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Resumen:

La busqueda de nuevos materiales de origen natural y con potencial de aplicabilidad
ha sido tema de gran desarrollo en los Ultimos afios. Dentro de los organismos que
producen estos materiales los insectos han sido ampliamente estudiados. En este
contexto, el objetivo principal de este trabajo fue caracterizar las propiedades
fisicoquimicas de superficie de materiales con potencial biotencoldgico provenientes
de dos especies de insectos: Plodia interpunctella (Lepiddptero) y Rachiptera limbata
(Diptero). En particular, se ha reportado que extractos obtenidos de la seda de P.
interpunctella poseen actividad antibacterial y citotoxica contra células cancerigenas,
mientras que R. limbata genera un material que forma una cecidia cuya composicion
y propiedades son desconocidas. Para cumplir este objetivo se realizaron ensayos de
solubilidad, titulaciones potenciométricas, analisis de los espectros infrarrojos y de
resonancia magnetica nuclear, analisis termogravimétricos preliminares, ensayos
cualitativos y analisis de actividad antibacterial. Los resultados obtenidos indican que
las propiedades fisicoquimicas de los extractos obtenidos de P. interpunctella difieren
significativamente de la seda sin tratar. Se sugiere que existe alguna reaccion de baja
eficiencia que permite obtener extractos con grupos nitro en su composicion. La
actividad antimicrobiana de estos extractos en superficie resulté ser muy poco eficiente
en la mayoria de las muestras realizadas, sin embargo, puede que existan mas variables
involucradas en esta actividad. Paralelamente, se concluy6 que la cecidia de R. limbata
estd compuesta por una 0 mas glicoproteinas. En superficie, la cecidia solubilizada en
DMSO presenté un aumento del crecimiento bacteriano a excepcion de S. aureus, la
cual fue inhibida considerablemente. Interesantemente, la cecidia cruda presenté un

100% de inhibicion de crecimiento bacteriano para las tres bacterias utilizadas.
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Abstract
Great interest has been shown in recent years in the development of new alternative
materials to traditional materials. Among the options being studied are materials from
insects.
The main objective of this work was to characterize the surface physicochemical
properties of materials with biotechnological potential from two insect species: Plodia
interpunctella and Rachiptera limbata. In particular, it has been reported that extracts
obtained from the silk of P. interpunctella possess antibacterial and cytotoxic activity
against cancer cells, while R. limbata generates a cecidia-forming material whose
composition and properties are unknown.
To meet this objective, solubility tests, potentiometric titrations, analysis of infrared
and nuclear magnetic resonance spectra, preliminary thermogravimetric analysis,
qualitative assays and antibacterial activity analysis were performed.
The results obtained indicate that the physicochemical properties of the extracts
obtained from P. interpunctella differ significantly from untreated silk. It is suggested
that there is some low efficiency reaction that allows obtaining extracts with nitro
groups in their composition. The surface antimicrobial activity of these extracts proved
to be very low efficient in most of the samples performed, however, there may be more
variables involved in this activity.
In parallel, it was concluded that the cecidia of R. limbata is composed of one or more
glycoproteins. On surface, cecidia solubilized in DMSO presented an increase in
bacterial growth with the exception of S. aureus, which was significantly inhibited.
Interestingly, the crude cecidia presented 100% inhibition of bacterial growth for the

three bacteria used.
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Introduccion:
Durante la Gltima década la contaminacion derivada de la produccion y consumo
masivo de plasticos ha obtenido gran parte de la atencién publica debido al alto
impacto que genera en el medio ambiente y en la salud publica (Davison y col., 2021).
Adicionalmente, se tiene certeza de la estrecha relacion que posee la contaminacion
por plésticos con el cambio climatico (Lavers y col., 2022). Sin embargo, la sociedad
actual no podria concebirse sin materiales con las propiedades que poseen los plasticos
que actualmente se utilizan, ya que gran parte de la cotideanidad necesita de productos
0 herramientas que utilizan estos materiales. Esto ultimo ha sido evidenciado ain mas
luego de la pandemia de COVID-19, en la que el consumo de productos plasticos
disefiados para proteger la salud publica se hizo evidentemente necesaria y efectiva.
(Rai y col., 2022).
Debido a lo anterior, se ha estimulado la busqueda de materiales alternativos que
puedan sustituir las funciones de aquellos que son actualmente utilizados y que posean
un menor impacto socioambiental (Zhao y col., 2022). Dentro de estas alternativas, los
biopolimeros han adquirido gran relevancia, tanto como sustituto de materiales
tradicionales como también para fabricar nuevos materiales (Udayakumar y col.,
2021).
Los biopolimeros son entendidos como polimeros de origen natural (Pino-Ramos y
col., 2018) y dentro de ellos, los materiales provenientes de artropodos y, dentro de
esta categoria, de insectos han sido ampliamente estudiados (Sutherland y col., 2010;
Schroeder y col., 2018). Un ejemplo de biopolimero es el caso del quitosano, el cual
proviene de la quitina que corresponde al principal componente del exoesqueleto de
los artrépodos. El quitosano es ampliamente estudiado por sus propiedades mecanicas,
antimicrobianas y biocompatibles para el desarrollo de materiales usados en medicina
regenerativa, encapsulamiento de drogas, empaques de comida y biorremediacion.
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(Ding y col., 2020). Otro ejemplo de biopolimero de importancia corresponde al
alginato, el cual es un material obtenido de algas con la capacidad de formar hidrogeles
biocompatibles capaces de encapsular drogas, entre otras aplicaciones (Lee &
Mooney, 2012).

Ambos ejemplos expuestos anteriormente corresponden a dos de los mas estudiados
en Chile (Bernabé y col., 2020, Caballero y col., 2021), ya que se pretende aprovechar
la biodiversidad presente en el pais. Dado este contexto, este trabajo tiene como
objetivo contribuir al estudio de materiales provenientes de insectos, destacando el
potencial y la necesidad del estudio de materiales provenientes de insectos nativos de
Chile.

Plodia interpunctella corresponde a una especie de microlepidoptero cosmopolita
comunmente conocida como la “polilla india de la harina”, capaz de adaptarse a gran
cantidad de ambientes y, por ello, constituye una de las mayores plagas de granos a
nivel mundial (Mohandass y col., 2007). El estadio larval de P. interpunctella secreta
una seda que ha sido estudiada como potencial biomaterial con aplicaciones
anticancerigenas (Milutinovic y col., 2020) y antimicrobianas (Stefanovic y col.,
2020). Sin embargo, a pesar del creciente interés por la seda de P. interpunctella, se
sabe muy poco acerca de las propiedades superficiales que esta y sus extractos poseen
y de la relacion fisicoquimica de la superficie con sus propiedades biotecnoldgicas,
para las cuales entender el fendbmeno a nivel de interfaz resulta fundamental (Park &
Seo, 2011).

Por otro lado, en Chile se encuentra Rachiptera limbata una especie de diptero de la
familia Tephritidae de amplia distribucion latitudinal y altitudinal (Aljaroy col., 1984).
R. limbata corresponde a un insecto agallador que asocia su ciclo de vida al arbusto
Baccharis linearis en cuyos meristemas apicales se desarrolla el estadio larval de la
mosca. Durante este periodo, la larva secreta un material desconocido blanco, viscoso

7
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y pegajoso que forma la cecidia (o agalla) y que al contacto con el aire se seca y
mantiene una forma globosa (Léniz, 2017). Al ser desconocido, presenta un gran

potencial para el estudio de sus propiedades como material de origen natural.

Figura 1. Fotografias de los modelos de insectos. Izquierda: Adulto de Plodia interpunctella

(Vuijlsteke, 2022), Derecha: Adulto de Rachiptera limbata (Segura, 2017)
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Objetivos
Objetivo general:
Obtener y caracterizar macromoléculas de origen natural proveniente de dos especies
de insectos.
Obijetivos especificos:
Analizar las propiedades fisicoquimicas de la superficie de las peliculas en base a seda
y extractos de seda de P. interpunctella
Identificar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas del material que compone la

cecidia de R. limbata.
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Materiales y Métodos:

Limpieza de material

Tanto la seda de P. interpunctella como la cecidia de R. limbata fueron sometidas a
una limpieza exhaustiva mediante el uso de pinzas y pinceles finos con el fin de
remover cualquier contaminante visible como polvo, harina, heces o material vegetal.

Obtencién de extractos

Un g de seda de P. interpunctella se mantuvo con agitacion en 100 mL de cada uno de
los solventes (acetona y acetato de etilo) por 72 h. Luego de esto se filtrd y dializo el
contenido resultante, para finalmente liofilizar el solvente y obtener el extracto
(Stefanovic y col., 2020).

Titulacion potenciométrica

Se realizaron titulaciones potenciométricas haciendo uso de un pH-metro Orion
Research Expandable lon Analyzer EA 940. Luego de obtenidos los datos, se obtuvo
el punto isoeléctrico utilizando la siguiente ecuacion:

1
pl = 2 (pKi + pK;) 1)

Ensayos de solubilidad

Para determinar la solubilidad tanto de la seda de P. interpunctella como para la cecidia
de R. limbata se obtuvieron 10 mg de cada material y extracto, se introdujeron en tubos
de ensayo con tapa y se le adicionaron 10 mL de una amplia gama de solventes a cada
uno de los tubos. Los tubos se mantuvieron cerrados y sellados con parafilm para evitar
la evaporacion del solvente.

Ensayos de superficie

Mediante el corte con un lapiz de punta de diamante, se obtuvieron placas de silicon
wafer de 1 cm x 1 cm, las cuales fueron sometidas a un proceso de lavado oxidativo
de la superficie. En 60 mL de agua desionizada a 80°C se afiadieron 10 mL de

amoniaco 25% y agua oxigenada 25%, inmediatamente después, se sumergieron las
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placas de silicon wafer y se mantuvo la temperatura a 60° C por 30 minutos. Luego de
este tiempo, las placas se sumergieron una vez en 3 vasos precipitados con agua
desionizada para luego ser secadas con nitrégeno.

Posteriormente se recubrieron mediante tratamiento con APTES. Las placas fueron
sumergidas en 70 mL de tolueno a 60° C al cual se le agregaron 700 uL de APTES
(1% del volumen total) y se mantuvo en estas condiciones por 4 minutos. Luego de
este periodo de tiempo, las placas se sumergieron 1 vez en 3 vasos precipitados con
tolueno para posteriormente ser nuevamente secadas con nitrégeno.

Luego, los materiales a evaluar se solubilizaron y se adhirieron a la superficie mediante
spin coating a 8000 rpm (Orava y col., 2014)

El estado de la superficie luego de cada paso fue monitoreado mediante elipsometria,
obteniendo el espesor de las capas. (Li y col., 2021)

Evaluacion del angulo de contacto

Luego de obtenidas las superficies con el material, se realizaron ensayos de angulo de
contacto mediante el aparato Drop Shape Analyzer DSA25S, KRUSS controlado por
el software ADVANCE (KRUSS). Se utiliz6 el método de gota sésil, depositando una
gota de 2 L en la superficie. (Tamayo y col., 2022)

Espectro infrarrojo

Se evalué el espectro infrarrojo de los distintos materiales en solucion y en sélido en
el caso del extracto de tela en acetato de etilo y en el caso de la cecidia. Esto se realizé
utilizando el equipo Shimadzu QATR-S y manejado con el software LabSolutionsIR.
(Tamayo y col., 2022)

Resonancia magnética nuclear

Se solubilizaron 80 mg, 60 mg, 40 mg, 20 mg y 10 mg de muestra en 1 mL de DMSO

deuterado en viales de 1,5 mL, luego de solubilizadas, fueron traspasadas a tubos de

11
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RMN para obtener los espectros correspondientes (Agarwal y col., 2018). Este ensayo
s6lo se llevo a cabo con la cecidia de R. limbata.

Ensayo de Bradford

Utilizando una pipeta Pasteur, se afiadieron 3 gotas de Reactivo de Bradford a un tubo
de ensayo conteniendo 10 mg de cecidia limpia con el objetivo de identificar la
presencia de proteinas. (Bradford, 1976)

Ensayo de Benedict

Mediante una pipeta Pasteur, se afiadieron 3 gotas de Reactivo de Benedict a un tubo
de ensayo con 10 mg de cecidia para determinacion de azlcares reductoras (Sahayaraj
y col., 2021)

Ensayo de Lugol

Se afadieron 3 gotas de lugol para determinacion de la presencia de polisacaridos
(Sahayaraj y col., 2021)

Ensayos antibacterianos

Preindculos de E. coli MG 1655 y B. subtilis DSM 10 fueron cultivados en medio Luria
Bertani (LB) a 37°C por 16 horas. EI cultivo resultante fue posteriormente transferido
a medio LB fresco y estandarizado a 10® UFC/mL midiendo la densidad éptica (D.O.)
a 600 nm. Luego, 40 pL de este indculo fueron depositados en la superficie de las
placas de silicon wafer previamente tratadas con las muestras e incubadas por 24 horas
a 37°C. Posteriormente, las placas se lavaron sumergiéndolas 4 veces en 10 mL de
solucion de arrastre (0,88% NaCl y 1% Tween 80). Posteriormente 40 pL de la
solucion utilizada para lavar se transfirieron a una placa de Petri con medio LB-agar e

incubadas a 37°C por 16 h. Finalmente, se realiz6 el conteo de UFC.

12
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Resultados:

1.- Plodia Interpunctella

El ensayo de solubilidad que se observa en la Tabla 1, muestra que la seda es insoluble

en todos los solventes utilizados, lo cual corrobora reportes anteriores. (Stefanovic y

col., 2020)

Tabla 1. Ensayos de solubilidad de la seda de Plodia

Interpunctella

Solvente Constante dieléctrica  Solubilidad
Agua (pH=7) 80 (-)
Dimetilsulfoxido 46,7 (-)
Dimetilformamida 38,3 (-)
Acetonitrilo 37,5 (-)
Metanol 33 (-)
Etanol 24 (-)
Acetona 21 (-)
Diclorometano 91 (-)
Tetrahidrofurano 7,5 (-)
Acetato de etilo 6 (-)
Cloroformo 4,8 (-)
Benceno 2,3 (-)
Hexano 1,9 (-)
(-)

*

Eter de petroleo

La titulacion potenciométrica realizada (Figura 2) permitio observar 2 pK, por lo que

es posible interpretar que esta macromolécula presenta un grupo amino y un grupo

carboxilo libre, con valores de pKa 1 aproximado de 1,5y un pKa 2 aproximado de

13,5. Utilizando la ecuacion (1) se obtuvo un pl de 7,5.

pH
n

Volumen NaOH 0,1 M (mL)

Figura 2. Titulacion potenciométrica de la seda de Plodia interpunctella.
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Para analizar la superficie de la seda cruda, al ser insoluble, se opt6 por utilizar una
cinta de doble contacto para adherir la seda a la placa de “silicon wafer” y de esta
forma obtener una superficie lo suficientemente uniforme para llevar a cabo los
ensayos de angulo de contacto. El espesor de esta capa no pudo ser evaluada mediante

elipsometria debido a la rugosidad de la seda. El analisis de angulo de contacto fue

realizado por triplicado.

Figura 3. Iméagenes del analisis del &ngulo de contacto de la seda de P. interpunctella. Fila A:
angulo de avance con agua. Fila B: angulo de retroceso con agua. Fila C: dngulo de contacto

con dimetilformamida. Fila D: angulo de contacto con diiodometano.

A pesar de que la seda resulto insoluble, se evaluaron las caracteristicas de la superficie
obtenida mediante “spin coating” utilizando agua como solvente, con el fin de observar
si existia un cambio significativo entre ésta y las propiedades que presentaba la
superficie de la seda cruda. Esta muestra se denominé “Spin-Plodia” y se realizé por

triplicado.
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Figura 4. Imagenes del analisis del angulo de contacto de “Spin-Plodia”. Fila A: Angulo de

avance. Fila B: angulo de retroceso. Fila C: Angulo de contacto con dimetilformamida. Fila

D: Angulo de contacto con diiodometano.

Con el angulo obtenido en cada uno de los andlisis presentados en la Figura 3 y la
Figura 4, se obtuvieron los datos de la Tabla 2. En esta se puede evidenciar que la seda
cruda presenta una mayor homogeneidad en su superficie en comparaciéon a la
superficie obtenida de aquello que logré disolverse en agua. Junto a esto, se observa
que la energia libre superficial de la seda cruda es significativamente mayor a la
presentada por la muestra “Spin-Plodia”, lo que permite interpretar que las
interacciones entre las moléculas de la seda son més fuertes que aquellas presentadas

por la muestra “Spin Plodia”.
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Tabla 2. Histéresis y energia superficial de la tela de Plodia interpunctella

ELS OW [mN/m]

Sustrato Histéresis ELS Dispersa Polar
Plodia 1 22,02 43,88 42 1,88
Plodia 2 17,16 53,46 44,11 9,35
Plodia 3 19,84 44,12 37,62 6,5
Spin-Plodia 1 29,54 33,18 32,54 0,64
Spin-Plodia 2 27,04 36,45 33,58 2,87
Spin-Plodia 3 27,04 3511 34,75 0,36

Adicionalmente, se obtuvo el espectro infrarrojo (Figura 5) de la seda limpia. Los
resultados indican lo esperado para una proteina, presentando una zona en donde
aparecen aminas con carga, ademas de una sefial muy intensa para el grupo carbonilo.
Este Gltimo podria estar formando un carbonilo aromatico. Ademas, se observé una
sefial que indica presencia de alquinos y una que podria indicar la presencia de un

halogenuro, en particular de la presencia de yodo.
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Figura 5. Espectro infrarrojo obtenido para la seda de P. interpunctella con indicaciones de la

interpretacion del espectro.
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1.a- Extracto en acetona

Para el extracto de seda de P. interpunctella obtenido mediante solubilizacién en
acetona no fue posible realizar analisis de solubilidad, ya que el extracto obtenido fue
minimo, por lo que se optd por resolubilizarla en acetona con el objetivo de continuar
con la evaluacién del espectro IR y los ensayos de caracterizacion superficial por
triplicado.

El anélisis del espectro infrarrojo que se muestra en la Figura 6 se puede observar el
mismo pico asociado a un grupo carbonilo observado en el espectro de la Figura 5. Sin
embargo, presenta diferencias significativas, ya que no presenta presencia de grupo
amino ni halogenuro, pero si presenta un grupo nitro y un grupo carboxilo que podria

ser alifatico o aromatico.
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Figura 6. Espectro infrarrojo obtenido para el extracto de seda de P. interpunctella en acetona

con indicaciones de la interpretacion del espectro.

Los analisis de superficie del extracto en acetona que se muestran en la Figura 7 y en

la Tabla 4, indican que este extracto, en general, posee mayor homogeneidad y
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ligeramente menor energia libre de superficie que la seda cruda. Sin embargo, se

destaca el hecho de que, en uno de los triplicados, ambos pardmetros difieren mucho

con el resto, lo que ademas se correlaciona con presentar una mayor componente polar.

Figura 7. Iméagenes del analisis del angulo de contacto del extracto de seda en acetona. Fila
A: Angulo de avance. Fila B: Angulo de retroceso. Fila C: Angulo de contacto con

dimetilformamida. Fila D: Angulo de contacto con diiodometano.

Tabla 3. Histéresis y energia superficial del extracto de tela de
Plodia interpunctella en acetona

ELS OW [mN/m]
Sustrato Histéresis ELS Dispersa  Polar
Ext. Acetona 1 35,29 47,24 28,84 18,4
Ext. Acetona 2 10,77 39,16 35,88 3,18
Ext. Acetona 3 13,03 39,22 34,81 4.41

Los resultados de la actividad antibacterial de superficie indicaron que este extracto
pierde en gran parte sus propiedades bactericidas al estar adherida a la superficie. A
pesar de que en algunos casos si presentd inhibicion del crecimiento, en 2 de los

triplicados no se presento inhibicion.
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Tabla 4. Conteo de UFC en placas con extracto de seda en

acetona

Bacteria Placa UFC UFC/mL

E. coli MG 1655 Control 49 1,23-10*
Ext. Acetona 1 131 3,28-10*
Ext. Acetona 2 643  1,61-10°
Ext. Acetona 3 1 2,50-10°

B. subtilis DSM 10 Control 1 2,50-10?
Ext. Acetona 1 8  2,00-10°
Ext. Acetona 2 2 5,00-10
Ext. Acetona 3 0 0

S. aureus DSM 20231 Control 557  1,39:-10°
Ext. Acetona 1 664  1,66-10°
Ext. Acetona 2 1303  3,26-10°
Ext. Acetona 3 25,0010
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1.b- Extracto en acetato de etilo

A diferencia del extracto en acetona, para el extracto de acetato de etilo se obtuvo una
gran cantidad de extracto sélido, por lo que fue posible realizar los ensayos de
solubilidad cuyos resultados se muestran en la Tabla 5. Se obtuvo que este extracto es
soluble en una variada cantidad de solventes cuya constante dieléctrica es mayor a
7,58, sin embargo, no en todos ellos fue soluble. Esto indica que el extracto tiene una

composicién compleja con mayor cantidad de componentes polares.

Tabla 5. Ensayos de solubilidad para el extracto de seda de P.
interpunctella en acetato de etilo

Solvente Cte dieléctrica Solubilidad
Agua desionizada (pH=7) 80,1 (+)
DMSO 46,7 (+)
Acetonitrilo 37,5 ¢)
Dimetilformamida 36,7 )
Metanol 32,7 (+)
Etanolamina 30,83 (+)
Etanol 24,5 (+)
Propanol 21,8 (+)
Acetona 20,7 )
Diclorometano 8,93 )
Decanol 8 )
THF 7,58 (+)
Cloroformo 4,81 )
Eter etilico 43 )
Tolueno 2,38 )
Benceno 2,27 )
Hexano 2,02 )
n-Pentano 1,84 )
Eter de petréleo * )

Al realizar el analisis del espectro IR (Figura 8), se observa un patron diferente tanto
para la seda cruda como para el extracto en acetona. En este caso si es posible observar
un posible halogenuro, ademéas de un grupo carboxilo, un grupo alcohol y

posiblemente un grupo nitro.
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Figura 8. Espectro infrarrojo obtenido para el extracto de seda de P. interpunctella en acetato

de etilo con indicaciones de la interpretacion del espectro.

El extracto se solubiliz6 en acetato de etilo nuevamente para adherirlo a la superficie
de la placa de “silicon wafer” mediante “spin coating” y proceder con los ensayos de
superficie por triplicado.

En la Figura 9 y en la Tabla 6 se observa que este extracto presentd una mayor
homogeneidad en su superficie y una mayor energia libre superficial en comparacion
a la seda cruda y al extracto de acetona. Se destaca la gran cantidad de componente
dispersa y la gran cantidad de componente polar, lo cual puede estar dado por los
grupos funcionales que poseen oxigeno. Esto lo diferencia mucho con las anteriores

superficies evaluadas.
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Figura 9. Imagenes del analisis del angulo de contacto del extracto de seda en acetato de etilo.
Fila A: Angulo de avance. Fila B: Angulo de retroceso. Fila C: Angulo de contacto con

dimetilformamida. Fila D: Angulo de contacto con diiodometano.

Tabla 6. Histéresis y energia superficial del extracto de tela de Plodia
interpunctella en acetato de etilo

ELS OW [mN/m]
Sustrato Histéresis ELS Dispersa Polar
Ext. Acetato de etilo 1 18,62 50,97 39,56 11,42
Ext. Acetato de etilo 2 20,8 50,9 37,58 13,32
Ext. Acetato de etilo 3 18,18 48,11 34,12 13,99

Al realizar los analisis antibacterianos (Tabla 7) se pudo observar que, a diferencia del
extracto anterior, este extracto conserva de mejor manera su actividad antimicrobiana.

Sin embargo, no presenta un comportamiento homogeneo.
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Tabla 7. Conteo de UFC en placas con extracto de seda en
acetato de etilo

Bacteria Placa UFC UFC/mL
E. coli MG 1655 Control 49 1,23-10*
Ext. Acet. Et. 1 44  1,10-10*
Ext. Acet. Et. 2 31 7,75-10°
Ext. Acet. Et. 3 2  500-10?
B. subtilis DSM 10 Control 1 2,50-10?
Ext. Acet. Et. 1 0 0
Ext. Acet. Et. 2 16  4,00-10°
Ext. Acet. Et. 3 19  4,75-10°
S. aureus DSM 20231 Control 557 1,39-10°
Ext. Acet. Et. 1 237  5,93.10*
Ext. Acet. Et. 2 213 5,33.10*
Ext. Acet. Et. 3 516 1,29-10°

2.- Rachiptera limbata

Posterior a la limpieza de la cecidia de R. limbata, se procedio a realizar los ensayos
de solubilidad del material cuyos resultados se muestran en la Tabla 8. Se obtuvo que
la cecidia es soluble en DMSO y en etanolamina, sin embargo, en este ultimo, la

solubilizacion fue mucho menos eficiente y, por lo tanto, tom6 mucho més tiempo.

Tabla 8. Ensayos de solubilidad de la cecidia de R. limbata

Solvente Constante dieléctrica  Solubilidad
Agua desionizada (pH=7) 80,1 )
DMSO 46,7 +)
Acetonitrilo 37,5 )
Dimetilformamida 36,7 )
Metanol 32,7 )
Etanolamina 30,83 (+)
Etanol 24,5 )
Propanol 21,8 )
Acetona 20,7 )
Diclorometano 8,93 )
Decanol 8 )
THF 7,58 )
Cloroformo 4,81 )
Eter etilico 43 ()
Tolueno 2,38 )
Benceno 2,27 )
Hexano 2,02 )
n-Pentano 1,84 )
Eter de petréleo * ()
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La titulacion potenciométrica realizada para la cecidia de R. limbata se muestra en la
Figura 10. En esta se puede observar que el material presenta dos pKa: pKa 1= 2,8y

pKa 2 = 12. Con esta informacion, utilizando la ecuacién (1) se obtuvo un pl = 7,4.
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Figura 10. Gréfico obtenido de la titulacion potenciométrica de la cecidia de R. limbata.

Los resultados de los analisis cualitativos y de prueba de respuesta al fuego se muestran
en la Tabla 9 y en la Figura 11 respectivamente. El ensayo de Benedict permitid
observar que el material de la cecidia contiene azlcares reductores, el ensayo de lugol
indicoé que estos azucares no correspondian a un polisacarido lineal y finalmente el
reactivo de Bradford mostrd una coloracién azulada que indico la presencia de
proteinas, por lo que estos ensayos indican que la cecidia estd compuesta por una
glicoproteina.

La prueba de respuesta al fuego mostré que este material posee una alta resistencia al
fuego. Si bien la cara expuesta a la llama comenz6 a carbonizarse, la cara posterior

mostré un minimo cambio en la coloracion de la cecidia.
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Tabla 9. Resultados de ensayos cualitativos
de la cecidia de R. limbata

Ensayo Resultado
Lugol )
Benedict (+)
Bradford (+)

Figura 11. Fotos del trozo de cecidia sometida a la prueba de respuesta al fuego. A. Trozo de
cecidia previo a la prueba. B. Cara expuesta a la llama. C. Cara posterior, no expuesta a la
Ilama.

Los resultados obtenidos para el analisis termogravimétrico (Figura 12) sugieren que

aproximadamente un 20% de la masa total de la cecidia corresponde a moléculas de

agua y que a mayores temperaturas se comienzan a degradar otras moléculas.
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Figura 12. Andlisis termogravimétrico de la cecidia de R. limbata. lzquierda: analisis en

porcentaje de masa inicial. Derecha: Derivada del grafico de la derecha.
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El andlisis del espectro IR de la cecidia se realiz6 tanto en solido (Figura 13) como
disuelta en DMSO (Figura 14). A pesar de presentar mucho ruido, en ambos se
observan patrones que corresponden con un grupo alcohol y un grupo amina, sin
embargo, en el espectro obtenido con la cecidia disuelta se observa ademas un pico

correspondiente a un grupo carbonilo.
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Figura 13. Espectro infrarrojo obtenido para la cecidia solida de R. limbata con indicaciones

de la interpretacion del espectro.
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Figura 14. Espectro infrarrojo obtenido para la cecidia de R. limbata disuelta en DMSO con

indicaciones de la interpretacion del espectro.
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Para la obtencion del patron de RMN (Figura 15) se solubilizé la cecidia en DMSO
deuterado. El patron obtenido presenta un gran y Unico pico que indica la presencia de

grupos hidroxilo, incluyendo alcoholes y acidos carboxilicos.
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Figura 15. Espectro RMN H! obtenido para la cecidia de R. limbata en DMSO-d6.

Los analisis de superficie para angulo de contacto de la cecidia de R. limbata no
pudieron llevarse a cabo debido a que absorbe agua muy rapidamente, a pesar de no
ser soluble en ella. Por esta razon, los analisis obtenidos se llevaron a cabo luego de
solubilizar la cecidia en DMSO y adherirla a la superficie de “silicon wafer” mediante
“spin coating”. Estos analisis se realizaron por triplicado.

En la Figura 16 y en la Tabla 10 se puede observar que la cecidia solubilizada en DMSO
posee una alta homogeneidad en su superficie, a la vez que posee una alta energia libre
superficial. Ademas, se puede observar que la componente polar es aproximadamente

la mitad de la componente dispersa.
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Figura 16. Imagenes del analisis del angulo de contacto de la cecidia solubilizada en DMSO.

Fila A: angulo de avance, fila B: angulo de retroceso, fila C: angulo de contacto con

dimetilformamida, fila D: 4ngulo de contacto con diiodometano.

Tabla 10. Histéresis y energia superficial de cecidia de Rachiptera
limbata solubilizada en DMSO

ELS OW [mN/m]
Sustrato Histéresis ELS Dispersa  Polar
Cecidia en DMSO 1 14,54 46,2 30,91 15,29
Cecidia en DMSO 2 16,77 44,45 27,56 16,89
Cecidia en DMSO 3 15,64 49,97 32,83 17,14

Para llevar a cabo los analisis antibacterianos, se utilizaron como control las placas de
“silicon wafer” sin ningun tratamiento. Los resultados que se obtuvieron se muestran
en la Tabla 11. En el caso de la cecidia disuelta se observé que tanto para la cepa de
E. coli y para la de B. subtilis, la superficie pareciera promover el crecimiento

bacteriano. Sin embargo, para S. aureus si indica inhibicion de crecimiento.
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Interesantemente, para todas las placas en cuya superficie se encontraba el material de

la cecidia cruda, no hubo crecimiento de bacterias.

Tabla 11. Conteo de UFC en placas con cecidia en DMSO y con

cecidia cruda

Bacteria Placa UFC UFC/mL
E. coli MG 1655 Control 49  1,23.10*
Cecidia en DMSO 1 798  2,00-10°
Cecidiaen DMSO 2 1063  2,66-10°
Cecidiaen DMSO 3 2400 6,00-10°
Cecidia cruda 1 0 0
Cecidia cruda 2 0 0
Cecidia cruda 3 0 0
B. subtilis DSM 10 Control 1 2,50-10?
Cecidiaen DMSO 1 12 3,00-10°
Cecidia en DMSO 2 8 2,00-10°
Cecidia en DMSO 3 7  1,75-10°
Cecidia cruda 1 0 0
Cecidia cruda 2 0 0
Cecidia cruda 3 0 0
S. aureus DSM 20231 Control 557  1,39-10°
Cecidia en DMSO 1 111 2,78-10*
Cecidia en DMSO 2 67 1,68-10*
Cecidia en DMSO 3 2  500-10°
Cecidia cruda 1 0 0
Cecidia cruda 2 0 0
Cecidia cruda 3 0 0
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Discusion
Los resultados obtenidos de los experimentos con seda de P. interpunctella indican
que esta seda esta constituida por proteinas, como se ha reportado anteriormente para
otras especies de lepiddpteros (Sutherland y col., 2010) La gran mayoria de los estudios
de seda han sido llevados a cabo en Bombyx mori, conocido como el gusano de la seda,
con el que se fabrican diferentes telas de amplio uso. Por esta razén, las proteinas que
la componen han sido ampliamente estudiadas y es posible hacer una comparacion con
la seda de P. interpunctella con ciertas limitaciones. Ha sido ampliamente reportado
que la seda de B. mori esta constituida por dos tipos de proteinas principales: fibroina
y sericina, ademas de la glicoproteina P25 (Rockwood y col., 2011). La fibroina es el
componente estructural que forma una fibra como tal y es el componente insoluble de
la seda, mientras que la sericina corresponde a aquella que forma una matriz que une
varias fibroinas en una fibra mas gruesa o le confiere propiedades adhesivas (Cao &
Zhang., 2016).
La seda de P. interpunctella puede estar formada principalmente por proteinas
similares a las anteriormente mencionadas, ya que se considera cierta homologia entre
sedas cuando se producen en el mismo tipo de 6rgano y en la misma posicion
(Sutherland y col., 2010). Desde este supuesto se evaluaran los resultados obtenidos.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que para que distintos aminoacidos o proteinas
posean cierta funcion, deben tener una secuencia que les permita realizarla. Esto es
importante ya que es sabido que la secuencia de proteinas o aminoacidos de un material
denominado de la misma manera depende de la especie. (Sutherland y col., 2010)
Los ensayos de superficie de la seda de P. interpunctella mostraron una alta
hidrofobicidad, concordando con la descripcion de otras sedas y con la composicion

esperada. Presenta una histéresis baja, indicando una topografia y composicion
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quimica homogénea en su superficie, ademéas de una energia libre superficial alta, lo
que indica que existen interacciones intermoleculares fuertes.

Como se menciond anteriormente, la fibroina es insoluble, por lo tanto, los
componentes extraidos no pueden provenir de esta fuente. Es decir, los extractos de
seda evaluados podrian corresponder a componentes de sericina y de P25. La sericina
esta mayoritariamente compuesta por serina, siendo aproximadamente un 30% de su
masa, por lo tanto, es probable que la actividad de sus extractos se deba a la accion de
esta, ademas de los deméas aminoacidos que la componen.

Es probable que al someter la seda de P. interpunctella a extraccion, algin elemento
esté reaccionando de forma ineficiente con el solvente, ya que en ambos extractos el
analisis IR mostro la presencia de un grupo nitro que no esta presente en aminoacidos.
En superficie, “Spin Plodia” y el extracto en acetona mostraron un comportamiento
similar. Sin embargo, “Spin Plodia” presenta una mayor histéresis, indicando la
presencia de varios tipos distintos de grupos quimicos en su superficie v,
probablemente, una topografia irregular. Esto es acompafado por una baja energia
libre superficial, ya que, al tener tantos grupos distintos, la interaccion entre ellos se
ve redistribuida y probablemente existe una mayor interaccion con la interface gaseosa
con la que la superficie esta en contacto. Por el contrario, el extracto en acetona
presentd una menor histéresis y una energia libre superficial alta. Sin embargo, tal
como se menciond anteriormente, uno de los triplicados obtuvo una diferencia
significativa tanto en histéresis como en energia libre superficial, por lo que, para poder
estar seguros de los resultados, se deben realizar méas repeticiones del experimento.
Los resultados obtenidos para la caracterizacion de la cecidia de R. limbata indican
que al menos uno de sus principales componentes corresponde a una 0 Mas

glicoproteinas, descartandose totalmente la presencia de un polisacérido lineal. Se
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proponen realizar mas ensayos cualitativos que incluyan detectar la presencia de
actividad enzimatica.enzimas.

Los espectros IR obtenidos muestran grupos tipicos de una proteina y de azlcares, en
concordancia con los ensayos cualitativos.

Tanto de forma empirica como en el anélisis TGA, se observa que el material que
compone la cecidia retiene agua. Esta cualidad es la que pudo haber afectado la
medicién en el analisis de RMN, ya que no muestra ningin grupo mas ademas de una
gran sefial de hidroxilo. Esto pudo haber sucedido debido a que la muestra utilizada no
fue deshidratada antes de solubilizar, impidiendo asi diferenciar otras sefiales. Por esta
razon, es necesario realizar nuevos analisis de este tipo creando un protocolo que
utilice la informacion de TGA obtenido para poder deshidratar la cecidia sin afectar su
composicion. Respecto al analisis de TGA, se propone volver a realizarlo en un equipo
especializado, ya que el realizado en este trabajo acumula mucho error al tener la
balanza y la placa calefactora en dos equipos separados, ademas de que de esta forma
se podran evaluar distintos componentes como carbohidratos y proteinas que se
degradan a mayores temperaturas (Kohata y col., 1993)

Las propiedades superficiales observadas para la cecidia soluble en DMSO indican
una histéresis baja, a pesar de estar compuesta tanto por componentes dispersas y
polares significativas. Esto indica una alta homogeneidad no s6lo quimica sino
también topografica en la superficie. Estos datos fueron acompafiados de una alta
energia libre superficial.

Como se habia mencionado previamente, las propiedades superficiales de la cecidia
cruda no pudieron ser evaluadas debido a su alta capacidad de absorber agua,
hidratdndose rapidamente, lo que hacia desaparecer la gota.

Finalmente, los analisis antibacterianos mostraron un comportamiento contrario a lo
descrito anteriormtente, ademas de no ser un comportamiento homogeéneo.
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Practicamente ninguna superficie con extracto en acetona inhibié el crecimiento
bacteriano, con algunas excepciones. El extracto en acetato de etilo también presento
un comportamiento no consistente, sin embargo, mostré mayor actividad bactericida.
Estos resultados podrian explicarse en el caso de que los componentes simplemente
perdieran sus propiedades bactericidas al estar adheridas a una superficie, teniendo que
interactuar mas libremente con las bacterias en solucién. Ademas de esta posibilidad,
también es posible que existan otras variables que estén afectando la actividad
antibacterial, como por ejemplo el método de extraccion (Chlapanidas y col., 2013), la
degradacion en el tiempo, el espesor de la capa superficial y la desecacion. Esta ultima
puede estar afectando a las muestras mas antiguas que se almacenaron en desecadoras.
Para una mejor observacion de los datos obtenidos, en la Figura 17 se presentan las
muestras que tuvieron actividad bactericida para cada bacteria utilizada.

Il E. coli MG 1655
Il B. subtilis DSM 10
[ s. aureus DSM 20231

100

80 S

60 —

% Inhibicion de crecimiento

20+

0 I ! I
Control Ext acet et

I
Cecidia en DMSO  Cecidia cruda

Figura 17. Promedio de inhibicion de crecimiento de cada muestra para cada bacteria.

Se puede observar que E. coli MG 1655 y S. aureus DSM 20231 fueron mas

susceptibles a la actividad bactericida del extracto en acetato de etilo. Paralelamente,
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en términos generales, la superficie con cecidia de R. limbata solubilizada en DMSO
inhibi6 solamente el crecimiento de S. aureus de manera considerable. En el resto de
las muestras no se observé inhibicion alguna, por el contrario, esta superficie pareciera
promover el crecimiento bacteriano tanto en E. coli como en B. subtilis. Esto puede
deberse a que, al estar la glicoproteina disuelta, ésta probablemente se adhirié a la
superficie de forma desplegada. De esta forma, puede que las bacterias en su superficie
la hayan utilizado facilmente como fuente de carbono, tanto para una gram negativa
(E. coli) como para una gram positiva (B. subtilis). EI hecho de que se haya inhibido
el crecimiento de S. aureus, que también es una gram positiva, podria indicar una
interaccion mas especifica entre ésta y la superficie.
Interesantemente, en todas las muestras utilizando la cecidia cruda, es decir, sin ningan
tratamiento mas que la limpieza, hubo un 100% de inhibicion de las tres bacterias
utilizadas. Esto podria explicarse por la estructura que mantiene al no estar
solubilizada.
También es posible que no se hayan observado UFCs debido a que las bacterias hayan
sido retenidas fisicamente, de alguna manera, dentro de la cecidia. Sin embargo, esto
parece improbable ya que la solucidn de arrastre utilizada es una solucién acuosa y el
material se hidrata, por lo tanto, se hincha facilmente, de modo que se hubiesen
liberado suficientes bacterias para poder contabilizarlas.
Para analizar mejor el mecanismo de inhibicion de la cecidia cruda propongo observar
mediante microscopia electronica de barrido el estado de la superficie de las placas
con la cecidia cruda. Paralelamente se pueden realizar ensayos que permitan detectar
lisis celular, como, por ejemplo, un ensayo de presencia de ATP.
Finalmente, en términos generales es necesario repetir los ensayos antibacterianos de
todas las muestras, agregando variables como el método de extraccién y tiempo de
preparada la muestra. Ademas, se propone agregar de manera complementaria al
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protocolo de conteo de UFCs, mediciones de OD a 600 nm para comparar el entre

ambos el porcentaje de inhibicion obtenido.

Conclusiones

Se comprob6 que tanto los extractos de P. interpunctella y la cecidia de R. limbata
poseen caracteristicas que permiten proponer una potencial aplicacion biotecnoldgica.
A pesar de que se esperaba una mayor actividad bactericida, los extractos de seda
siguen teniendo potencial para ello. Ademas, se demostré que la cecidia esta formada
por una o mas glicoproteinas, y posee una alta capacidad antimicrobiana.

Los resultados de las muestras que, en vez de inhibir, promovieron significativamente
el crecimiento microbiano, también podrian tener un potencial biotecnoldgico en otras
areas en que sea esta la necesidad. Como ejemplo de esto Ultimo se propone la
biorremediacion mediada por microorganismos.

Finalmente, ya que las muestras estan evaluadas en superficie, todos los resultados

presentados pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos materiales.
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Figura A2. Curva de crecimiento B. subtilis DSM 10
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