrasonido y mecanica.
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Se hicieron ANOVAS individuales por cada tipo de extraccidn, se pueden ver en el
anexo C.

La determinacion de la cantidad de materia disuelta para cada capa, mostré ser
diferente en cada una de ellas, con el objeto de establecer este fenbmeno con
respecto a la capa 1, que suele ser la que no se consume como alimento, es decir
un residuo de poscosecha, se aplico un ANOVA de una variable, con comparacion
de medias por método de extraccion.

El Boxplot de la figura 20, muestra que las medias son estadisticamente diferentes,
que la extraccion con ultrasonido presenta mayor porcentaje material disuelto, lo
cual va de acuerdo con la literatura, luego sigue la extraccidbn con microondas con
un porcentaje a la mitad del ultrasonido y por ultimo la extraccion mecanica con un
9,76%. Esta notable diferencia entre la métodos de extraccion se explica por efecto
de cavitacion del sonido que rompe con mayor facilidad las fibras de las células
vegetales, esta técnica no depende de la polaridad de las moléculas del solvente,
como es el caso de la extraccion con microondas, que si bien sus ondas pueden
romper la pared celular, no son tan efectivas como el ultrasonido (Yusoff et al.,
2022), en el caso de la extraccion mecénica, se ayuda de la polaridad del solvente
usado para la extraccion, en nuestro caso etanol-agua, donde tanto compuestos
externos y los internos a nivel celular se dan por difusion intermembranal en la
células, logrando extraer los mismos compuestos, pero en menor medida, al no
poder romper completamente la pared celular (Carpentieri et al., 2021).

Capa1

g -
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
ca 2 922.8 461.4 113.4 1.61e-08 *¥¥

Residuals 12  48.8 4.1

25

28,34+2,36%
14,83+2,16%

Q
T T
Mecanica Microondas Ultrasonido

20
|

% de Peso disuelto

15

10

Métodos de extraccion

Figura 20. Porcentaje de peso disuelto de la capa 1 por los diferentes métodos de extraccion.

La anterior seccion se enfocd en el seguimiento del porcentaje de disolucién, a
continuacion, se mostrara los resultados de la caracterizacion del hidrolato y el
residuo de la extraccion, se iniciara con los UV-vis y la GC-MS de los hidrolatos y
posteriormente el analisis de los ATR-FTIR.
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4.3 Extraccion y determinacion de flavonoides por UV-vis y GC-MS

4.3.1 Espectros UV-vis de las extracciones

Los espectros de UV-vis para los extractos etandlicos de las distintas capas
exhibieron picos diferentes entre la capa 1y el resto de capas, debido a diferencias
entre las estructuras moleculares que conforman los extractos de las capas. Como
se puede observar en la figura 21. El pico maximo alrededor de los 330 nm
corresponde a flavonoles y a taninos (Ben-Ali et al., 2018), y los demas pico de 254,
275y 296 nm corresponden a grupo de los flavonoides, esta ultima banda de 296,
solo aparece con claridad en la extraccibn mecénica lo que muestra una ventaja de
esta técnica al conservar su estabilidad (Ben-Ali et al., 2018). La banda mas amplia
de los 336 nm se atribuye estructuralmente a los sistemas llamados cinamoil y
benzoilo (Rahman et al., 2022).
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Figura 21. Espectros UV-vis de los extractos etandlicos por el método de (a) ultrasonido, (b) microondas y (c)
extraccion mecénica.
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Se eligio la extraccion mecénicay la capa 1 porque esta mostré mayores cromoéforos
y transiciones electronicas, encontrdndose segun su espectro de UV-vis mayores
metabolitos, sobre todo en una region donde absorben las antocianinas y flavonoles,
aungque a comparacion de las otras dos técnicas de extraccion, presentd menor
absorbancia en la region de 330 nm donde absorben las quercetinas y mayor
absorbancia en la regién de 427 nm, la cual pertenece también a quercetina
(Golonka et al., 2020; Yang et al., 2010). Esto se puede apreciar en la figura 22.
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Figura 22. Espectros UV-vis de los extractos etandlicos de la capa 1 por los tres métodos de extraccion.

Otra banda especifica que se atribuye a los flavonoides es la que aparece alrededor
de los 550 nm perteneciente a las antocianinas, encargadas del pigmento vegetal
rojizo de la cebolla, pero esta banda no se vio presente en los extractos etanol-agua,
la banda principal en los espectros de UV-vis de las laminas (Ver figura 16). Por lo
tanto las extracciones solo extrajeron flavonoles y no antocianinas, debido a la
polaridad del solvente y pH de extraccién que se ejecuté a 7,0, ya que la mezcla
etanol-agua no se acidificd y por lo tanto las antocianinas que se extrajeron no
mantuvieron su forma estable y se degradaron antes de la toma de los espectros
UV-vis (Ylcetepe et al., 2024), esto se puede corroborar con el GC-MS.

Se eligié no acidificar el disolvente, para priorizar la extraccion de quercetinas, las
cuales a pH éacido pierden efectos antioxidantes, y no pueden neutralizar especies
reactivas al oxigeno, donando un atomo de hidrégeno para estabilizar radicales
libres (Wu et al., 2024).

51



4.3.2 Analisis cromatogréfico de las extracciones por GC-MS

En la figura 23 se presentan los cromatogramas de los extractos de la capa 1 por
los tres métodos de extraccion, encontrandose que salen los mismos picos con
tiempos de retencion muy parecidos, en la figura 23, también se aprecian las
abundancias relativas de cada molécula, esta nos indica la concentracion de estas
quercetinas en las muestras, la variacion dependié del método de extraccion.
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Figura 23. Cromatogramas de las extracciones etandlicas para la capa 1, por los diferentes métodos de
extraccién y sus abundancias relativas para cada pico.

En la tabla 1 se encuentran las abundancias relativas para la extraccion mecanica,
junto con las moléculas elucidadas. En el caso del primer compuesto la Quercetina
7,4-diglucosida, su abundancia relativa es mayor en microondas con 14,802% y es
menor en ultrasonido con 9,584%, en el caso de la molécula de Quercetina 3,4-
diglucosida, su abundancia relativa es mucho mayor en ultrasonido con 54,766%
comparado con mecanica y microondas, las cuales presentan un valor alrededor del
39%, esto se puede atribuir a una interconversion de las demas quercetinas a la
forma 3,4-diglucosida, por accion de las ondas ultrasonicas (Majhi, 2021). La
Quercetina 4-glucosida, presenta un porcentaje de abundancia parecido en
mecanica y microondas del alrededor del 12%, en cambio es menor en ultrasonido
con 9,238%, los mismo pasa con la quercetina y el Kaempferol, las cuales tienen
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abundancias parecidas en los métodos de mecanica y microondas, pero disminuyen
en ultrasonido.

Tabla 1. Abundancia relativa de los picos del cromatograma por extraccion mecanica junto con las moléculas

elucidadas.
Pico Tiempo Abundancia Molécula (estructura) Referencia
de relativa
retencion
(min)

1 9,85 13,284 U, . T (Gonzalez-
k_q 1 o o . . Pefaetal,
HO™" “oH =" NoH 201 5)
o oH OH

Quercetina 7,4-diglucosida
2 17,256 39,852 or o

Quercetina 3,4-diglucosida
HO

3 18,297 12,307 o (Morrison
et al., 2003)
4 20,322 23,247 (Martinez-
Esquivias
et al., 2023)

Quercetina
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5 20,937 11,309 OH (O etal.,

2003)
HO o
| OH
OH 0O
Kaempferol

Total 100

Cabe resaltar que en la literatura se encuentran GC-MS de extractos de cebolla,
pero no por tres métodos distintos, y no se ha encontrado para la extraccion
mecaénica.

A continuacion, se muestra unos de los espectros de masas de uno de los
compuestos con mayor abundancia relativa, con un ejemplo de la posible ruta de
fragmentacidon de masas en el espectro de la Quercetina 3,4-diglucosida (figura 24)
(S. Kumar et al., 2017), cabe resaltar que para la elucidacion de las 5 moléculas se
hicieron comparando con bases de datos (PubChem, 2006).
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Figura 24. Espectro de masas y posible ruta de fragmentacion de la molécula Quercetina 3,4-diglucosida.
El pico correspondiente al ion molecular m/z 625,14 menos un protén, debido a que

es espectrometria de masas en modo negativo, hay una pérdida de una glucosa
m/z 463,13 y una segunda perdida de glucosa en m/z 301,09 quedando solo la
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aglicona. m/z 271,08 hay una perdida de grupo formaldehido de la aglicona. Estas
fragmentaciones son caracteristicas de los flavonoides glicosilados, ayudando en la
elucidacion estructural (S. Kumar et al., 2017).

Los tres métodos mostraron que elucidaban las mismas moléculas, por lo tanto
todos son efectivos para la extraccion de flavonoides de tipo flavonoles, teniendo en
cuenta la informacion del UV-vis de la sesion 4.3.1, donde se puede ver mayor
diversidad de cromdforos por extraccion mecénica y partiendo que la excelente
capacidad de extraccion de cualquiera de los métodos, se decidid escoger la
extraccion mecanica, la cual segun el método usado, mostré buena capacidad y
mayor facilidad de extraccién, ya que no se necesité de un equipo como ultrasonido
0 microondas.

Teniendo la caracterizacion del hidrolato por UV-vis y GC-MS, se procedio a hacer
los mismo con la fibra generada después de la extraccion con ATR-FTIR.

4.3.3 Espectros ATR-FTIR de la capa 1 antes y después de la extraccién por
mecanica.

En lafigura 24 (Para un ensayo de los 10 realizados). Se puede observar el espectro
de infrarrojo de la capa 1 con uno de los residuos después de la extraccién, donde
se evidencian las mismas bandas. En el caso del pico 1 correspondiente al
estiramiento asimétrico del grupo OH, se puede observar que esta banda es mas
grande en el residuo, esto pudo ser debido a que quedaron rastros de alcohol etilico
en el solido después de las extracciones, ya que estas se secaron a temperatura
ambiente o a la alta concentracion de celulosa y lignina que quedo6 después de la
extraccion (Hasan & Fatema-Tuj-Zohra, 2024). El pico 2 y 3 correspondiente a
estiramientos de CHs, CHz2 y CH, se mantuvieron igual en el residuo y en la capa. El
pico 4 disminuy0 en el residuo, correspondiente a la vibracion de grupos carbonilo,
mientras las bandas de la 8 a la 11, asociados a flexion en el plano de los anillos
fenilo y del enlace C=C, el pico 12, 16 y 17 correspondientes a C-OH y a anillos
fenilo con cuatro sustituciones. En cambio, picos del 18 al 20, asociados al balanceo
del CH2, aumentaron. Para ver mas las diferencias entre las capas y los residuos,
se hizo PCA y un dendograma para las primeras capas (ver anexo D, E, F, G, He
). Donde en la capa 1, se vio una separacion en el PCA entre el molturado y los
residuos de las extracciones por los tres métodos, aunque la capa 2 y 3, mostraron
mejor separacion, entre molturados y residuos con un porcentaje de varianza de
59,8 y 56,5%, respectivamente.
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Figura 25. Espectro de infrarrojo de la muestra pulverizada de la capa 1y su residuo después de la extraccion

mecanica.

Las asignaciones de la totalidad del espectro se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Interpretacion de los espectros de la muestra pulverizada de la capa 1y su residuo después de la

cm?
3304

2917
2849
1731

1636-
1602
1508

1419

C-C estiramiento del fenil, C=C de
aromatico conjugado, 3 bandas,
tres veces sustituido, CH vibracion

extraccion etandlica.

Asignacion
OH

CHs, CH2 Y CH, 2 bandas

C=0, carbonilo de aldehido
saturado 6 cetona saturada

del anillo fenil

Tipo Referencia
Estiramiento (Slewa,
asimétrico 2024)

Estiramiento

Estiramiento (Alshahrani

et al.,
2024b)
Estiramiento, (Darweesh
vibracion, etal.,
Flexion y 2024)
fruncimiento del
anillo
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8 1366 CH2, CHs, en 1419 el COO- de Deformacion, (Hasan &

polisacaridos, 1366 estiramiento estiramiento Fatema-
C-O Tuj-Zohra,
2024)
9 1318 Anillo de benceno mezclado con la Flexién en el (Movasaghi
flexion en el plano de CH del anillo plano etal.,
de fenilo y el puente de etileno 2008)
10 1268 c=C Estiramiento, (Boccalon
11 1244- C-O éter de arilo vibracion et al.,
1231- 2022)
1201
12 1152 C-0O, (C-C): diagnostico de la Estiramiento (Darweesh
presencia de una estructura vibracional, et al.,
carotenoide, muy probablemente = Vibraciones de 2024)
un pigmento celular, C-OH, C-O.  estiramiento de
Absorcién de glucogeno debido a  los enlaces de
C-OyC-C. hidrégeno.
estiramiento y deformacién C-O-H
movimientos
13 1093 Caracteristico de Manosa Estiramiento,  (Movasaghi
C-O-C glucosidico vibracion etal.,
2008)
14 1066- C-O de laribosa, CO-O-C Estiramiento, (Slewa,
1048 Estiramiento de CO junto con flexion 2024)
flexion de CO del C-OH de los
carbohidratos
glucdgeno
15 1010 CH flexion fuera del plano y Flexion y torcion (Movasaghi
torsion del C=C et al.,
16 954 Carotenoide 2008)
17 892  Aromético con cuatro sustituciones Flexion y
balanceo
18 831- =C-H Flexion fuera
813 del planoy en el
19 752 plano y torcién
del anillo
20 704- CH:2 Balanceo (Verma
662 et al.,
2021)

La presencia de grupos hidroxilo y carbonilo, vibraciones del carbono con el
oxigeno, asi como flexiones de anillos benceno, da informacién acerca del tipo de
moléculas de las capas, especialmente de fenoles, siendo estas moléculas y sus
grupos hidroxilo indispensables para la conversion de plata a agregados de plata.
(Tan Sian Hui Abdullah et al., 2021), esto se vera en la sesion 4.4.
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4.4 Sintesis de agregados de plata

Se sintetizaron los agregados de plata siguiendo la metodologia propuesta en la
sesion 3.4.5 de la metodologia.

Aunque se ha demostrado que a la hora de sintetizar agregados de plata el pH Yy la
temperatura tienen influencia sobre su tamafio, en este caso se lograron sintetizar
los agregados en el ultrasonido en un rango de temperatura de 60°C a 80°C, durante
10 minutos, sin tener en cuenta el pH. Otros estudios han logrado sintetizar
agregados de plata a partir de extracto de cebolla en temperaturas de 35°C, pH
bésicos y tiempos de 20 minutos de reaccion, parametros que segun (Khalilzadeh
& Borzoo, 2016) son los mas optimos.

Se uso6 el ultrasonido para sintetizar los agregados, con el objetivo de disminuir el
tiempo de la sintesis, aumentando la velocidad de la reaccion de reduccion de plata,
ya que con ayuda de la cavitacion se puede tener acceso mas facilmente a las
moléculas del extracto encargadas de esta reaccion (Manjamadha & Muthukumar,
2016).

Después de la sintesis no se pudo observar a simple vista el cambio de color de los
extractos, esto debido al color rojizo de los extractos, este mismo color es el que
genera las nanoparticulas en extractos de cebolla amarilla, segun lo reportado por
(Martinez-Esquivias et al., 2023).

En un barrido completo en el espectrofotdmetro de ultravioleta, con el extracto como
blanco, se registraron tres tamafios de nanoparticulas o agregados de plata,
mostrando varios picos de absorcion a 253, 288 y 504 nm, siendo estas bandas
caracteristicas de nanoparticulas de plata debido a la resonancia del plasmon de
superficie (SPR). El pico de 504 nm puede ser debido a la reduccion de iones plata
de Ag*t a Ag® ya que se ha reportado que este es caracteristico de la biosintesis
de nanoparticulas (Alshahrani et al., 2024Db).

4.4.1 Determinacion del tamafio del agregado de plata

Mediante la metodologia planteada por (Haiss et al., 2007), siguiendo la ecuacion
2,y la figura 13 en la metodologia, se calcularon los tamafios de las nanoparticulas
formadas, en cada uno de los picos del espectro, presentandose su diametro en
nanometros junto con su respectiva desviacion estandar en la figura 25. Se lograron
obtener tamafnos que oscilaban entre los 10 a 100 nm.
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Figura 26. Tamafio calculado de los agregados de plata por UV-vis.

Una vez se logré sintetizar los agregados de plata con el extracto de cebolla, se
procedi6 a la construccion de la formulacion tipo ungiiento y se hizo una evaluacion
de su estabilidad quimica.

4.5 Construccion de formulaciones tipo ungiiento

Se elaboraron ungientos siguiendo la metodologia propuesta en la sesion 3.4.6 de
la metodologia. La formulacién de los unglentos permiti6 obtener materiales
cerosos, de color homogéneo, con una buena combinacion de sus componentes,
es decir que no se evidencid separacion de fases polar y apolar, o le generacién de
puntos de agregados inorganicos (Bao & Burgess, 2018) (Ver figura 26 a) Los
unguentos presentaron una textura densa, lo cual es conveniente para qué tenga
propiedades congestivas y oclusivas. En el caso de los ungiientos que contenian
extracto, fueron mas suaves y con textura cremosa, a diferencia del ungtento
blanco, el cual fue méas quebradizo (Ver figura 26 b). Cabe resaltar que las
formulaciones con el extracto y el agregado de plata, quedaron con 1,4815 ppm Ag
en los unguentos, esto teniendo en cuenta las concentraciones de partida de la
solucion de nitrato de plata.
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Extracto +
agregado
de plata

Extracto

Figura 27. (a) Fotografia de los ungilientos el mismo dia de elaboracidn, 5 réplicas de cada tipo de ungtiento (a-e), (b)
fotografias de los unglientos a lo largo de un mes.

A la formulacién terminada se le determind la cantidad de humedad y ceniza
obteniendo los resultados que se muestran a continuacion.
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4.5.1 Humedad y cenizas

En la tabla 3 se puede apreciar el porcentaje de cenizas y humedad de los
unglentos, teniendo porcentajes de humedad mas altos con la incorporacion del
extracto y el extracto con plata, con respecto a la formulacion blanco, su
incorporacion afecta este parametro fisicoquimico, al igual que las cenizas donde la
formulacion de extracto con plata tiene un mayor porcentaje de cenizas, esto debido
a la incorporacion de plata, el contenido de humedad aumenta al incorporar un
ingrediente activo, en este caso el extracto y la plata (Mekjaruskul et al., 2024).

Tabla 3. Porcentaje de humedad y cenizas a los ungiientos.

Formulacion Porcentaje de Porcentaje de cenizas
Humedad
Blanco 5,14+0,57% 0,025+0,006%
Extracto 6,94+1,31% 0,018+0,007%
Extracto + agregado de Ag 5,94+0,40% 0,068+0,028%

La caracterizacion se continu6 aplicando TGA, UV-vis del fundido y ATR-FTIR.

4.5.2 Analisis térmico con TGA a los unguentos

La curva del TGA da informacién sobre la estabilidad de los unglientos, donde estos
son estables hasta los 156,09°C, donde hay un 99,54% del peso del material, como
se ve en lafigura 27. El pico méximo de la primera derivada es la temperatura donde
esta la mayor descomposicion, es 249,66°C y hay otro pico de descomposicion en
232,86°C. El material se vuelve a estabilizar a los 264,97 °C donde ya ha perdido el
95,25% del material total. Quedando solo el 4,75% del material, este sigue
descomponiéndose hasta los 499°C donde solo queda un 1,898% del porcentaje en
peso del material.

No se ha encontrado literatura acerca de TGA de ungientos con extracto de cebolla
y plata, pero si de fibra de cebolla, donde la lignina se descompone de los 375 a
490 °C (Hasan & Fatema-Tuj-Zohra, 2024).

Las nanoparticulas de plata se han reportado muy estables, asi que estas fueron
las que quedaron después de los 500°C, como reporta (Alshahrani et al., 2024a).

Los materiales que componen el ungiiento son la manteca karité con un punto de
fusion de 28-45°C (Butter et al., 2019), el alcohol cetilico con un punto de fusion de
49°C y una temperatura de descomposicion de en un rango de 180 a 250°C, segun
(Huang et al., 2017), estando en el mismo rango en el que se descompone en
material. El aceite mineral tiene dos temperaturas de descomposicion, una a 179°C
y otra a 360°C, segun (Hadjadj et al., 2021).
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En la figura 27, se puede apreciar que todos los materiales tienen un termograma
parecido, independientemente de si el ungiiento contiene extracto o extracto con
plata.
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Figura 28. TGA con la primera derivada de los ungiientos, (a) ungiento con agua o blanco, (b) ungiiento con
extracto de cebolla, (c) ungiiento con extracto + agregado de plata.

4.5.3 Analisis por UV-vis de los unguentos

En los espectros de ultravioleta visible de los ungiientos, estos mostraron bandas
caracteristicas como la de 254, 236, 246 y 271 nm, caracteristica de antocianinas y
flavonoles, pero estas mismas bandas salen en el ungiento etiguetado como
blanco. Por lo tanto, en la técnica de UV-vis también registra las absorbancias de
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los ingredientes en que esta hecha la formulacién. En la figura 28 se puede observar
en los tres espectros las bandas en 292, 246 y 236 nm son atribuidas a la manteca
de karité (Megnanou & Niamke, 2015), la banda de los 301 nm se puede atribuir al
aceite mineral (Bosa et al., 2023), la banda de 224, 271, 254 nm se pueden atribuir
al polisorbato 80 (Peter Wuelfing et al., 2006), esta misma banda de 224 nm,
también se puede atribuir al alcohol cetilico (Chebbi et al., 2018).

Segun los resultados obtenidos concluy6 que técnica de UV-vis, no es la adecuada
para ver las diferencias entre los tres unglentos construidos.
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Figura 29. Espectros UV-vis a los unguentos.

4.5.4 Analisis de infrarrojo de los unguentos

En la figura 29, se muestran los espectros de ATR-FTIR de los unguentos
elaborados, en el blanco se pueden observar bandas tipicas de los ésteres de
glicerol y acidos grasos que componen la mateca de karité, como el pico del OH de
3329 cm y los tres picos de alcanos de 2955 a 2849 cm™, aunque estos tambien
pueden pertenecer al la molécula de alcohol cetilico la cual es un alcano de 16
carbonos con su grupo hidroxilo o de moleculas que conforman el aceite mineral.
picos como el de 1746 cm™ correspondiente al C=O podria pertenecer a los
trigliceridos de la manteca de karité, pico de 1643 cm™ de C=C, podria pertenecer
a los flavonoides del extracto, la banda de 1462 cm* COO- se atribuye a los acidos
grasos en la manteca de karité. El pico de 1247 cm™, aumenta en el extracto, y los
picos de 1350 y 1307 cm?, disminuyen, los cuales son pertenecientes a C-O. Esto
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pudo ser debido al efecto de los agregados de plata sobre el unguento, lo mismo
pasa con el pico de 1102 cm, disminuye en el ungiiento de extracto con plata, el
cual también es perteneciente a enlaces carbono oxigeno. El pico de 1062 cm,
aumenta en el los espectros con extracto, por lo tanto, se podria atribuir a la sintesis
de los agregados de plata. El resto de picos encontrados se encuentran en la figura
29y la tabla 4.
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Figura 30. Espectros de infrarrojo de las formulaciones tipo ungiiento (a) regién de 3700-2700 cm2, (b) regién de
1800-550 cm™.
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Tabla 4. Interpretacion de los espectros de las formulaciones tipo ungliento.

N° cm?
1 3329
2 3230
3 2955
4 2918
5 2849
6 1746
7 1643
8 1462
9 1377
10 1350
11 1307
12 1247
13 1215
14 1177
15 1138
16 1102
17 1062
18 919
19 722
20 685

Asignacion
=CHz, OH

CHs, CH2 Y CH, 3 bandas

C=0, cetona saturada

C=C en anillo

COO-

CH2y CHs

C-O0
=CH, =CH2

CH2

CH

Tipo
Estiramiento
asimétrico

Estiramiento

Vibraciones de
estiramiento

Vibraciones de
estiramiento
Deformacion,
estiramiento

Vibraciones de
flexion:
Deformacion

Vibraciones de
estiramiento
Estiramiento,

vibracion

Vibraciones de
flexion:
balanceo
Vibraciones de
estiramiento

Flexion fuera del

plano
Vibraciones de
flexion:
balanceo
Deformacion

Referencia
(Slewa,
2024)

(Alshahrani
et al.,
2024b)
(Darweesh
et al., 2024)
(Hasan &
Fatema-Tuj-
Zohra,
2024)

(Hasan &
Fatema-Tuj-
Zohra,
2024)
(Nandiyanto
et al., 2023)

(Boccalon
et al., 2022)

Darweesh
et al., 2024)

(Nandiyanto
et al., 2023)
(Verma

et al., 2021)

(Nandiyanto
et al., 2023)

Para continuar con la investigacion cada una las formulaciones realizadas se
sometieron a pruebas de estabilidad quimica en el tiempo.
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4.6 Pruebas de estabilidad quimica

Con los espectros de infrarrojo de los tres ungientos, se tomaron casi todos los
numeros de onda en las regiones de 3700-2700 cm™* y 1800-550 cm™, con la
segunda derivada para aplicar un analisis estadistico multivariable como el PCA,
siguiendo la metodologia se tomaron espectros cada 8 dias a cada una de las
formulaciones.

4.6.1 PCA a los unguentos de acuerdo al dia a condiciones ambientales del
laboratorio de Biocalorimetria Pamplona.

En la figura 30 se muestra el PCA donde se observa la diferencia de los espectros
de los unguentos con el agregado de plata en diferentes dias, del 1 al dia 39
(Realizando 6 puntos de control). Donde se usaron las regiones de 3700-2700 cm:
y 1800-550 cm™ en segunda derivada de los espectros para este analisis
estadistico, se redujeron a dos componentes principales, los cuales pueden
representar el 35,8% vy el 20,5%, para un total de 56,3% de la varianza de los datos,
donde se puede ver una clara separacién por los dias en que se tomaron los
espectros, este mismo tratamiento estadistico se realizé para el blanco y el
unglento con extracto, donde en el caso del blanco se puede ver una separacion,
segun los puntos de control, con una varianza explicada del 61% para las dos
primeras componentes, este tipo de material tiende a tener cambios quimicos, lo
cual pudo ser debido a las fuerzas de van der Waals dentro de la fase oleosa
(Requena & Haydon, 1997). En el caso del extracto también hubo variaciones,
donde no se vieron tan unidos los puntos de control, con una variabilidad del 58,3%
para las dos primeras componentes (Ver Anexo J).
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Figura 31. PCA del ungliento construido con extracto + agregado de plata, en diferentes dias (d1: un dia después de
construido el ungiiento, d2: 4 dias después, d3: 11 dias después, d3: 18 dias después, d4: 25 dias después, d5: 32 dias
despuésy d6: 39 dia.
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El plano factorial generado por las dos componentes permiten establecer que las
replicas se agrupan entre si generando reproducibilidad en la medida,
adicionalmente que los puntos de control se separan (Ringnér, 2008), (esta
separacion se puede ver en el dendograma, anexo J) lo cual indica que el ungtiento
a condiciones ambientales genera variaciones en las concentraciones de sus
grupos funcionales, la cuales pueden estar ligadas a la degradacion de los
flavonoides y demas compuestos vinculados desde el hidrolato.

Cabe resaltar que en la literatura no se encuentra un estudio sobre la
homogeneidad, de un ungiento a base del extracto de cebolla utilizando ATR-FTIR.
Se han encontrado algunos estudios al seguimiento de unguentos pero utilizando
imagenes infrarrojas para ver sus cambios en la homogeneidad de la formulacion,
ya que estas tienden a presentar cambios quimicos internos a lo largo del tiempo y
estos se han observado utilizando PCA (Carneiro & Poppi, 2012).

4.6.2 pH

El pH se registr6 en los dias que aparecen en la tabla 5, los cuales evidencian que
las formulaciones tienen estabilidad con pequefas variaciones, las formulaciones
tipo ungliento con la incorporacién de extractos de platas oscilan en un pH de 6,8
segun (Kshetrimayum et al., 2024), lo anterior se debe a que se prefieren pH &cidos
debido a que evitan la proliferacion de microorganismos por contaminacion (Luki¢
et al., 2021)

Tabla 5. pH de los ungiientos en diferentes dias después de su construccion.

Dia Blanco Extracto Extracto +
agregado
Dia 1 5,58 4,92 5,28
Dia 8 5,36 4,92 5,28
Dia 16 5,33 5,05 5,14
Dia 24 5,71 5,11 5,46

El ungiiento que solo tenia agua (blanco), mantuvo su estabilidad en 24 dias de
ensayo, con un pH por debajo de los 6, los ungientos con extracto y extracto +
agregado de plata, tuvieron una baja en su pH en el dia 8 y este se estabilizé en el
dia 16, y aumentaron en el dia 24, manteniéndose en un pH acido (ver figura 31).
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Figura 32. pH a los unglentos.

Con la estabilidad del pH registrada, se procedié al estudio de la propiedad fisica
del color.

4.6.3 Color
Las propiedades de color del ungiiento se evaluaron con las coordenadas de color
Cielab, que se muestran en la figura 32 (Ly et al., 2020).

L=100
(White)

Yellow Red
+b +a

Hue ( > Chroma

L=0
(Black)

Figura 33. Escala Cielab para color (Ly et al., 2020).

Donde L representa la luminosidad, a las coordenadas de +a para rojo y -a para el
verde, +b para el amarillo y -b para el azul. En la industria se aprecia mucho los
colores de los productos y que estos se mantengan estables en el tiempo, la medida
de cada parametro y sus ANOVAS se muestran en el anexo K, L y M. Estos datos
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se emplearon para calcular el indice de color empleando la ecuacion 4, con el fin de
evaluar su evolucion a diferentes dias.

AE = \/AL? + Aa? + Ab?
AL=L0_L1, Aa=a0—a1; Abzbo_bl
Ecuacion 4

Donde L, es la coordenada de la luminosidad final y L; es la coordenada de la
luminosidad inicial, y asi para el resto de coordenadas o parametros a y b (Piroozi
et al., 2023).

En la figura 33, se hizo una ANOVA y un boxplot, con los datos de AE, donde el
ungiento con el extracto y el ungiento con extracto-agregado de plata, hace que el
color de la formulacion no se estabilice, incluso 22 dias después de su construccion,
donde la formulacién con agua o blanco si se mantuvo estable, lo anterior muestra
gue la incorporacion de la plata puede generar cambios asociados a fotosensibilidad
de la plata, lo anterior llevaria a investigar posteriormente propiedades de empacado
(Baertschi et al., 2015; Tang et al., 2020)
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Figura 34. Boxplot y ANOVA para AE, para los distintos ungtientos construidos con agua (blanco), extracto y
el extracto con el agregado de plata en distintos dias, dia 8 después de su construccion, dia 15 y dia 22.

Estudiada la estabilidad a condiciones del laboratorio de Biocalorimetria en
Pamplona, se procedi6 a hacer un estudio a diferentes condiciones.

4.6.4 Estabilidad de los unguentos en distintos ambientes

También se evaluaron los unglentos en distintos ambientes, como humedad,
ambiente cerrado y calido, ambiente oscuro y a temperatura ambiente, donde se
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hizo un seguimiento por pérdida o ganancia de peso y espectros ATR-FTIR cada 8
dias.

4.6.4.1 Control de peso en distintos ambientes

En la figura 34 se puede apreciar los cambios de los pesos de las formulaciones a
lo largo de 16 dias, como se explica en la descripcion de la imagen, donde se pudo
observar que en un ambiente de humedad al 70% hecho con KBr, las formulaciones
no se estabilizaron incluso 16 dias después de su elaboracion, sino que fueron
perdiendo peso, debido a que estas muestras se equilibraron con la humedad de
este ambiente, perdiendo humedad, y asi cambiando su peso, pero a pesar que
perdié agua no se separaron las fases ni cambio su homogeneidad, también esta
atmosfera pudo oxidar ciertos componentes dentro de la formulacidn (Shafaat et al.,
2013). En un ambiente a 19°C oscuro, se vio una estabilizacién, después de 10
dias, en cambio en un ambiente cerrado y calido los ungientos se estabilizaron
mejor después de 9 dias. Lo anterior demuestra que la formulacion prefiere
condiciones calidas y de baja humedad.
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Figura 35. (a) Porcentaje de peso perdido o ganado de las formulaciones sometidas a un ambiente hiumedo
con KBr. (b) Porcentaje de peso perdido o ganado de las formulaciones sometidas a temperatura ambiente de
19°C, en un lugar oscuro. (c) Porcentaje de peso perdido o ganado de las formulaciones sometidas a un
ambiente cerrado herméticamente y caliente. En humedad d1: peso después de 2 dias de la construccion del
unglento, d2: 3 dias, d3: 4 dias, d4: 7 dias, d5: 8 dias, d6: 9 dias, d7: 10 dias, d8: 15 dias, d9: 16 dias. Para
temperatura ambiente y ambiente cerrado d1: 3 dias después de construida la formulacion, d2: 4 dias, d3: 7
dias, d4: 8 dias, d5: 9 dias, d6: 10 dias, d7: 15 dias, d8: 16 dias.
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Para continuar con el estudio, se procedio al analisis por ATR-FTIR.

4.6.4.2 PCA en distintos ambientes

En la figura 35. se muestra el PCA donde muestra la diferencia de los espectros de
los unglientos con los agregados de plata, en diferentes ambientes. Donde las
regiones utilizadas para este analisis estadistico, se redujeron a dos componentes
principales, los cuales para el ambiente con temperatura de 19°C representan el
36,4% y el 21,5%, de la varianza respectivamente. Para el ambiente humedo
represento el 41,3% y 19,9%; para el ambiente cerrado el 39,3% y 28,7% para las
dos primeras componentes, donde se puede ver una clara separacion por los dias
en que se tomaron los espectros, los cuales tienden a agruparse por dias, este
mismo tratamiento estadistico se realizé para el blanco y el ungliento con extracto,
sus PCA se pueden ver en los anexos O, Py Q.
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Figura 36. (a) PCA del ungiiento construido con extracto + agregado de plata en un ambiente con
temperatura de 19°C y oscuridad, en diferentes dias. (b) PCA del ungiiento construido con extracto +
agregado de plata en un ambiente himedo con KBr. (c) PCA del ungiiento construido con extracto + agregado
de plata en un ambiente cerrado y calido. (inicial: antes del ensayo, d1: 8 dias después de iniciar el ensayo,
d2: 15 dias después, d3: 22 dias después, d4: 29 dias después), en las regiones de 3700-2700 cm y 1800-
550 cm™ de la segunda derivada de los espectros IR.

En la figura 36 se puede ver el dendograma, el cual en los tres ambientes logro
separar el ungiento antes de empezar el ensayo de los distintos ambientes (inicial),
de los espectros del ungiiento después de someterlo a los ambientes antes
mencionados. En el caso del ambiente a 19°C, logro agrupar el d1 y el d4 (ver
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cadigos “d”, en la descripcion de la figura 35), y el d2 con d3; en ambiente humedo,
se agruparon d1 con d2 y d3 con d4; en ambiente cerrado tuvieron la misma
agrupacion. Esto se repitid para el blanco y el ungiento con extracto (en anexo O,

PyQ).
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Figura 37. (a) Dendograma del ungiiento con extracto + agregado de plata en un ambiente con temperatura
de 19°C y oscuridad. (b) Dendograma del ungliento con extracto + agregado de plata en un ambiente himedo
con KBr. (c) Dendograma del ungiiento con extracto + agregado de plata en un ambiente cerrado y calido. En

las regiones de 3700-2700 cm y 1800-550 cm de la segunda derivada de los espectros IR.
Como se explicd anteriormente, existe una clasificacion de los datos por dias, para
tratar de hacer un seguimiento y una explicacion al ordenamiento del PCA, se
propone, hacer seguimiento mediante la segunda derivada de dos regiones de
2940-2900 cm™* y 1076-1050 cm™. La primera es tipica de ungientos, ya que
corresponden a enlaces carbono-hidrégeno, esta regiéon, como se ve en la figura 37,
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no hubo mucha variacion de las areas en los dias en el que se tomaron los ensayos,
en cambio en la segunda region, correspondiente a vibraciones de estiramiento de
enlaces carbono-oxigeno, si se pueden observar pequefias variaciones en el area.
Se eligio esta regiodn, ya que, si habia, una variacion, se podia atribuir a cambios en
los flavonoides presentes en el ungiento, donde estos se podrian estar degradando
0 agregandose, incluso su exposicion a la luz (Chaaban et al., 2017). En el ungtiento
con el extracto y el agregado de plata, presentaron variaciones en el area sobre
todo a temperatura ambiente, las cuales se pueden atribuir a varias hipotesis sobre
todo en lo que se refiere a la interaccion plata-flavonoides dentro del ungtento, los
cuales podrian ayudar al crecimiento de los agregados de plata, o la presencia de
esta estar alterando los flavonoides como oxidandolos. Estas interacciones, seria
muy interesante estudiarlas a posterior. Cabe resaltar que se tomaron picos hacia
abajo, por lo tanto, se aplicé la metodologia de 1+ area de la segunda derivada.
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Figura 38. Dias vs area de las regiones o picos seleccionados, para hacer seguimiento de areas.
Temperatura ambiente de 19°C en (al) region de 2940-2900 cm™, (a2) regién 1076-1050 cm-l. Ambiente
hiamedo con KBr en (b1) region de 2940-2900 cm™?, (b2) regiéon 1076-1050 cm™. (inicial: antes del
ensayo, d1: 8 dias después de iniciar el ensayo, d2: 15 dias después, d3: 22 dias después, d4: 29 dias
después).
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CONCLUSIONES

A partir de la cebolla cabezona roja (Allium Cepa L.) se logré establecer que
presenta diferentes porcentajes de proporcidon en peso para cada capa y que la
composicién quimica en cuanto al contenido de flavonoides, en especial quercetinas
en su forma glucosilada presenta diferencias para las capas 1 y 2 siendo distintas
al resto de capas, esto por los espectros UV-vis, y diferencia entre la capa 1y las
capas 3,4, 5, 6, 7y 8, por ATR-FTIR, mostrandose una separacion en el PCA.

La extraccion de compuestos bioactivos del tipo quercetina y sus derivados
glicosilados se logré para los métodos de extraccibn mecanica, microondas y
ultrasonido, las cuales mostraron abundancia relativa en GC-MS y UV-vis similares
para cada uno de los métodos estudiados, lo cual llevé a la investigacion a elegir la
extraccion mecénica por su facilidad instrumental de escalado.

A partir de los extractos de cebolla roja para la capa 1 se logro sintetizar agregados
de plata con un tamafio de 17,76, 52,42 y 95,79 nm, de acuerdo a su caracteristica
de absorcién en UV-vis ocasionado por el plasmon.

Se logro la construccion de formulacién tipo ungiiento con extracto de cebolla roja,
con extracto + agregados de plata y sin ninguno de los dos (Blanco), obteniendo un
material ceroso, homogéneo en color y textura densa, con un pH alrededor de 5,6,
con una estabilidad quimica variable para el material con agregados de plata en
aspectos como el color por en un periodo de observacion de 38 dias.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la evolucién del tamafio de los agregados de plata por
técnicas de analisis como microscopia electronica de transmision (TEM).

Hacer un estudio de la mejor forma para empacar la formulacién, ya que, tanto
flavonoides como el agregado de plata son fotosensibles y con la luz podran llegar
a tener cambios e interacciones quimicas dentro de la formulacion.

Hacer pruebas microbiolégicas del tipo bactericidas y/o antibacteriales a los
unglentos en especial el ungiiento con el extracto y el agregado de plata, tanto para
una bacteria Grampositiva como Gramnegativa.
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Anexo A. Matriz de datos (pantallazo de OriginPro) y PCA de las diferentes capas en la region de
huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm-?).
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Anexo B. Dendograma de las diferentes capas en la region de huella dactilar de la segunda
derivada de los espectros IR (1800-550 cm-1).
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Anexo C. Porcentaje de peso disuelto de las diferentes capas por extraccion por los métodos de
ultrasonido, mecénica y microondas.
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Anexo D. PCA de la capa 1y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas, en la
region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm).
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Observaciones

Anexo E. Dendograma de la capa 1y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas
en la region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm-1).
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Anexo F. PCA de la capa 2 y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas, en la
region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm).
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Anexo G. Dendograma de la capa 2 y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas
en la region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm-1).
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Anexo H. PCA de la capa 3y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas, en la
region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm).
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Anexo |. Dendograma de la capa 1 y los residuos de las extracciones por las diferentes técnicas en
la region de huella dactilar de la segunda derivada de los espectros IR (1800-550 cm).
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Unguentos:
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Anexo J. PCA y dendogramas de los ungiientos construidos con a: agua, b: extracto y c: extracto

+ agregado de plata, en diferentes dias (d1: un dia después de construido el ungiiento, d2: 4 dias

después, d3: 11 dias después, d3: 18 dias después, d4: 25 dias después, d5: 32 dias después y

d6: 39 dias después), en las regiones de 3700-2700 cm-! y 1800-550 cm-! de la segunda derivada
de los espectros IR.
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Parametro L

0 | —

R 57,845,3 61,16+2,75

57,731+51
[s]
8 - 55,87+5,93 T
€ 51,6845,91 ‘ 52,64:5,04

o | ; 47,04+4.5 l;l
. ° B — —— s 50,394,468
8 ; 49,63+4,62 ‘

o 66,6416,5 48,2144,38 . -

57,98+2,72 : o

o | ; |

2 i

o _| a

=

T T T T T T T T T T
1 8 15 22 1 8 15 22 1 8 15 22
Blanco Extracto Extracto + agregado
Df sum sq Mean sq F value Pr(>F) pf sum sq Mean sq F value Pr(>F) Df sum sq Mean sq F value Pr(>F)

ca 3 347.9 115.97 4.189 0.0229 * ca 3 349,9 116.65 4.553 0.0173 * ca 3 420.8 140.26 7.562 0.00227 **
Residuals 16 442.9 27.68 Residuals 16 409.9 25.62 16 296.8 18.55

Residuals

Anexo K. ANOVA para el parametro L de la escala Cielab, para los distintos unguentos
construidos con agua (blanco), extracto y el extracto con el agregado de plata, en distintos dias,
dia 1 después de su construccion, dia 8, dia 15 y dia 22.

Parametro a

- ;
N
0,28+0,15 i
o 0,25£0,12 — o g
o -
. ;| 0,08+0,06 0,0580,10 DS 250 :
@ ! ==
8 - [ ; ‘ o _ 0,740,20
* * S s ———
= y :
2 0,5+0,27 0,253+0,08 ® 0,516+0,144
— 0,08+0,07
| 0,228+0,198
wn
S
T T T T T T T T T T
1 8 15 22 1 8 15 22 1 8 15 22
Blanco Extracto Extracto + agregado
Df sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(=F)
5 213653 0718 2524 270008 10
Residuals 16 0.4594 0.0287 Residuals 16 0.1682 0.01051 Residuals 16 0.6569 0.0411

Anexo L. ANOVA para el parametro a de la escala Cielab, para los distintos ungtientos construidos
con agua (blanco), extracto y el extracto con el agregado de plata en distintos dias, dia 1 después

de su construccién, dia 8, dia 15 y dia 22.
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Parametro b

wn
: Q
< - 3,26+1,28 —
4,37+0,30 :
2,26+0,29 2,18+0,45
g o Cl 4,1420,40
= 34120,53
o 0,99:0,15 0.816+0,150 - ——
0,904+40,202 2,9010,56
0,712+0,130 2,45+0,24
- . ﬁ [rem—— o
E— .
T T T T T T T I T
1 8 15 22 1 8 15 22 1 8 15 22
Blanco Extracto Extracto + agregado
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) " T .
ca 3 0.2130 0.07099 2.731 0.0782 . €& 3 3.690 1.230 2.465 0.0997 . ., Dg Szmyﬂ "‘2?3532 F ‘{3:3 0‘3554:3
Residuals 16 0.4159 0.02600 Residuals 16 7.984  0.499 Residuals 16 3.436 0.2148

Anexo M. ANOVA para el parametro b de la escala Cielab, para los distintos ungiientos
construidos con agua (blanco), extracto y el extracto con el agregado de plata en distintos dias, dia
1 después de su construccion, dia 8, dia 15 y dia 22.

Pruebas de estabilidad:
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Anexo O. PCA y dendograma del ungliento construido con a: agua, b: extracto y c: extracto +
agregado de plata en un ambiente con temperatura de 19°C y oscuridad, en diferentes dias (inicial:
antes del ensayo, d1: 8 dias después de iniciar el ensayo, d2: 15 dias después, d3: 22 dias
después, d4: 29 dias después), en las regiones de 3700-2700 cm-! y 1800-550 cm-! de la segunda
derivada de los espectros IR.

108



PCA 550-1800 cm-1

a.z < em)
® dl
" g2
*a
= A dd
i . = > inicial
= »
g , "
Tt *
.
£ . ,
2 o
E
o
v -
o L]
B
-]
3 L
2 0
@
L]
.
.
-201
-30 -20 10 0 10 20
Primer componente (38,6%)
PCA 550-1800 cm-1
20

5
>
>

Segundo componente (21,8%)
= -]

-20
-20
C.
20! .
-
£
a 10
g
"
17
H
H
g o
-]
H
g
_g A
g
3
2 0
&
A
-20
-20
Anexo P.

cm-1

® 4
@
a3
> & g4
» inicial
»
>
w
-
.
e
. ..
-10 0 0 20 30
Primer componente (32,6%)
PCA 550-1800 cm-1
em-1
e d
L]
*a
A de
» inicial
»
L Y > Lo
L]
L]
"
-0 0 10 20 30

Primer componente (41,3%)

Similitud

Similitud

Similitud

0.00

3333

0.00

3333

100.00

0.00

33339

mmmﬁﬂ

100.00

Dendrograma
Enlace completo, Distancia euclediana

il

a1 Al &1 42 d2 d2 d3 d3 d3  d4  d4  d4 inicial inicial inicial
Observaciones

Dendrograma
Enlace completo, Distancia euclediana

11

ddl 4 d d3 & d &
Observaciones

4 dd d4 inicial inicial inicial

Dendrograma
Enlace completo, Distancia euclediana

d2 d2 d2 dd inicial inicial inicial
Observaciones

PCA y dendograma del ungtiento construido con a: agua, b: extracto y c: extracto +
agregado de plata en un ambiente himedo con KBr, en diferentes dias (inicial: antes del ensayo,
d1: 8 dias después de iniciar el ensayo, d2: 15 dias después, d3: 22 dias después, d4: 29 dias
después), en las regiones de 3700-2700 cm* y 1800-550 cm de la segunda derivada de los

espectros IR.
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Anexo Q. PCA y dendograma del ungliento construido con a: agua, b: extracto y c: extracto +
agregado de plata en un ambiente cerrado y calido, en diferentes dias (inicial: antes del ensayo,
d1: 8 dias después de iniciar el ensayo, d2: 15 dias después, d3: 22 dias después, d4: 29 dias
después), en las regiones de 3700-2700 cm y 1800-550 cm! de la segunda derivada de los
espectros IR.
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