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Resumen

La acuacultura es una industria relevante que requiere una administracion eficiente de
farmacos para garantizar la salud de los organismos acuaticos y la seguridad alimentaria.
Este estudio investiga como la concentracion de nanovarillas de 6xido de zinc dopadas con
Ag y CI afecta el control y la liberacion de la oxitetraciclina (OTC) en hidrogeles de
quitosano. Para determinar la concentracion optima de nanovarillas en los hidrogeles, se
Ilevaron a cabo pruebas, evaluando el grado de hinchamiento, la actividad antimicrobiana
contra Vibrio harveyi y la liberacion del antibiético mediante métodos
espectrofotométricos. Estos hallazgos podrian mejorar la eficacia de la administracion de
farmacos en la acuacultura, mitigando riesgos como la sobredosificacion y la resistencia a
los antibidticos, garantizando la salud de los organismos acuaticos y la seguridad de los
productos alimenticios, asi como la reduccion de la concentracion de antibidticos en las

descargas de agua de las granjas acuicolas al océano.

Palabras clave: acuacultura, hidrogeles, liberacion prolongada, nanovarillas de ZnO,

quitosano, oxitetraciclina.



Abstract

Aquaculture is a relevant industry that requires efficient drug management to ensure the
health of aquatic organisms and food safety. This study investigates how the concentration
of zinc oxide nanorods doped with Ag and CIl affects the control and release of
oxytetracycline (OTC) in chitosan hydrogels. Experiments were conducted to determine the
hydrogels' optimal nanorod concentration, evaluate swelling degree, antimicrobial activity
against Vibrio harveyi, and antibiotic release using spectrophotometric methods. These
findings could improve the effectiveness of drug administration in aquaculture, mitigating
risks such as overdosing and antibiotic resistance, ensuring the health of aquatic organisms
and the safety of food products, and reducing the concentration of antibiotics in aquaculture

farm wastewater discharged into the ocean.

Keywords: aquaculture, hydrogels, sustained release, ZnO nanorods, chitosan,

oxytetracycline.
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1. Introduccion

La administracién de fa&rmacos en la acuacultura es importante para garantizar la salud y el
bienestar de los organismos acuaticos, asi como para prevenir y tratar enfermedades. Es
crucial administrar la dosis correcta del medicamento para evitar subdosificacion, lo que
deriva en una efectividad reducida, o sobredosificacion, que puede ser perjudicial para los
organismos acudticos y el medio ambiente (Liang et al., 2020).

Los farmacos pueden ser incorporados en la matriz de algin hidrogel durante su
fabricacion. Esto permite una liberacion controlada del farmaco a lo largo del tiempo a
medida que el hidrogel se degrada. Sin embargo, su desempefio estd fuertemente
influenciado por el pH del medio en el que se encuentran. En el caso de los peces, estos
sistemas deben ser capaces de soportar condiciones acidas en el estbmago para evitar una
liberacion prematura del compuesto activo y comenzar su degradacion a partir de pH > 5.
Los hidrogeles de quitosano tienen el potencial de ser Utiles en la dosificacion de farmacos
acuicolas, debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y la capacidad para formar

geles en presencia de agua (Revete et al., 2021).

Asimismo, los hidrogeles de quitosano se pueden funcionalizar agregando un material o
nanomaterial inorganico en menor proporcion (Sanchez-Serrano et al., 2023). Uno ellos son
las nanovarillas de ZnO que presentan propiedades antibacterianas, anticancerigenas,
antioxidantes y antiinflamatorias, ademas, se ha demostrado que al doparlas (incorporacion
de pequefias concentraciones de impurezas a un material semiconductor) pueden mejorar
sus propiedades antimicrobianas, usando principalmente, Ag y Cl (Cardoza-Contreras et al.,
2020).

Aunque, ya se han demostrado las propiedades antimicrobianas de hidrogeles hibridos de
quitosano con nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl, aln es necesario realizar estudios
que determinen cudl es la concentracion optima de nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y
Cl en el hidrogel, sin afectar el encapsulamiento y la liberacion controlada del farmaco, o

sus propiedades antimicrobianas.



Por ello, se realizaron evaluaciones a los hidrogeles con concentraciones de nanovarillas de
ZnO dopadas con Ag y CI del: 2.5%, 5%, 7.5% y 10%. Estas evaluaciones fueron la
determinacion de los porcentajes de hinchamiento, su actividad antimicrobiana y la

liberacion del antibidtico en agua con respecto al tiempo.



2. Antecedentes

La industria acuicola ha tenido un gran desarrollo en las Gltimas décadas. Sin embargo, con
el aumento de la produccion se vienen diversos tipos de practicas en las cuales se propicia
una mayor densidad en cultivos, estas densidades son causa de aglutinamiento, reduccion
de oxigeno y situaciones estresantes que generan el desarrollo de ciertas patologias en
organismos, estas van desde infecciones, malnutricion y enfermedades de origen bioldgico.
Es por ello que cada vez son mayores los esfuerzos en la salud animal y alimentacion para
lograr que esta sea una actividad sustentable, que no dafie el ambiente y mucho menos la
salud del ser humano. Los patégenos mas peligrosos en acuacultura, ademas de poseer un
alto grado de patogenicidad, tienen la capacidad de ser zoonoéticos (pueden transmitir la
enfermedad de los animales a los seres humanos). Dentro de estos microorganismos se
tiene a las diversas especies de los géneros Aeromonas, Vibrios y Streptococcus (Cabello,
2004). Es por esto, que en la acuacultura se emplean antibidticos durante la produccion de

los cultivos.

Uno de ellos, es la enrofloxacina, (ENR), perteneciente a la familia de las fluoroquinolonas.
Se caracteriza por tener excelentes efectos antibacterianos contra bacterias grampositivas,
gramnegativas y micoplasmas (Lei et al., 2022). Se utiliza en medicina veterinaria para la
prevencion y el tratamiento de infecciones bacterianas durante el cultivo acuético y
representa el 12% del uso total de antibidticos (Liu etal., 2024). Sin embargo, se ha
demostrado que altas dosis de ENR en los organismos acuaticos, pueden propiciar dafios en
tejidos, inducir al estrés oxidativo y apoptosis de algunas células como las hepato
pancreaticas (Zhang et al., 2019).

La oxitetraciclina (OTC) es otro antibiético de amplio uso que pertenece al grupo de las
tetraciclinas (Figura 1). Se emplea principalmente para el control de infecciones bacterianas
y ha sido aprobado para su uso en acuacultura y medicina veterinaria, donde se utiliza tanto
para la prevencion y tratamiento de enfermedades como para la promocién del crecimiento.
A nivel global, las tetraciclinas representan uno de los grupos de antibidticos mas
producidos, siendo la OTC el segundo antibiotico més fabricado y el tercero mas

consumido en el mundo. Sin embargo, debido a su metabolismo y alta excrecion hepaética,



una proporcion significativa de OTC es liberada al medio ambiente a través de aguas

residuales y efluentes cloacales (Karmakar et al., 2024).

Figura 1. Estructura quimica de la OTC.

Asimismo, en soluciones acuosas, el comportamiento de la OTC depende del pH, ya que la
molécula contiene tres grupos funcionales susceptibles de protonacion o desprotonacion:
dimetilamonio, tricarbonilamida y dicetona fendlica. En funcion del pH del medio, las
tetraciclinas pueden presentar carga positiva (pH < 3.3), neutra (3.3 < pH < 7.68) 0 negativa
(pH > 7.68). Ademas, estos compuestos son fuertes agentes quelantes y su actividad
antibacteriana, asi como su farmacocinética, pueden verse afectadas por la presencia de
minerales como calcio, hierro y magnesio, asi como por la ingesta de antiacidos, como el
bicarbonato de sodio, que elevan el pH gastrico y reducen su absorcion (Borghi & Palma,
2014).

Ademéas de la toxicidad de altas concentraciones de antibioticos, otro factor adverso
derivado de su empleo en organismos acuicolas, es el consumo no intencionado de
antibioticos en los residuos de alimentos, lo cual provoca el desarrollo de resistencia a los
mismos en bacterias que son patdgenas para los seres humanos, constituyendo otro
problema importante al que no se ha prestado todavia la debida atencion (FAO, 2022). Se
considera que el desarrollo de resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias

patdgenas es uno de los riesgos mas graves para la salud humana a nivel mundial.

Una alternativa que ha surgido en los Gltimos afios para tratar de reducir los efectos tdxicos,
es la liberacion de farmacos de forma controlada. El término “liberacion controlada” se
refiere a la capacidad de un sistema de administrar un farmaco durante un periodo
prolongado de tiempo a una tasa controlada, ofreciendo una atractiva alternativa para
conseguir niveles constantes de farmaco en el organismo, y a su vez reduciendo los
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posibles efectos toxicos del mismo. Dentro de estas estrategias, las formulaciones sensibles
al pH han cobrado gran importancia debido a su capacidad de responder incluso a pequefios
cambios en el pH del entorno biologico.

La liberacién de farmacos mediada por cambios de pH puede ocurrir a través de dos
mecanismos principales. En el primero, los polimeros con grupos funcionales sensibles al
pH liberan el farmaco debido al hinchamiento, deshinchamiento o degradacion de su
estructura en respuesta a los cambios de pH. En el segundo, la liberacién se produce por la
ruptura de enlaces covalentes entre el farmaco y el polimero, desencadenada por
variaciones en el pH. Gracias a estos mecanismos, los polimeros inteligentes han
demostrado ser sistemas altamente eficientes para la administracién de farmacos, ya que
poseen gran capacidad de carga, estabilidad y sensibilidad a los cambios ambientales.
Ademas, los polielectrolitos con grupos acidos o bésicos débiles experimentan una
transferencia de protones en respuesta a modificaciones en el pH, lo que puede inducir
procesos de hinchamiento o colapso de la estructura polimérica, regulando asi la liberacion
del farmaco (Kocak et al., 2016; Veer Jain et al., 2024).

Los hidrogeles son materiales capaces de absorber cantidades considerables de agua debido
a sus redes poliméricas tridimensionales y son insolubles por la presencia de
entrecruzamientos fisicos o quimicos. Si un hidrogel es sensible a estimulos como pH,
temperatura o fuerza ionica se habla de un hidrogel inteligente. En la actualidad, algunos
materiales que se han utilizado para la sintesis de hidrogeles, son los biopolimeros, un tipo
importante de polimeros de naturaleza biocompatible, constituidos principalmente por
polisacaridos y/o proteinas. Generalmente se emplean como materiales de partida para
construir hidrogeles con potenciales aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas. Algunos

ejemplos se muestran en la Figura 2.



Figura 2. Ejemplos de biopolimeros. En la imagen superior izquierda se observa quitosano obtenido a partir
de exoesqueletos de camarén. En la imagen superior derecha, pectina extraida de frutas. La imagen inferior
izquierda muestra gelatina, mientras que en la imagen inferior derecha se presentan perlas de alginato de
calcio.

El quitosano es un biopolimero que se obtiene de la desacetilacion de la quitina
(proveniente de exoesqueletos de crustaceos o insectos), cobrando relevancia en los ultimos
afios por sus propiedades antimicrobianas, antigénicas, hemostaticas, su funcién

antioxidante y por ser un material biocompatible (Liang et al., 2020).

Se ha utilizado hidrogeles hechos de quitosano para liberacién prolongada de
medicamentos, tal como lo reporta Park et al., 2013 en el que desarrollaron un hidrogel
compuesto por acido y-poli(glutamico) (y-PGA) y quitosano, disefiado para la
administracion eficiente de medicamentos dirigidos al colon. Este material mostré una
notable capacidad de amortiguacion del pH, lo que permitié su estabilidad en soluciones
acidas con un pH entre 1 y 3. Ademas, se observé un comportamiento diferenciado en la
liberacion del farmaco: a un pH de 7.4, la liberacién fue inmediata, mientras que, a un pH

de 3, se logro6 una liberacién retardada de aproximadamente 30 minutos.

Por otro lado, X. Liu etal., 2019, disefiaron peliculas a base de quitosano y aloe vera,
embebidas uniformemente con microesferas de acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA)
cargadas con curcumina, para fomentar la cicatrizacion de heridas y la regeneracion del
tejido cutaneo. Utilizando un metodo optimizado de emulsificacion ultrasonica, lograron
una dispersion homogénea de las microesferas de PLGA dentro de las peliculas
Quitosano/Aloe. Estas peliculas demostraron propiedades fisicoquimicas adecuadas,

flexibilidad y una actividad antibacteriana eficaz contra bacterias Gram-positivas y Gram-



negativas. Ademas, promovieron la proliferacion de fibroblastos y presentaron propiedades
antiinflamatorias, favoreciendo la regeneracion tisular. La liberacion controlada de
curcumina contribuy6 a la reduccion de inflamacion y cicatrices, lo que resultd en una
cicatrizacion acelerada y una regeneracion efectiva del tejido cutdneo en comparacion con

controles sin tratamiento.

Djekic et al., 2020, desarrollaron un hidrogel de quitosano enriquecido con ibuprofeno
(IBU) para aplicaciones topicas como analgésico en el tratamiento de heridas. Este sistema
mostré excelentes caracteristicas de dispersion y adhesion, facilitando su aplicacion directa
sobre el sitio lesionado. El hidrogel, preparado mediante gelificacion ionica en solucién de
acido lactico y combinado con una microemulsién biocompatible de aceite en agua,
contenia entre 0.25 % y 1 % de quitosano y un 5 % del principio activo. Mediante su
caracterizacion, se confirmaron la presencia de nanogotas de aceite (16.21-22.56 nm)
incrustadas en la matriz del hidrogel, lo que permitié la solubilizacion eficiente del
ibuprofeno, un compuesto poco soluble en agua, y su liberacion sostenida durante 12 horas.
Ademas, la introduccién del hidrogel de quitosano mejoré las propiedades de aplicacion,
facilitando su uso y remocion, minimizando el dolor durante los cambios de aposito y

maximizando la comodidad del paciente.

Ahora bien, otra modalidad es combinar los hidrogeles con nanomateriales inorganicos, ya
que se pueden aprovechar las propiedades fisicoquimicas de estas nanoparticulas y obtener
hidrogeles hibridos con caracteristicas Gnicas que pueden resultar en grandes avances en la
liberacion controlada y de sitio especifico de compuestos bioactivos e inclusive en nuevas

técnicas de diagnaostico.

Entre algunos de los casos, que se pueden destacar, es el de Baukum et al., 2020, donde
realizaron hidrogeles hibridos de alginato/gelatina con nanoparticulas de plata, para su uso
como apdsitos de heridas, demostrando actividad antimicrobiana contra S. aureus , P.
aeruginosa y E. coli, sin presentar toxicidad en humanos. La adicion de nanoparticulas de
Ag potencializo las propiedades antimicrobianas del hidrogel y el hinchamiento en agua

aumento, ademas, de que la liberacion de nanoparticulas de Ag en el medio fue la idénea.

El equipo de Yadollahi etal., 2015, sintetizo hidrogeles de carboximetilcelulosa con

nanoparticulas de ZnO, demostrando una mejor toxicidad contra las bacterias
7



gramnegativas E. coli y grampositivas S. aureus, con el fin de darle una aplicacion
biomédica al nuevo hidrogel. La incorporacion de nanoparticulas de ZnO cargadas dan
como resultado la penetracion de mas moléculas de agua para equilibrar la presion
osmotica ionica acumulada. Ademas, la formacién de nanoparticulas en la red de hidrogel
puede expandir la red y aumentar los poros y espacios libres dentro de las redes y, como

consecuencia, absorbe mas agua.

Mohan & Ashraf, 2019, disefiaron hidrogeles hibridos con carga mixta (zwitterionico) de N
-isopropilacrilamida incorporando nanodioxido de silicio, con el proposito de cubrir una red
de jaula de acuacultura de polietileno (PE), para asi, tener un control de la bioincrustacién
de las jaulas, optando por usar el nanodiéxido de silicio debido a sus propiedades

antibacterianas y por su impacto medioambiental.

Igualmente, se ha informado que los nanomateriales con mayor &rea superficial, como las
nanovarillas, presentan una actividad antibacteriana superior en comparacién con las
nanoparticulas convencionales (Sadeghi et al., 2012) y algunas, como las de ZnO son
consideradas una alternativa viable a los antibioticos, ya que, en concentraciones de hasta
100 pg/mL, se ha reportado que son inofensivos para la mayoria de las células del cuerpo

(Siddigi et al., 2018).

Recientemente, Sanchez-Serrano et al., 2023, sintetizaron hidrogeles hibridos de quitosano
y nanovarillas de AgCl_ZnO (Figura 3). Esta investigacion se enfocé en la aplicacion de
los hidrogeles en el encapsulado de compuestos bioactivos acuicolas, presentando
propiedades antimicrobianas potenciadas ante la bacteria Vibrio harveyi (bacteria de alta
patogenicidad en cultivos acuicolas). Sin embargo, en ese estudio solo probaron una
concentracion de nanovarillas en el hidrogel (5% atémico), de modo que para una mejor
caracterizacion del hidrogel en su posible empleo para encapsulado y entrega de farmacos
acuicolas es necesario estudiar la concentracion optima de nanovarillas en la composicion
del hidrogel que permita encapsular farmacos acuicolas, mantener sus propiedades

antimicrobianas y en especial, liberar el farmaco de forma controlada.
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Figura 3. Esquema representativo de la red polimérica de los hidrogeles hibridos de quitosano y
nanovarillas de AgCl_ZnO (Tomado de Gonzalez Méndez, 2023).

Es por ello, que en este trabajo de investigacion se evaluara el efecto de la concentracion de
nanovarillas antimicrobianas de AgCl_ZnO en las propiedades de hidrogeles de quitosano,
en especifico en las relacionadas a la carga y liberacion de antibi6ticos acuicolas.



3. Hipotesis

La concentracién de nanovarillas antimicrobianas en la composicion de hidrogeles de

quitosano influye en el proceso de cargado y liberacion de farmacos acuicolas.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la concentracion Optima de nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y CI, en

hidrogeles de quitosano para una adecuada carga y liberacién de farmacos acuicolas.

4.2 Objetivos especificos

- Sintetizar nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y CI por el método de sintesis asistida

por microondas.

- Preparar hidrogeles de quitosano con: 2.5, 5, 7.5 y 10 % (peso de nanovarillas/peso
quitosano) por el método de polimerizacion heterogénea de monomeros empleando

como agente entrecruzante al tripolifosfato de sodio.

- Evaluar el grado de hinchamiento de los hidrogeles con respecto al tiempo en medio

acuosoapH2,4,6,7vy8.

- Evaluar la liberacion de antibiético OTC en medio acuoso con respecto al tiempo, por

espectroscopia de UV-Vis.

- Evaluar la actividad antimicrobiana de los hidrogeles ante la bacteria Vibrio harveyi.

11



5. Materiales y métodos

5.1 Reactivos y equipo

Los reactivos y equipos necesarios para la realizacion de este trabajo de investigacion se

enlistan en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Lista de reactivos para la sintesis de hidrogeles hibridos.

Reactivo

Férmula

quimica

Proveedor

Etanol anhidro

1-Dodecanotiol

Acetato de zinc

2-propanol
Hidroxido de sodio

Hexametilentetramina

Nitrato de zinc

hexahidratado

Nitrato de plata
Acido clorhidrico (1N)

Quitosano

Acido acético glacial

Tripolifosfato de sodio

Oxitetraciclina
(Oxikarizoo 300 LA)

CH3CH.0OH
CH3(CH2)11SH

(CH3CO2)2Zn

C3HgO
NaOH
CsH12N4

Zn(NOs)z -
6H20
AgNOs3
HCI
Cs6H103N9Os3g

CHsCOOH

NasP3010

C22H24N20g

Jalmek
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Jalmek
Jalmek
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Jalmek
Jalmek
Sigma-
Aldrich

Jalmek

Sigma-
Aldrich

Alivira

No. CAS Pureza
64-17-5 >99.5%
112-55-0 >98%
557-34-6 99.99%
67-63-0 >99.5%
1310-73-2 >97%
100-97-0 >99.5%

10196-18-6 99%

7761-88-8 99%

7647-01-0 -
9012-76-4 >75%
64-19-7 >99.7%

7758-29-4 85%

Q-0265-029 300
mg/mL
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Tabla 2. Lista de equipos para la sintesis y caracterizacion de hidrogeles hibridos.

Nombre Modelo Variables
Horno de microondas WM1311DS, marca Tiempo: 65 min
Whirlpool. Potencia: 300 W
Espectrofotometro UV- Novel N4S, marca Intervalo del espectro de
Vis Luzeren absorcién: 200-400 nm.

5.2 Sintesis de hidrogeles hibridos

5.2.1 Sintesis de NPs de ZnO

La sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) se realiz6 con base en el articulo
de Cardoza-Contreras et al., 2020. En la figura 4 se presenta un esquema del procedimiento,
en el que se prepara una solucién de acetato de zinc al 1 mM disuelto en 20 mL de 2-
propanol con agitacion constante y a una temperatura de 50°C. La solucién se diluye
adicionando 230 mL de 2-propanol. A la par, se prepara una solucién de hidroxido de sodio
(NaOH) 20 mM en 2-propanol. La solucién de NaOH se adiciona por goteo a la solucion

anterior y se deja en bafio maria a 60 °C por 2 h.

1) Solucion NaOH 20 mM 2) Solucién acetato de zine | mM

NP's de ZnO Barfio maria por 2 h

Figura 4. Esquema para la sintesis de nanoparticulas de ZnO.
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5.2.2 Preparacion de sustratos de PE

De acuerdo a la metodologia descrita por Cardoza-Contreras et al., 2020, y como se aprecia
en la Figura 5, se preparan los sustratos de polietileno (PE) de 0.4X1.0 in, tratados en una
solucion al 1% de 1-Dodecanotiol en etanol, a 130°C por 15 min. Después, los sustratos
deben sumergirse a una solucion coloidal de nanoparticulas de ZnO previamente preparada.
Para evaporar el solvente, los sustratos se colocan en vidrios de reloj a una temperatura de
130°C.

Solucidn 1-Dodecanotiol al 1% Tiolar sustratos de PE por 15 min Sumergir sustratos en sol. coloidal NP's ZnO Secar sustratos

Sustratos funcionalizados

Figura 5. Esquema para la preparacion de sustratos de PE funcionalizados.

5.2.3 Sintesis de nanovarillas de ZnO dopadas con Agy Cl

Siguiendo la metodologia de Sanchez-Serrano et al., 2023, y como aparece en la Figura 6,
se prepara una solucion precursora equimolar 3 mM de nitrato de zinc hexahidratado y
hexametilentetramina en agua destilada. Asimismo, para lograr dopar las nanovarillas, se
agrega 2% de nitrato de plata y acido clorhidrico (HCI) al 0.1 N, para ajustar la solucién a
un pH de 5.3. Los sustratos de PE ya funcionalizados se sumergen en la solucion y son

sometidos a un tratamiento térmico por microondas durante 65 minutos a 300W.

14



HCI

—

CH)N, ‘ '
(CHaxNs |_ﬁ/‘ Zn(NOs):*6H,0 AgNO;

Soluciéon precursora cquimolar 3 mM Dopajec Ag 2% Dopaje C1

65 min
B e 300 W
( )
— - -

NV's de AgCl_ZnO Tratamiento termico por microondas Sumergir sustratos de PE [uncionalizados

Figura 6. Esquema para la sintesis de nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y CI.

5.2.4 Hidrogeles hibridos de quitosano

Con base en la metodologia de Sanchez-Serrano et al., 2023, y como se puede apreciar en

la Figura 7, se prepara una solucion con 0.5 g de quitosano en 20 mL de agua destilada,

adicionando las nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl, ademas de acido acético al 2%

(v/v), agitando hasta la obtencion de una solucion homogénea, viscosa y con una tonalidad

ocre. Dependiendo de la cantidad de nanovarillas afiadidas en relacion con el peso del

quitosano, se obtienen hidrogeles hibridos al 2.5, 5, 7.5 y 10%, los cuales se etiquetan como

Q-Zn2.5%, Q-Zn5%, Q-Zn7.5% y Q-Zn10%, respectivamente. Como siguiente paso, se

agregan 15 gotas de una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) a 0.1 M, ajustada a un pH

de 3, manteniendo la agitacion, obteniéndose una solucién de tonalidad opalescente. Por

ultimo, se vierte gota a gota la solucién opalescente sobre una superficie plana, y se deja

secar al ambiente durante 48 horas.
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Figura 7. Esquema para la sintesis de hidrogeles con nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y CI.
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5.3 Caracterizacion y analisis

5.3.1 Grado de hinchamiento

Los hidrogeles hibridos sintetizados son sensibles al pH de la solucion en la que se
encuentren, por lo cual, un pardmetro de caracterizacion es la evaluacion del grado de
absorcion de agua a diferentes valores de pH. Para esto se prepard una serie de 5 soluciones
acuosas con valores de pH 2, 4, 6, 7 y 8 ajustando el pH con NaOH y HCI. Después, se
tomo una cierta cantidad de cada hidrogel sintetizado y fueron sumergidos en cada una de
las soluciones. Finalmente, se removid cada hidrogel de las soluciones acuosas (el exceso
de agua en la superficie del hidrogel es removida con toallitas secas) y se peso cada 10
minutos hasta alcanzar los 30 minutos. El porcentaje de hinchamiento se calcula mediante

la siguiente expresion:

% Hinchamiento = ((W-Wo)/Wy) x100
Donde:
W: peso del hidrogel con el agua absorbida

Wo: peso inicial del hidrogel

5.3.2 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los hidrogeles se determind mediante antibiogramas donde
se evalud la susceptibilidad de la bacteria Vibrio harveyi a las diferentes composiciones de
hidrogeles. Para ello, se prepara una solucion con el medio de cultivo Mueller Hinton y se
colocan volumenes iguales en placas de Petri (por triplicado). Posteriormente, en cada placa
se siembran 25 pl de indculo a una concentracion aproximada de 1.5x108 UFC por mililitro
0 0.5 en la escala de McFarland de la bacteria Vibrio harveyi. Se colocan 25 ul de cada
hidrogel directamente sobre el medio de cultivo después de la inoculacion y se dejan
incubar las placas durante 24, 48 y 72 h a 35°C para observar el crecimiento. Para cada
tratamiento se evalUa el diametro del halo de inhibicién con vernier empleando centimetros

como unidad de medicion.
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5.3.3 Absorcion de OTC en el hidrogel

La liberacion del farmaco se realizO mediante un método espectrofotométrico.
Primeramente, se determind la longitud maxima de absorcién (Amax) de la oxitetraciclina
(OTC). Para ello, se prepard una solucion de OTC a una concentracion de 1 mg/mL vy
después se midio el espectro de absorcion de esta solucion en el intervalo de 200 a 500 nm.
Acorde a las referencias, la maxima absorcion deberia estar entre 275 y 350 nm (Naumoska
et al.,, 2012). Una vez determinada la Amax, Se procedio a realizar una curva de calibracion.
Para ello, se prepararon 7 tubos de ensayo con concentraciones crecientes de OTC desde

los 0 hasta los 10 pg/mL y se midié la absorbancia de cada concentracion a la Amax.

Posteriormente, para evaluar la liberacion controlada de antibidtico del hidrogel se
determiné una cinética de liberacion de la OTC. Como se puede observar en la Figura 8,
primero es necesario cargar el hidrogel con el antibiotico, para ello primero se prepara una
solucion acuosa a pH 2 (el valor del pH se regula con soluciones de HCI). Posteriormente
se afiade OTC a la solucién para quedar con una concentracién de OTC de 1 mg/mL
Después, se toman 2 mL de esta solucion y se sumerge en ella una cantidad de hidrogel
(1.5£0.2 a 2.84£0.2 mg) por 30 min. Después de los 30 minutos se mide el volumen de

solucion de OTC adsorbido por el hidrogel.

N

OTC \ HCL X\ @

B8 "‘x“

-

- -

Solucion OTC 1 mg/mL Ajustar a pH 2 Sumergir hidrogel por 30 min

Figura 8. Esquema para la preparacién de muestras para carga y liberacion del antibiotico.

5.3.4 Cinética de liberacién de OTC

Una vez que el hidrogel se cargd con la solucion de OTC, este se pasa a un recipiente con
agua destilada para determinar la concentracion de OTC que se va liberando del hidrogel

con el paso del tiempo. Para ello, se midié la absorbancia a la Amax de la OTC de las
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soluciones acuosas conteniendo el hidrogel cada 10 min. El procedimiento anterior fue

realizado por triplicado para cada hidrogel.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Grado de hinchamiento

De acuerdo con los datos obtenidos de la Tabla 5 y lo mostrado en la Figura 9, el
comportamiento de los hidrogeles de quitosano (Q) y quitosano con nanovarillas de ZnO
dopadas con Ag y ClI (Q-ZnO x%) en medios acuosos a diferentes pH demuestra una mayor
capacidad de hinchamiento en condiciones &cidas, alcanzando hasta un 2600%, comparado
con su peso original, cuando se encuentra a un pH 2. Sin embargo, a partir de pH > 4
(Figura 9b)), el hidrogel no experimenta cambios morfoldgicos significativos ni un
hinchamiento superior al 400%, independientemente de la presencia de nanovarillas en su

estructura.

No obstante, la cantidad de nanovarillas incorporadas en la matriz del hidrogel si influye
directamente en su comportamiento a pH 2, ya que un mayor contenido de nanovarillas
favorece una mayor absorcién de agua Yy, por ende, un hinchamiento mas pronunciado en

comparacion con los hidrogeles con menos porcentaje de nanovarillas.

La red polimérica del hidrogel de quitosano, reticulada con tripolifosfato de sodio (TPP), se
forma principalmente mediante interacciones fisicas, como enlaces de hidrogeno e
interacciones dipolo-dipolo entre los grupos éster del TPP y las cadenas de quitosano. La
reticulacion ionica con TPP ocurre en condiciones de pH &cido, favoreciendo una mayor
capacidad de hinchamiento del hidrogel (Bhumkar & Pokharkar, 2006). Asi mismo, en
soluciones acidas, la expansion de la red polimérica del hidrogel se debe a la repulsion
electrostatica entre los grupos amino protonados (-NHs") del quitosano, lo que facilita la
absorcion de agua y el hinchamiento del material (Sdnchez-Serrano etal., 2023). Este
fendmeno es relevante en el contexto de la liberacién controlada de compuestos en peces,
ya que los hidrogeles disefiados para aplicaciones en acuacultura deben ser capaces de
soportar un pH entre el rango de 1-6 en el estdbmago, para evitar una liberacion prematura, y
comenzar su degradacion a partir de pH > 5, siendo completamente solubilizados cerca de
pH 7 en el intestino (pH 6.5-8.5). Ademas del efecto del pH, la degradacion de los
hidrogeles en el tracto intestinal se ve favorecida por la accion de enzimas como las

carbohidrasas, que degradan el quitosano en fragmentos mas pequefios (Gilannejad et al.,
20



2018). La incorporacion de nanovarillas de ZnO dentro de la matriz del hidrogel no solo
influye en su capacidad de hinchamiento, sino que también incrementa la porosidad del
material. Estas nanovarillas pueden actuar como estructuras templadas, generando una red
mas abierta y facilitando la absorcion de agua. De tal forma que las interacciones entre los
grupos funcionales del quitosano, los iones fosfato del TPP y las nanovarillas de ZnO
pueden contribuir a la formacion de una estructura polimérica més expandida y con un

comportamiento de hinchamiento optimizado.

A valores de pH 7 y 8 la concentracion de nanovarillas afectd la capacidad de
hinchamiento, ya que como se puede observar en las Figuras 9d) y 9e), el hidrogel de
quitosano captdé un mayor porcentaje de solucion acuosa que los hidrogeles hibridos. Es
muy probable que esta afectacion sea debido a la disminucion de las interacciones del
grupo amino con el ZnO y con los iones fosfatos del TPP. Como ya se menciono, a valores
de pH é&cidos los grupos amino del quitosano se protonan (-NHs*), lo cual favorece las
atracciones de estos grupos con la carga parcial negativa del ZnO vy la carga negativa de los
iones fosfato. Sin embargo, a valores de pH neutros o bésicos estas interacciones

electrostaticas disminuyen por la neutralidad del grupo amino (-NHy).
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Figura 9. Cinéticas de hinchamiento de hidrogeles de quitosano (Q) e hidrogeles hibridos (Q-ZnO x%) en a)
pH 2,b)pH 4,c)pH 6,d) pH 7y e) pH 8.
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6.2 Actividad antimicrobiana

La Figura 10 muestra los halos de inhibicion generados por los hidrogeles hibridos de
quitosano con nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y ClI (Q-ZnO x%) contra Vibrio
harveyi, utilizando 25 uL de OTC como control positivo. Los antibiogramas se realizaron
por triplicado y, sin importar la concentracion de nanovarillas en cada hidrogel, todos
demostraron efectos inhibidores prolongados por mas de 24 horas. Aunque los halos de
inhibicion fueron similares entre los diferentes hidrogeles, el que contenia un 10% de
nanovarillas presentd un efecto ligeramente mayor. Este hidrogel mantuvo una actividad
antimicrobiana significativa incluso después de 72 horas, como se observa en las Figuras 11
y 12, a diferencia de la OTC, cuyo halo comenzé a reducirse con el tiempo. Esto sugiere
que el hidrogel podria tener un efecto antibacteriano similar al de un antibiotico
convencional, ya que, la zona de contacto entre el hidrogel y el medio de cultivo se

mantuvo completamente libre de crecimiento bacteriano durante todo el periodo de prueba.
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Control positivo (OTC) Control negativo

Q-Zn0 2.5%

Q-Zn0 5%

Q-ZnO 7.5%

Q-ZnO 10%

Figura 10. Zonas de inhibicion (por triplicado) de la sintesis de hidrogeles hibridos contra Vibrio harveyi a
las 24 h.
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Tabla 3. Didmetros de zonas de inhibicion de los hidrogeles hibridos contra Vibrio harveyi .

Hidrogel Diametros zonas de inhibicion (cm)
Control 4.3
Q-Zn0 2.5% 1.3+0.15
Q-Zn0O 5% 09+0.15
Q-Zn0 7.5% 1+0.15
Q-Zn0O 10% 1.6 +0.20

Figura 11. Zonas de inhibicién de la sintesis de hidrogeles hibridos, donde a) corresponde al control
positivo, b) al hidrogel Q-ZnO 2.5%, c) al hidrogel Q-ZnO 5%, d) al hidrogel Q-ZnO 7.5%, e) y f) al hidrogel
Q-Zn0O 10%, contra Vibrio harveyi a las 48 h.

Figura 12. Zonas de inhibicién de la sintesis de hidrogeles hibridos, donde a) corresponde al control
positivo, b) y ¢) al hidrogel Q-ZnO 10%, contra Vibrio harveyi a las 72 h.

La actividad antimicrobiana de los hidrogeles se ve favorecida por la presencia de
nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y CI. Las nanovarillas tienen una relacion de aspecto
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mayor (longitud mucho mayor que su didmetro), lo que aumenta el area de contacto con las
bacterias en comparacién con las nanoparticulas esféricas. Una mayor area de contacto
mejora la liberacion de iones metélicos (por ejemplo, Zn?*, Ag®), lo que permite penetrar la
membrana celular bacteriana debido a su forma alargada y sus extremos mas afilados

generando mas dafio estructural (Babayevska et al., 2022; Sadeghi et al., 2012)

Cuando el ZnO interactia con bacterias, se produce la liberacion de cationes Zn**, que
penetran la membrana celular a través de interacciones electrostaticas, provocando
desestabilizacién, aumento de la permeabilidad, alteracion de los acidos nucleicos y
desactivacion de enzimas esenciales. Paralelamente, la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) intensifica el dafio celular, al inducir estrés oxidativo y afectar la integridad
estructural de la membrana. También, las irregularidades en la superficie del ZnO
favorecen la desestabilizacion de la membrana bacteriana, mientras que la accion
combinada de los cationes Zn*" y las ROS, sumada al efecto abrasivo de las nanoparticulas,

acelera la destruccion microbiana (Klienchen de Maria et al., 2024).

Ademas, el dopaje con plata (Ag) potencia ain mas la actividad antimicrobiana del ZnO, ya
que, en el caso de las nanoparticulas de Ag, estas presentan propiedades fisicoquimicas
unicas, como su reducido tamafo y alta reactividad superficial. Los iones Ag" liberados
interactan con la pared celular bacteriana, lo que genera alteraciones estructurales que
conducen a la pérdida de integridad de la membrana, la fuga del contenido citoplasmatico y
la interrupcion de los procesos de division celular, provocando finalmente la lisis de la
bacteria (Rilda et al., 2024). En el caso del dopaje con cloro (Cl), la presencia de iones C1-
en la superficie del ZnO permite la formacion de hipoclorito (CIO™) y acido hipocloroso
(HOCI) en medios acuosos. Estas especies presentan una fuerte capacidad antimicrobiana,
ya que son capaces de alterar proteinas y &cidos nucleicos bacterianos, perforar la
membrana celular, interferir con la replicacion y el metabolismo microbiano y proporcionar

un efecto desinfectante adicional (Ma et al., 2020).

Asimismo, no debe pasarse por alto la actividad antimicrobiana intrinseca del quitosano.
Como se ha reportado en diversos estudios, su mecanismo de accion radica en la
interaccion entre los grupos amino protonados (-NHs*) del quitosano y las cargas negativas

de la membrana bacteriana o fangica. Esta interaccién electrostatica altera la permeabilidad
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de la membrana celular y es especialmente efectiva en microorganismos con membranas
ricas en &cidos grasos poliinsaturados, lo que puede explicar su afinidad por ciertas cepas

bacterianas (Bautista-Bafios et al., 2017).

6.3 Liberacion del antibiotico

En la Figura 13a) se muestra el espectro de absorcion de la OTC, identificando dos picos
principales a 270 nm y 370 nm. Para futuras mediciones, se utilizo el pico de 370 nm como
la longitud maxima de absorcion (Amax). Aunque este valor es ligeramente superior al
reportado en otras referencias (Khrushchev et al., 2021; Naumoska et al., 2012; PubChem,
s/f; Rivas etal., 2020), sigue siendo adecuado para el andlisis. Las diferencias en la
posicién del pico pueden atribuirse a la concentracion de la solucion de OTC utilizada (<1
mg/mL) o a la composicion del solvente. Por ejemplo, Naumoska et al., 2012, emplearon
una mezcla de agua desionizada y metanol, mientras que en este estudio se utilizd

Unicamente agua desionizada, lo que podria haber influido en el desplazamiento del Amax.
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Figura 13. a) medicion del espectro de OTC para la determinacién de su longitud maxima de absorcion
(“max) ¥ b) curva de calibracion de la OTC.

Por otra parte, la OTC presenta una absorcion caracteristica en la region ultravioleta-visible
(UV-Vis) debido a la presencia de cromdforos en su estructura quimica. En particular, los
grupos amida, dicetona e hidroxilo del anillo A, junto con el fenilhidroxicetona asociado a
los carbonilos y cetonas en los anillos D, C y B, son responsables de esta absorcion (Rivas
et al., 2020). En la Figura 13b) se muestra la curva de calibracion de la OTC.
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La cinéetica de liberacion de OTC en un tiempo de 80 minutos por los hidrogeles
sintetizados est4 representada en la gréfica de la Figura 14. El hidrogel de quitosano sin
adicion de nanomateriales (Q) presento la menor retencion de OTC durante el proceso de
carga (30 min), con una liberacion de apenas 1.5 pg/mL. Mientras que en los hidrogeles
con mayor concentracion de nanovarillas la liberacion fue mas rapida durante los primeros
10 minutos., pero pasado ese tiempo, el proceso fue mas lento hasta alcanzar
concentraciones de 5.5 pg/mL (Q-ZnO 10%) y 5.8 ug/mL (Q-ZnO 7.5%), al cabo de 80

minutos.

Cabe recordar que los hidrogeles fueron cargados en una solucién con una concentracién de
1 mg/mL de OTC a pH 2. Y tras el proceso de carga, el volumen residual en los recipientes
fue aproximadamente el mismo para todos los hidrogeles, lo cual permite estimar que cada
uno absorbid una cantidad equivalente de solucion de antibidtico (~0.2 mL). Considerando
que cada hidrogel cargado se coloc6 en 10 mL de agua destilada para el ensayo de
liberacion, se puede calcular que, si el 100% del OTC contenido fuera liberado, la
concentracion maxima esperada seria de 19.6 pg/mL. En este contexto, los hidrogeles con
mayor contenido de nanovarillas liberaron entre el 16% y el 29% del antibiético en 80
minutos, mientras que el hidrogel Q apenas alcanz6 una liberacion del 7%. Extrapolando
estos datos, se estima que los hidrogeles con concentraciones mas altas de nanovarillas
podrian liberar la totalidad del antibidtico en un lapso aproximado de 4 h (Tabla 4). Por su
parte, los hidrogeles con concentraciones menores del nanomaterial, este tiempo podria
aumentar de 6 a 8 h, mientras que en el caso del hidrogel solo de quitosano ese tiempo

podria extenderse hasta 18 h.

No obstante, es importante mencionar que en el lapso entre los 30 y los 80 minutos el
incremento en la liberacion fue minimo para todos los tratamientos, lo que sugiere que
parte de la OTC podria estar formando interacciones muy fuertes con la matriz del hidrogel,

dificultando su liberacién.
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Figura 14. Liberacion de OTC por los hidrogeles hibridos en un tiempo de 80 min.

Muestra

Q
Q-ZnO 2.5%

Q-ZnO 5%
Q-ZnO 7.5%
Q-ZnO 10%

Tabla 4. Tiempo de liberacion del antibidtico.

Liberacion de OTC en 80 min
(%)
7.41

21.69
15.77
29.36
28.23

Tiempo para liberacion total de OTC
(min)
1080

369
507
273
283

La presencia de iones Zn** y Ag' en las nanovarillas puede favorecer la adsorcion del

antibiotico a las superficies metalicas mediante interacciones tipo quelato o puentes de

hidrogeno coordinados, contribuyendo asi a una mayor retencion dentro de la red

polimérica. Por otro lado, también es posible que el aumento en la concentracion de

nanovarillas de ZnO dopadas modifique la porosidad del hidrogel, generando una estructura

mas abierta que facilite la absorcion de agua y, potencialmente, debilite las interacciones
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entre el quitosano y la OTC. Esta situacion podria favorecer una liberacion mas rapida del

antibiotico, especialmente en las primeras etapas del proceso.

Mientras que la lenta liberacion de OTC por el hidrogel de quitosano puede corresponder a
diversas interacciones quimicas entre el hidrogel y los grupos funcionales presentes en la
OTC. El quitosano es un polimero cargado positivamente (por sus grupos amino
protonados —NHs" a pH acido). La OTC, dependiendo del pH, puede presentar cargas
negativas (por sus grupos carboxilato y fendlico). A pH 7, la OTC presenta una carga neta
negativa, por la desprotonacion de su grupo carboxilo y de los grupos fendlicos. Mientras,
que el quitosano pierde parte de su carga positiva, por lo que disminuyen un poco las
interacciones electrostaticas con farmacos aniénicos como la OTC. Sin embargo, la OTC
posee multiples grupos funcionales capaces de formar puentes de hidrogeno (grupos —OH,
—NH2, =0) los cuales pueden interactuar con los grupos hidroxilo del quitosano y los
grupos fosfato del TPP. ElI TPP, al contener mdltiples grupos fosfato cargados
negativamente, puede formar complejos idnicos o puentes salinos tanto con el quitosano

como con la OTC.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan la hipétesis planteada: la concentracion de
nanomateriales incorporados en los hidrogeles de quitosano influye significativamente en la
capacidad de carga y en la cinética de liberacion de farmacos acuicolas. Por lo tanto, es
posible ajustar y optimizar dicha concentracion para controlar el tiempo de retencion de

compuestos terapéuticos, para una liberacién prolongada y controlada del principio activo.
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7. Conclusion

En este trabajo, se desarrollaron hidrogeles hibridos de quitosano con diferentes
concentraciones de nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl (2.5%, 5%, 7.5% y 10%). Se
demostro que la concentracion de nanovarillas si influye en la cinética de hinchamiento y
en la actividad antimicrobiana del hidrogel, favoreciendo una mayor adsorcion de solucion
de OTC, cuando se encuentra en pH acidos. En particular, el hidrogel Q-ZnO 10% mostro
una actividad antimicrobiana prolongada de hasta 72 horas, lo que sugiere que podria ser

una alternativa eficaz a los antibi6ticos convencionales.

Ademas, los resultados obtenidos demuestran que la incorporacion de nanovarillas de ZnO
dopadas con Ag y Cl en hidrogeles de quitosano influye significativamente en la cinética de
liberacion de oxitetraciclina. En particular, los hidrogeles con menor concentracion de
nanomateriales (2.5% y 5%) mostraron que pueden liberar de forma mas controlada el
antibidtico alcanzando tiempos de liberacion total de 6 a 8 h. En contraste, los hidrogeles
con mayores concentraciones de nanovarillas liberan el farmaco en tiempos menores. Este
comportamiento sugiere que es posible modular el perfil de liberacién mediante el ajuste de
la concentracion de nanovarillas, permitiendo el disefio de sistemas de liberacion controlada
con aplicaciones potenciales en acuacultura. Estos resultados resaltan la capacidad de los
hidrogeles hibridos antimicrobianos como sistemas eficientes para la liberacion prolongada
de antibioticos acuicolas, contribuyendo a una administracion mas efectiva de farmacos y a

la reduccion de riesgos asociados con la sobredosificacion y la resistencia antimicrobiana.
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9. Anexos

Tabla 5. Datos por triplicado obtenidos para la generacion de graficas de cinéticas de

hinchamiento

a) pH2

Tiempo (min)
Wo
Wio
Wao
Wso

Tiempo (min)
Wo
Wio
W20
Wso

Tiempo (min)
Wo
Wio
W20
Wso

Tiempo (min)
Wo
Wio
W20
Wso

Tiempo (min)
Wo
Wio

Ch

1) Peso (g) 2) Peso (9)
0.0044 0.0048
0.0434 0.0445
0.0652 0.0657
0.0650 0.0649

Q-Zn0 2.5%

1) Peso (g) 2) Peso (g)
0.0016 0.0019
0.0465 0.0075
0.0550 0.0091
0.0496 0.0151

Q-Zn0 5%

1) Peso (g) 2) Peso (g)
0.0019 0.0017
0.0132 0.0107
0.0290 0.0305
0.0478 0.0470

Q-ZnO 7.5%

1) Peso (g) 2) Peso (g)
0.0020 0.0013
0.0197 0.0116
0.0449 0.0265
0.0617 0.0320

Q-ZnO 10%

1) Peso (g) 2) Peso (g)
0.0020 0.0019
0.0304 0.0189

3) Peso (g)
0.0046
0.0442
0.0651
0.0651

3) Peso (g)
0.0018
0.0079
0.0077
0.0115

3) Peso (g)
0.0017
0.0224
0.0446
0.0494

3) Peso (g)
0.0016
0.0135
0.0269
0.0319

3) Peso (g)
0.0020
0.0272
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W30

b) pH4

Tiempo (min)

Wo

Wo

0.0427
0.0443

1) Peso (g)
0.0056
0.0130
0.0160
0.0213

1) Peso (g)
0.0015
0.0032
0.0038
0.0067

1) Peso (g)
0.0028
0.0059
0.0066
0.0078

1) Peso (g)
0.0017
0.0045
0.0078
0.0078

1) Peso (g)
0.0016
0.0051
0.0051

0.0454
0.0454

Ch
2) Peso (g)
0.0061
0.0136
0.0170
0.0226
Q-Zn0 2.5%
2) Peso (g)
0.0025
0.0058
0.0064
0.0067
Q-ZnO 5%
2) Peso (g)
0.0013
0.0050
0.0054
0.0084
Q-ZnO 7.5%
2) Peso (g)
0.0017
0.0034
0.0040
0.0042
Q-ZnO 10%
2) Peso (g)
0.0015
0.0031
0.0045

0.0626
0.0626

3) Peso ()
0.0055
0.0130
0.0150
0.0219

3) Peso (9)
0.0024
0.0062
0.0069
0.0069

3) Peso ()
0.0014
0.0027
0.0028
0.0031

3) Peso (g)
0.0015
0.0031
0.0038
0.0038

3) Peso (g)
0.0018
0.0037
0.0043
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Wso 0.0055 0.0049 0.0044

c) pHG6
Ch
Tiempo (min) 1) Peso (g) 2) Peso () 3) Peso (g)
Wo 0.0053 0.0055 0.0056
Wio 0.0132 0.0136 0.0134
Wao 0.0169 0.0174 0.0152
W30 0.0170 0.0173 0.0154
Q-Zn0 2.5%
Tiempo (min) 1) Peso (g) 2) Peso (g) 3) Peso (g)
Wo 0.0013 0.0016 0.0014
Wio 0.0056 0.0067 0.0033
Wao 0.0056 0.0069 0.0036
W30 0.0061 0.0064 0.0036
Q-Zn0 5%
Tiempo (min) 1) Peso (g) 2) Peso (g) 3) Peso (g)
Wo 0.0015 0.0016 0.0019
Wio 0.0045 0.0055 0.0070
W2o 0.0060 0.0079 0.0088
Wao 0.0059 0.0060 0.0081
Q-ZnO 7.5%
Tiempo (min) 1) Peso (g) 2) Peso (g) 3) Peso (g)
Wo 0.0016 0.0015 0.0019
Wio 0.0055 0.0062 0.0070
W2o 0.0066 0.0064 0.0081
Wao 0.0061 0.0067 0.0088
Q-ZnO 10%
Tiempo (min) 1) Peso (g) 2) Peso (g) 3) Peso (g)
Wo 0.0018 0.0021 0.0017
Wio 0.0044 0.0040 0.0038
W20 0.0066 0.0053 0.0043

W0 0.0062 0.0057 0.0051



d pH7

Tiempo (min)

Tiempo (min)
Wo
Wio
W20
W30

Tiempo (min)
Wo
W10
W2
Wso

1) Peso (g)
0.0053
0.0199
0.0211
0.0213

1) Peso (g)
0.0018
0.0044
0.0066
0.0062

1) Peso (g)
0.0016
0.0046
0.0054
0.0062

1) Peso (g)
0.0018
0.0033
0.0035
0.0045

1) Peso (g)
0.0016
0.0051
0.0060
0.0060

Ch
2) Peso ()
0.0051
0.0196
0.0215
0.0215
Q-Zn0 2.5%
2) Peso (9)
0.0021
0.0040
0.0053
0.0057
Q-Zn0O 5%
2) Peso (9)
0.0011
0.0038
0.0043
0.0044
Q-ZnO 7.5%
2) Peso ()
0.0020
0.0045
0.0050
0.0058
Q-ZnO 10%
2) Peso (g)
0.0014
0.0032
0.0039
0.0045

3) Peso ()
0.0050
0.0202
0.0215
0.0215

3) Peso ()
0.0017
0.0038
0.0043
0.0051

3) Peso (9)
0.0018
0.0039
0.0055
0.0053

3) Peso (9)
0.0019
0.0044
0.0052
0.0063

3) Peso ()
0.0016
0.0039
0.0042
0.0045
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e) pH8

Tiempo (min)

Tiempo (min)
Wo
Wio
W20
W30

Tiempo (min)
Wo
W10
W2
Wso

1) Peso (g)
0.0041
0.0167
0.0208
0.0209

1) Peso (g)
0.0012
0.0037
0.0043
0.0041

1) Peso (g)
0.0020
0.0050
0.0056
0.0061

1) Peso (g)
0.0014
0.0030
0.0037
0.0037

1) Peso (g)
0.0021
0.0043
0.0054
0.0062

Ch
2) Peso (g)
0.0045
0.0174
0.0213
0.0214
Q-Zn0 2.5%
2) Peso (g)
0.0014
0.0042
0.0050
0.0044
Q-Zn0 5%
2) Peso (g)
0.0017
0.0033
0.0044
0.0064
Q-ZnO 7.5%
2) Peso (g)
0.0014
0.0031
0.0037
0.0041
Q-ZnO 10%
2) Peso (g)
0.0018
0.0043
0.0051
0.0052

3) Peso ()
0.0048
0.0169
0.0218
0.0219

3) Peso ()
0.0014
0.0037
0.0058
0.0054

3) Peso (9)
0.0018
0.0043
0.0058
0.0064

3) Peso (9)
0.0014
0.0034
0.0038
0.0039

3) Peso ()
0.0020
0.0042
0.0042
0.0045
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