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Resumen

La Brushita (CaHPO4+2H,0) es un mineral
perteneciente a la familia de los fosfatos. Su crecimiento
cristalino es laminar, pero en condiciones particulares
puede precipitar como esferas. La morfologia esférica
es de interés en la ingenieria biomédica para la
regeneracion de tejido 6seo. Se ha reportado la
produccion de Brushita esférica a partir de extractos
acuosos de salvado de trigo, aunque el uso de otros
precursores similares no ha sido explorado. Se
realizaron extracciones acuosas de derivados del trigo,
arroz, avena, linaza y quinoa. Mediante la adicion de
Ca? la biomineralizacion de Brushita ha sido inducida y
caracterizada  mediante  microscopia  dptica y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR). Las sefiales infrarrojas obtenidas sugieren que
el salvado arroz es viable como materia prima para la
produccion de particulas esféricas de Brushita.
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Abstract

Brushite (CaHPO42H,0) is a mineral from the
phosphate family. Its crystal growth occurs in sheets,
nevertheless it could precipitate as spherical particles.
This morphology is of great interest for biomedical
engineering due to its applications in bone tissue
regeneration. It has been reported the production of
spherical Brushite particles from wheat bran aqueous
extracts but, as the best of author's’ knowledge, no
similar precursors have been used with the same
purpose. In this study aqueous extracts from wheat, rice,
and oat bran, as well as quinoa and flax seeds and
wheat germ have been used to precipitate Brushite
through the addition of Ca? ions. Characterization was
performed via optical microscopy and Fourier transform
infrared spectroscopy (FT-IR). Results suggest that
wheat and rice bran can produce spherical Brushite
while other seeds and brans does no deliver adequate
morphology or Brushite at all.
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1. Introduccién

El descubrimiento de la agricultura es uno de los mas
grandes hitos por los que ha atravesado el Homo
sapiens (Harari, 2020). Sin embargo, incluso con lo
sofisticada y eficiente que se ha vuelto la industria
alimenticia actualmente se pierde cerca de un tercio
de la produccién global de alimentos anualmente, lo
que representa de 1.3 mil millones de toneladas. Uno
de los principales componentes de estas pérdidas son
los cereales, de los cuales el trigo, el arroz, la soya y
la quinoa son los principales contribuyentes (Rashwan
et al., 2023). Durante el procesamiento de ciertos
granos el salvado se acumula volviendo problematico
su manejo y disposicion. Se estima que anualmente
se produce mas de 150 millones de toneladas de
salvado de trigo (Prlckler et al., 2014) y 29 millones
de toneladas de salvado de arroz (Sharif et al., 2014).
Por sus componentes (proteinas, minerales,
carbohidratos y otros compuestos) el salvado puede
ser utilizado crudo o bien darle algun tipo de valor
agregado (Pastel, 2005; Balandran-Quintana et al.,
2015; Sharif et al., 2014). Dentro de sus aplicaciones
mas basicas se encuentra su uso como suplemento
nutricional por sus efectos antioxidantes (Tlais et al.,
2020) y de inhibicion enzimatica (Sahu et al., 2021),
ademas de servir como alimento en la ganaderia (Tan
et al., 2023) o piscicultura (Flefil et al., 2022). Por otro
lado, al ser sometido a algun proceso puede ser
usado para la produccién de bioetanol (Roukas &
Kotzekidou, 2022) o bioplastico (Alonso-Gonzalez et
al., 2021), asi como coadyuvar en el transporte de
compuestos activos en sistemas biolégicos (Zolgadri
at al.,, 2023) o en la remocién de metales pesados
(Madela, 2021).

Se ha encontrado que el extracto acuoso de salvado
de trigo, por su alta concentracién de acido fitico,
puede ser utilizado para la producciéon de Brushita
esférica (Zavala-Corrales et al., 2020), un mineral de
importancia en la ingenieria biomédica (Fuchs et al.,
2022). El acido fitico es un compuesto de
almacenamiento de fosforo presente en gran variedad
de semillas como la linaza o la quinoa (Kumar et al.
2021). Otros componentes detectados por Zavala-
Corrales (2020) en los extractos acuosos de salvado
de trigo incluyen péptidos que sirven como andamios
para la biomineralizacion del fosfato de calcio
(Carrefio-Marquez et al. 2023). Esto hace a las
semillas, en general, buenos candidatos para aportar
fosforo en cantidades suficientes para precipitar
fosfato de calcio. Debido a que los huesos estan
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formados en mas de dos terceras partes por fosfatos
(Michigami & Ozono, 2019), es un candidato perfecto
para ser utilizado como material de relleno (Demir-
Oguz et al., 2023). Las propiedades fisicoquimicas de
la Brushita la vuelven un material relativamente facil
de producir y adsorber en los tejidos, ademas de que
la morfologia esférica reduce la abrasion y el tiempo
de recuperacion (Moseke et al., 2012; Hlabse &
Walton, 1965). El presente estudio tiene como
objetivo explorar la viabilidad de los extractos acuosos
de otros salvados y semillas para determinar si estos
tienen la capacidad de formar este biomaterial.

2. Metodologia

Se obtuvieron extractos acuosos de salvado de trigo,
arroz y avena, semilla de quinoa y linaza, hojuela de
quinoa, linaza molida y germen de trigo. Estos
materiales en su conjunto en adelante seran referidos
como las materias primas. Estas se adquirieron de
fuentes comerciales minoristas como se declara en la
Tabla 1. Las extracciones acuosas se realizaron
partiendo de la metodologia propuesta por Zavala-
Corrales (2020) y mostrada en la Figura 1. El material
se cribé utilizando una malla U.S. Standar #40 (425
um) para eliminar la presencia de particulas
contaminantes. Posteriormente se lavé con agua
tridestilada en una relacion 1:10 (material:agua) y se
secd en un horno de conveccion Felisa FE291 a 4043
°C por 24 horas. La extraccion acuosa se realizé a
temperatura ambiente utilizando agitacién magnética
a 750 rpm por 3 horas en una placa de calentamiento
Corning PC-420D. La mezcla resultante fue filtrada
utilizando una tela de organza, donde el so6lido
retenido fue descartado. El extracto fue centrifugado
en una centrifuga Velab CVQ-4005 por 10 minutos a
805 xg a temperatura ambiente. El precipitado fue
descartado y al sobrenadante se le adicion6 una
solucién 0.75 M de cloruro de calcio (CaCly) en
proporcion 1:10 (sobrenadante: CaCly). La mezcla fue
incubada por 10 dias a 4 °C sin agitacion para
posteriormente separar el precipitado por decantacion
y secarlo a 40%3 °C por 24 horas.

El precipitado, de obtenerse, fue recuperado y su
morfologia analizada en un microscopio dptico Motic
EcoSeries. La identificacion del material se realizd
mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR) utilizando un equipo Thermo
Nicolete Nexus 670 desde los 600 a los 4000 cm! con
resolucion de 4 cm™ y velocidad de 0.6329 cm/s.
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Fig. 1. Pasos para la obtencién de precipitados a partir de extractos acuosos.

Tabla 1. Informacién de las materias primas utilizadas para las extracciones acuosas.

Materia prima Marca comercial Lote QOrigen
Salvado de trigo Maxilu 3223 México
Salvado de arroz Independiente - México
Salvado de avena RapiSalvado LSA090523 México
Hojuela de quinoa Okko Super Foods 010823/07 Pert

Quinoa entera Okko Super Foods 080823/44 Pert

Semilla de linaza Carepak SL5130923 México
Linaza molida Carepak LM5040923 México
Germen de trigo Maxilu 3323 México

3. Resultados y discusion

Los extractos retirados de la incubaciéon fueron
inspeccionados visualmente (Figura 2) en busca de
caracteristicas particulares. El extracto de semilla de
linaza y de linaza molida generaron soluciones de alta
viscosidad, mientras que el resto de los extractos
presentaron una viscosidad similar a la del agua.
Todos los extractos se decantaron y secaron. Solo los
extractos de salvado de trigo, salvado de arroz, hojuela
de quinoa y quinoa entera presentaron precipitados
(Tabla 2). El resto de los extractos fueron descartados.
En el caso se la semilla de linaza y la linaza molida, su
elevado contenido de lipidos y fibra dietética (Mueed et

al., 2022) dieron como resultado un extracto de alta
viscosidad, lo que impidié la eficiente extraccion y
posterior biomineralizacion.

Los materiales resultantes fueron observados en
microscopio Optico para determinar la morfologia del
precipitado. El salvado de trigo y el salvado de arroz
presentaron una mezcla de precipitados esféricos y
laminares (Figura 3a y 3b), mientras que los extractos
de quinoa produjeron material amorfo y viscoso (Figura
3cy d). El caso del salvado de trigo es congruente con
los resultados obtenidos de manera independiente por
Zavala-Corrales et al. (2020) y Carrefio-Marquez et al.
(2023), mientras que resultados similares no han sido
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reportados previamente con salvado de arroz. Los
diametros observados se encuentran en el rango de
los cientos de micrometros, 10 que es congruente con
tamafios de particula reportados previamente a partir
de diversos métodos de produccion de Brushita
esférica (Bohner et al. 2013). Si bien las dimensiones
de las esferas dependen directamente del método de
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sintesis utilizado, se ha observado que temperaturas
menores los diametros tienden a aumentar (Moseke et
al., 2012). Debido a que el presente trabajo es un
estudio exploratorio de la capacidad de produccion de
particulas esféricas de diversas fuentes, en el futuro se
requerira analizar a mayor detalle la distribucién de
tamafios producida por el salvado de arroz.

Tabla 2. Resultados de la precipitacién en los diferentes extractos acuosos y morfologia resultante.

Materia prima Precipitado | Morfologia
Salvado de trigo + Esférica y laminar
Salvado de arroz + Esférica y laminar
Salvado de avena - N/A

Hojuela de quinoa + Amorfo

Quinoa entera + Amorfo

Semilla de linaza - N/A

Linaza molida - N/A

Germen de trigo - N/A
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Salvado
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Salvado
de trigo

Hojuela
de quinoa

Rt

de avena
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&
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Fig. 2. Extractos acuosos obtenidos. La viscosidad alta se indica con un rombo rojo.

La caracterizacion por FT-IR de los precipitados
esféricos indican la formacién de una sola fase. En la
Figura 4 se aprecian algunos espectros obtenidos en el
rango de 700 a 3600 cm-', en los cuales se identifica el
material como fosfato de calcio dihidratado o Brushita.
Las sefales en infrarrojo de la Brushita estan bien
identificadas en la literatura, ya sea en muestras
obtenidas por precipitacién directa (Hirsch et al., 2014)
0 mediante biomieralizacion (Zavala-Corrales at al.,
2020; Carrefio-Marquez at al., 2023). Las vibraciones
de tension de las moléculas de agua fueron
identificadas en 3283 y 2924 c¢m-' mientras que su
tijereteo fue observado en 1649 cm (Seki et al,

2020). Las vibraciones de tension del enlace P=0O
fueron encontradas en 1133 y 1058 cm-' y su vibracién
de tijereteo fue ubicada en 1215 y 790 cm™ (Mevellec
et al., 2013). Sefales caracteristicas de los grupos
amino de proteinas y que aparecen entre de 1600 y
1650 cm-1 pueden estar traslapadas con sefales de la
Brushita (Barth, 2007) mientras que ofras
correspondientes a vibraciones C-H aparecen
aproximadamente en 2880 cm- (Nga et al., 2020).
Esto sugiere la presencia de péptidos o proteinas
asociadas a las particulas de Brushita; sin embargo,
esta hipdtesis requiere un andlisis protedmico
posterior.
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Fig. 3. Imagenes de microsoi oOptica. Extractos de: a) salvado de trigo, b) salvado de arroz, c) semilla de
quinoa y d) extracto de quinoa. Con flechas en a) y b) se indica la morfologia esférica de interés.
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Fig. 4. Vibraciones obtenidas por FT-IR de las particulas esféricas precipitadas.

Las semillas y sus derivados estan compuestos de analice (Wu et al., 2024; Copeland & McDonald, 1999).
proteinas, lipidos, carbohidratos, agua y otras Sin embargo, uno de los componentes que esta
biomoléculas. La composicidn especifica puede variary  presente de manera persistente es el acido fitico
es susceptible a factores como la estacidn de cosecha,  (CgH18024Ps). Este tiene una estructura particular que le
las condiciones de cultivo o la parte de la planta que se  permite ligarse con proteinas, carbohidratos o
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minerales, lo cual lo vuelve un importante antioxidante
para las plantas (Graf & Eaton, 1990). El rompimiento
del acido fitico por la accion de la enzima fitasa da
como resultado la liberacion de fosfatos (PO,*") (Gupta
et al. 2015). Este ion puede utilizarse, mediante la
adicion de calcio, para la biomineraliacion de Brushita
(Zavala-Corrales et al. 2020). Tanto el salvado de trigo
como el salvado de arroz poseen cantidades similares
de acido fitico (Gupta et al. 2015) lo que explica porque
sus extractos acuosos fueron capaces de precipitar
Brushita. Tanto en la quinoa (Valencia-Chamorro,
2016) como en la linaza (Oomah et al., 1996) la
cantidad de acido fitico es menor por lo que la
probabilidad de que formen Brushita también lo es.
Carrefio-Marquez et al. (2023) determinaron que la
presencia de ciertas proteinas o péptidos promueven la
produccion de particulas esféricas, su ausencia o baja
concentracion en otros tipos de extractos pudo impedir
su formacion. Esta hipotesis merece un minucioso
estudio protedémico posterior.

4. Conclusiones

La produccion de particulas esféricas de Brushita es
relevante para la biomedicina ya que estas poseen
atractivas caracteristicas como materiales de relleno
6seo. Si bien existen diversos métodos para su
produccién, el uso de extractos acuosos de diversos
subproductos  alimenticios recién esta  siendo
explorado. En el presente trabajo se observd por
primera vez la produccion de estas particulas esféricas
de Brushita a partir del salvado de arroz.

Dado que el salvado de arroz es uno de los principales
subproductos agroindustriales a nivel global, su
potencial insercién en la economia circular mediante su
uso para la creacion de materiales avanzados es
prometedora. En el caso del salvado de arroz se
requiere un estudio protedmico que determine si las
moléculas andamio que dan origen a la morfologia
esférica son iguales o similares a las del salvado de
trigo. Adicionalmente, se requiere optimizar las
condiciones de precipitacién y hacer un andlisis de la
distribucion de tamafio de particula.
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