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RESUMEN
En el presente trabajo se reporta la sintesis de nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) por el
método solvotermal y su incorporacibn en matrices esféricas y fibras de
guitosano/capsaicina, con su posterior estudio de liberacién. Las Cu-NPs fueron
sintetizadas por dos rutas, empleando etilenglicol como solvente y empleando
oleilamina a diferentes condiciones de temperatura y tiempo de sintesis, ademas se
caracterizaron por MET, UV-Vis e IRTF y presentaron un tamafo medio de 9 nm y
morfologia cubica. En segunda instancia, se extrajo capsaicina del aji rocoto (Capsicum
Pubescens) empleando el método Soxhlet. El extracto de capsaicina obtenido present6
un porcentaje de extraibles de 30,64 % y una concentracion de capsaicina de 2134 ppm
a partir de las semillas del aji rocoto. Como tercera fase, se incorporé las Cu-NPs y la
capsaicina en esferas y fibras por gelificacion i6nica y electrospinning, respectivamente.
Las esferas y fibras fueron caracterizados por MEB e IRTF, y se obtuvieron esferas
tamafio de 1,25 mm, con estructura porosa y con Cu-NPs incorporadas, asi como

estructuras fibrosas con aglomerados de Cu-NPs por electrospinning.

Por ultimo, se realizaron ensayos de liberacion de capsaicina y Cu-NPs a partir de las
esferas y fibras, y se evalué la cinética de liberacion de cada componente. La cantidad
liberada de capsaicina y Cu-NPs se cuantific6 por UV-Vis empleando curvas de
calibracion de capsaicina y el método colorimétrico con formacion del complejo
tetraaminocobre (Il) [(Cu(NHs)4]**. Finamente, la cantidad total de capsaicina afiadida
fue liberada mas rapido de las fibras que de las esferas, mientras que las Cu-NPs fueron
liberadas de manera mas controlada a partir de las fibras. El modelo cinético de
liberacion al que mejor se ajustaron los perfiles de liberacién, tanto de capsaicina y de

Cu-NPs, fue el modelo de Korsmeyer y Peppas.

Palabras clave: Nanoparticulas de cobre. Sintesis solvotermal. Gelificacion iénica.

Electrohilado. Cinética de liberacion.
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ABSTRACT
In the present work, the synthesis of copper nanoparticles (Cu-NPs) by a solvothermal

method, and its incorporation in chitosan/capsaicin spheres and with its subsequent
release studies, is reported. The Cu-NPs were synthesized by two routes, the first using
ethylene glycol as solvent and the second using oleylamine at different conditions of
temperature and time of synthesis. The obtained Cu-NPs were characterized by MET,
UV-Vis, and IRTF and presented an average size of 9 nm and cubic morphology. In the
second instance, capsaicin was extracted from chili pepper (Capsicum Pubescens)
using the Soxhlet method. The extract of capsaicin obtained was a percentage of
extraction of 30.64% and a concentration of capsaicin of 2134 ppm from the seeds of
chili. As a third phase, Cu-NPs and capsaicin were incorporated into spheres and fibers
by ionic gelation and electrospinning, respectively. Spheres and fibers were
characterized by MEB and IRTF, and spheres with a size of 1.25 mm, with a porous
structure and with Cu-NPs incorporated were obtained, also fibrous structures with
particle agglomerates (Cu-NPs) interconnected by fibers were obtained by

electrospinning.

Finally, tests were carried out on the release of capsaicin and Cu-NPs from (spheres and
fibers) and the release kinetics of each component was evaluated. The released amount
of capsaicin and Cu-NPs was quantified by UV-Vis using capsaicin calibration curves
and the colorimetric method with the formation of the tetraamino-copper (Il) complex
[(Cu(NHs)4)?*. The total amount of capsaicin added It was released faster from the fibers
than from the spheres, while the Cu-NPs were released in a more controlled manner
from the fibers. The kinetic model of release to which the release profiles were best

adjusted, both capsaicin and Cu-NPs, was the model of Korsmeyer and Peppas.

Keywords: Copper hanoparticles. Solvotermal synthesis. lonic gelation.

Electrospinning. Release kinetic.
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INTRODUCCION
Uno de los problemas mas criticos que enfrenta la agricultura es la blusqueda de

soluciones en la lucha contra los microorganismos patégenos (Choudhary et al., 2017).
Los hongos patbégenos de plantas causan enfermedades a los cultivos de mayor
importancia econdmica y generan pérdidas cuantitativas y cualitativas en la agricultura
(Chhipa, 2017). Ademas, debido al uso excesivo de fungicidas quimicos, han planteado
preocupaciones importantes a lo largo de los afos , los peligros ambientales para los
seres humanos, la flora y la fauna, ya que este uso no controlado de agentes quimicos
puede provocar el desarrollo de resistencia en hongos fitopatégenos contra los
fungicidas tradicionales (Rubina et al., 2017), envenenamiento y deterioro del suelo,
acumulacién en plantas y cultivos, asi como afeccion a organismos no objetivos y

beneficiosos para el suelo y cultivos (Choudhary et al., 2017).

Recientemente, se han realizado esfuerzos para desarrollar métodos de manejo
seguros que representen menos peligro para humanos y animales y que se hayan
enfocado en superar las deficiencias de los fungicidas sintéticos (Ouda, 2014). Entre las
numerosas estrategias, las invenciones asistidas por nanotecnologia han generado
datos cuantificables (Duhan et al., 2017) contra las enfermedades fungicas de las
plantas, principalmente por las aplicaciones de nanoparticulas metalicas (Saharan et al.,
2013), debido a su area superficial, la cual entra en contacto con los microorganismos
y su elevada relacion superficie/volumen mejora la interaccién del fungico frente a los
microorganismos patégenos (Ouda, 2014). La sintesis, especificamente de
nanoparticulas de cobre (Cu-NPs), ha tenido un fuerte interés en comparacion con la
sintesis de otras nanoparticulas, debido a sus propiedades fisicoquimicas que pueden
utilizarse en un amplio espectro de aplicaciones a un costo mucho menor que el oro y

la plata (Usman, Ibrahim, Shameli, Zainuddin, & Yunus, 2012).

Generalmente, el uso de biopolimeros como estabilizadores para la sintesis de Cu-NPs
esta ganando impulso a causa de su disponibilidad, biocompatibilidad y baja toxicidad
(Usman et al., 2012), mientras que las nanoparticulas basadas en quitosano (Ch-NPs)
se usan preferiblemente para diversas aplicaciones debido a su biodegradabilidad, alta
permeabilidad hacia las membranas biolégicas, no toxicidad en el ser humano,
rentabilidad y amplia actividad antifungica (Saharan et al., 2015). De igual manera, uno
de los controles que ha adquirido mayor importancia en los Gltimos afios, es aquel que
basa su accion en el uso de sustancias de origen natural, estos son los extractos
obtenidos de plantas con actividades fangicas, herbicidas bactericidas e insecticidas.
Moreno y colaboradores mencionan entre algunos de los componentes: la capsaicina,

la capsicidina, el capsidol, los capsiandsidos y la capsicodendrina, como compuestos

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS 11
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gque ademas de muchas otras propiedades, han demostrado ser antibacteriales e incluso

fangicos (Moreno-Limoén, Salcedo-Martinez, Cardenas-Avila, Hernandez-Pifiero, &

Nufiez-Gonzalez, 2012).

La presente investigacion pretende utilizar las propiedades de los metales
nanoparticulados y sumar a estas, las propiedades del quitosano y la capsaicina,
mediante la sintesis de Cu-NPs, cuya eficacia de inhibicibn de hongos es mejor que
otras nanoparticulas metalicas, como el Aluminio, Hierro, Manganeso, Niquel, Zinc e
incluso particulas de Cobre de mayor tamafio (Viet, Nguyen, Cao, & Hieu, 2016). Luego,
se caracterizardn por métodos espectroscopicos como: UV-Vis, IRTF y MEB, que
ayudaran a entregar una mayor comprensién de la actividad de estos compuestos.
Continuando con la encapsulaciéon de las Cu-NPs en esferas y nanofibras de
capsaicina/quitosano, y se evaluard la liberacién de los componentes de la matriz para
estudiar las capacidades de soporte que entrega el quitosano (Lugo, Garcia, & Ruelas,
2010).

Cabe mencionar que se realizard una continuacion de esta investigacion, en la cual se
evaluard la accioén biocida y la inhibicion de los compuestos obtenidos frente a distintos
microorganismos. Esta investigacion sera realizada por miembros de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Cuenca como parte de una tesis de continuacion. Todo
esto, para responder a la preocupacion por el dafio ambiental causado por los fungicidas

sintéticos, ayudando a la conservacion del medio ambiente y sus recursos.

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS 12
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

Sintetizar Cu-NPs por el método solvotermal y encapsularlas en esferas de
capsaicina/quitosano, asi como fibras de la misma composicion y realizar estudios de
liberacion de las Cu-NPs a partir de la matriz.

Objetivos especificos
e Sintetizar las Cu-NPs mediante la técnica solvotermal y caracterizarlas por MET,
UV-Vis e IRTF.
o Extraer capsaicina a partir del aji rocoto, mediante la técnica de Soxhlet y
caracterizarla mediante IRTF y UV-vis.
o Encapsular las Cu-NPs y la capsaicina, en esferas de quitosano y mediante la
técnica de electrohilado, y caracterizar la matriz obtenida mediante MEB e IRTF.
o Determinar la capacidad estabilizante de la matriz Cu-NPs/capsaicina/quitosano,
tomando en cuenta parametros como concentracién de nanoparticulas, a través
de ensayos de liberacion de las Cu-NPs desde la matriz capsaicina/quitosano,

en medio acuoso.
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Nanotecnhologia

La nanotecnologia ha sido definida como toda aquella tecnologia que se relaciona con
nuevos materiales, sistemas y procesos que cambia sus propiedades fisicoquimicas a
una escala de 100 nanémetros (nm) 0 menos, supone la manipulacion de materiales y
la creacion de estructuras y sistemas a escala de atomos y moléculas, esto es, a hano
escala (Lugo et al., 2010). La nanotecnologia ha sido empleada en varios campos de la
ciencia como en la fisica, quimica, farmacéutica, ciencia de los materiales, medicina y

agricultura (Duhan et al., 2017).

Generalmente, la nanotecnhologia en aplicaciones agropecuarias desarrolla
nanoparticulas con el objetivo de brindar un sistema de liberacion controlada para
agroquimicos, mejorando la solubilidad de los productos o protegiendo los componentes
bioactivos de la degradacion prematura (Perez & Francois, 2016). Entonces, las
nanoparticulas pueden incrementar la eficacia de los agroquimicos, ofreciendo mejores
resultados con dosis y nimeros de aplicacion mas bajas, también pueden disminuir el
riesgo de contaminacion ambiental y asi mismo, la toxicidad para humanos y otros
organismos no objetivo (Chhipa, 2017) (Choudhary et al., 2017).

Recientemente, se han realizado esfuerzos para desarrollar métodos de manejo
seguros gue representen menos peligro para los seres humanos y animales y que se
hayan enfocado en superar las deficiencias de los fungicidas sintéticos (Ouda, 2014).
Entre las numerosas estrategias, las invenciones asistidas por nanotecnologia han
generado datos cuantificables contra las enfermedades flingicas de las plantas,
principalmente por las aplicaciones de nanoparticulas metélicas (Saharan et al., 2013),
debido a su area superficial, la cual entra en contacto con los microorganismos y su
elevada relacion superficie/volumen mejora la interaccién del fungico frente a los
microorganismos patdégenos (Ouda, 2014). La nanotecnologia tiene el potencial de
revolucionar la industria agricola y alimentaria con nuevas herramientas para el
desarrollo de tratamiento molecular de enfermedades, la deteccién rapida de
enfermedades, la mejora de la capacidad de las plantas para absorber nutrientes, etc.
(Duhan et al.,, 2017). Sensores inteligentes y sistemas de liberacion inteligentes
ayudaran a la industria agricola a combatir virus y otros patégenos de cultivos, incluso
se enfocaran en que dichos materiales aumentaran la eficacia de los componentes al

utilizar dosis cada vez mas bajas (Tiju & Morrison, 2006).

Sintesis de Nanoparticulas
La manipulaciéon de las condiciones de sintesis permite el control racional de la

morfologia de las particulas y provee los medios para adaptar las propiedades de los
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materiales durante el proceso de sintesis. Otro aspecto fundamental de la sintesis de

nanoparticulas es su estabilizacion, de tal manera que su tamafio y su forma esté

acotada y no cambie en funcién del tiempo (Zanella, 2012).

Los avances en los procesos de sintesis han permitido un control preciso sobre los
parametros estructurales que gobiernan la formacién de las nanoparticulas lo que ha
posibilitado adaptar las propiedades de estos atomos de acuerdo con su uso especifico.
Una de las principales caracteristicas de las nanoparticulas es su tamario, esto tiene
relacién con el area superficial la cual es mayor en las nanoparticulas que en los
compuestos macroscopicos de la misma composicion quimica. Las nanoparticulas al
tener mayor area superficial, tienen mayor cantidad de atomos superficiales para
interactuar con otros atomos de otro sistema, este fenbmeno es de vital importancia en
la sintesis de compuestos y ademas influyen en la velocidad de reaccién, aumentando
la conversién de los reactantes a productos (A. G. Hernandez, 2010). Es asi, que se
conoce que diversos sistemas fisicos (gases nobles, nucleos y metales como agregados
y nucleos, etc.) tienen “numeros magicos”, aquellos en donde su estructura es muy
compacta, provocando que cada uno de los atomos dentro del agregado atémico tenga
un nimero maximizado de atomos circundantes (Rao, Kulkarni, Thomas, & Edwards,
2000), haciendo que al aumentar dicho nimero el compuesto se vuelva mas estable y
reactivo y tenga propiedades fisico quimicas muy diferentes a las de los tamafios
contiguos (Guadalupe, 2007). Por ejemplo, se encontré que tales nimeros en el caso
de particulas de oro tenian un efecto a tamafios de 10 nm. En este caso, la densidad de
defectos en la superficie de los grupos con niumeros de atomos "magicos" es minima,
mientras que puede ser bastante significativa para otros (Redel’, Gafner, & Gafner,
2015).

Los métodos de sintesis de nanoparticulas se agrupan en dos categorias, la sintesis
top-down y bottom-up (Cruzat, 2010). La sintesis top-down se basa en la division de
sélidos en partes mas pequefias. Dentro de esto tenemos: molienda o desgaste,
métodos quimicos y la volatilizacion de un solido con la consiguiente condensaciéon de
los componentes que se han llevado a estado gaseoso. Mientras que, la sintesis bottom-
up, se considera la mas empleada, esta se basa en sintetizar nanoparticulas mediante
la condensacion de a&tomos en solucion en una fase gaseosa, los métodos quimicos son
los mas empleados dentro de esta sintesis y consiste en la reduccion de iones metalicos
a atomos metdlicos, seguida de su agregacion, ademas existen ventajas como el
método quimico en donde se obtienen nanoparticulas uniformes y pequefias. (Zanella,

2012). Entre los métodos quimicos podemos mencionar:
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e Meétodo coloidal

e Reduccioén fotoquimica y radioquimica
e [rradiacion con microondas

e Utilizacién de dendrimeros

e Sintesis solvotermal

¢ Método sol-gel.

Nanoparticulas de cobre y sintesis solvotermal

La sintesis de nanoparticulas metalicas, especificamente de Cu-NPs, ha tenido un fuerte
interés en comparacion con la sintesis de otras nanoparticulas, debido a sus
propiedades, las cuales pueden utilizarse en un amplio espectro de aplicaciones a un
costo mucho menor que la plata y el oro (Usman et al., 2012). Existen muchos métodos
para la sintesis de Cu-NPs como el método hidrotermal, fotorreduccion, método

empleando polioles como reductores y descomposicion térmica.

La descomposicion térmica o sintesis solvotermal de precursores metalicos en
presencia de surfactantes organicos a alta temperatura es un método ampliamente
utilizado debido a su facilidad para producir nanoparticulas cristalinas con una
distribucion de tamafio controlado (Betancourt-Galindo et al., 2014). Este método ha
avanzado significativamente en las Gltimas décadas y ahora se encuentra entre los
protocolos mas confiables y reproducibles logrando un control morfolégico bien definido
(Lai, Niu, Lugue, & Xu, 2015). La sintesis de nanocristales de alta pureza con alta
cristalinidad y bajo tamafio de grano son las principales ventajas del proceso
solvotermal. Este proceso puede llevarse a cabo para obtener varias geometrias,
incluyendo peliculas delgadas, polvos a granel, monocristales y nanocristales (Michael
Rajamathi & Seshadri, 2002). El método consiste en usar un recipiente sellado (reactor,
bomba, autoclave, etc.) para colocar los compuestos metalicos y el disolvente, pudiendo
llevarlos a temperaturas muy superiores a sus puntos de ebullicion y aumentando la

presion mediante calentamiento (Tamilvanan, Balamurugan, Ponappa, & Kumar, 2014).

Factores clave en la sintesis solvotermal

Es de vital importancia controlar aspectos como morfologia, tamafio de particula y la
forma ya que las propiedades de estos materiales pueden ser estudiados mediante el
manejo de estos pardmetros (Parveen, Sannakki, Mandke, & Pathan, 2016). Estos
aspectos, en la sintesis solvotermal pueden controlarse bien mediante una seleccion
cuidadosa de solventes, precursores metalicos, agentes de recubrimiento, reductores,

temperatura, tiempo de reaccion, etc. (Lai et al., 2015).

a) Temperatura de reaccion

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS 16



UNVERSIDAD OE UENC/

UNIVERSIDAD DE CUENCA
La temperatura es un factor importante, dado que el solvente empleado cambia sus

propiedades a medida que la temperatura aumenta. Por ejemplo, la viscosidad del
solvente disminuye a medida que la temperatura de reaccion se incremente, asi mismo,
la movilidad de los iones disueltos y las moléculas es mayor con el aumento de la
temperatura. La constante dieléctrica del solvente es menor a altas temperaturas lo cual
favorece la solubilidad de los reactantes, aumenta la velocidad de reduccion de los
precursores metalicos que son empleados y da como resultado una cantidad elevada
de nucleos de crecimiento y una disminucion en los tamafios finales de las

nanoparticulas obtenidas (Lai et al., 2015).
b) Tiempo de reaccién

En relacién al tiempo de reaccién, en la primera etapa de sintesis o nucleacion, la
concentracion de atomos metdlicos es mayor a la concentracién de saturacion, pero
ningln ndcleo se forma. A medida que se alcanza la concentracién de nucleacién, se
van formando mas nucleos y la concentracién de atomos del metal disminuye. Como
segunda etapa, se presenta el crecimiento de las nanoparticulas, al inicio se reportan
formas no regulares o definidas, pero a medida que aumenta el tiempo, se logra obtener
formas mas homogéneas llegando al proceso de maduracién de Ostwald en donde las
nanoparticulas adquieren estructuras y morfologias bien definidas. Es decir, que
tiempos prolongados de reaccion contribuyen a una obtencién de formas mas

homogéneas y bien distribuidas (Xia, Xiong, Lim, & Skrabalak, 2009).

c) Solvente empleado

Los efectos del solvente dependen de sus propiedades, como, por ejemplo, la
viscosidad, la constante dieléctrica y su polaridad. Solventes como la oleilamina (OAm),
agua, polioles como el etilenglicol (EG), el dietilen glicol (DEG), el tetraetilen glicol
(TEG), la dimetilformida (DMF) y una mezcla de solventes se han empleado en la
sintesis solvotermal a razén de su alta compatibilidad con los reactantes (Lai et al.,
2015).

Los polioles actian como solventes y reductores debido a su contenido de grupos
hidroxilo (OH) los cuales presentan propiedades reductoras (Xia et al., 2009). Por otro
lado, la OAmM desempefia varios papeles en la sintesis solvotermal, como ejemplo;
surfactante, ligando e incluso como agente reductor suave, teniendo, ademas un punto
de ebullicion alto (aproximadamente 350 °C), lo cual permite variar la temperatura de
sintesis para obtener diferentes formas de nanopatrticulas. Este solvente, que contiene

un doble enlace (C=C) en la mitad de la cadena molecular, podria llevar a la interaccién
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del metal que se emplee y/o favorecer la reduccion de los precursores metalicos, a

causa de este doble enlace (Mourdikoudis & Liz-Marzén, 2013).

Ademas, se ha estudiado la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas, mostrando
en células microbianas y sus colonias una sensibilidad a las nanoparticulas de metales
como Zn, Ag, Cu y Mg. El crecimiento de la poblacion bacteriana es inhibido por la
interaccion especifica de estas nanoparticulas metalicas con cepas bacterianas. Entre
estas hanoparticulas metalicas, las nanoparticulas de 6xido de cobre (1) y (Il) y de cobre
(Cu-NPs) han adquirido una considerable atencién porque el cobre es facilmente
disponible y uno de los metales mas utilizados en el mundo de la investigacion moderna
(Haider, Kwak, Gupta, & Kang, 2015).

Nanocompuestos

Los nanocompuestos se refieren a materiales que estdn formados de dos o mas
componentes en donde se denomina matriz al que se presenta en mayor porcentaje o
cantidad y carga al de menor porcentaje; a su vez la carga se encuentra dispersa en
tamafio nanométrico dentro de la matriz de soporte (Molina Sepulveda, 2006). De
acuerdo a esto, tanto la matriz y carga pueden ser de distinta naturaleza, ya sea
metalica, organica, polimérica o inorganica (compuestos de 6xidos metalicos). Es asi
que se puede tener un nanocompuesto matriz/carga: metal-metal, metal-polimero,

metal-oxido, polimero-metal, polimero-6xido, entre otras combinaciones (Zanella, 2012).

Los nanocompuestos polimero/metal representan una combinacion de las diferentes
propiedades de cada componente y pueden formar un material con propiedades Opticas,
electronicas, mecanicas y antimicrobianas mejoradas comparadas a las propiedades
por separado (Xia et al., 2009). Ademds, los recubrimientos poliméricos
nanoestructurados son materiales atractivos, ya que son capaces de controlar la
liberacion de especies metalicas y poseen propiedades bioestaticas que se pueden
adaptar facilmente a distintas aplicaciones como medicina, agricultura, farmacéutica,
etc. (Cioffi et al., 2005).

De manera importante, los nanocompuestos con propiedades antibacterianas se
pueden obtener incorporando nanoparticulas con actividad biocida conocida, o
mejorando las propiedades antibacterianas que ya tiene la matriz polimérica. En este
ultimo caso, la mejora sustancial de la capacidad biocida se ha asociado con un efecto
sinérgico de los dos componentes presentes en el compuesto (Tamayo, Azécar, Kogan,
Riveros, & Paez, 2016). Algunos informes han demostrado que el uso potencial de
nanoparticulas y nanocompuestos metélicos basados en conjunto con compuestos

naturales y biodegradables como el quitosano, han mejorado el manejo de
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enfermedades de plantas, especialmente contra patégenos fungicos (Dananjaya et al.,

2017). No solamente se incorporan compuestos nanométricos como nanoparticulas que
tienen efectos bioestéticos, sino que también se emplean compuestos activos como

extractos de plantas.

Por esta razén, los nanomateriales de la misma compaosicién, que tienen diferente
tamafio y formas pueden tener amplia diferencia de toxicidad. Estas propiedades son
las que se aprovechan en la formulacién de fertilizantes, productos de crecimiento
vegetal y en el disefio de plaguicidas mas potentes que respondan a condiciones
climaticas o insecto blanco especificos (Lugo et al., 2010). Entre las matrices poliméricas
comunmente empleadas en la preparacion de nanocompuestos con carga de
nanoparticulas metalicas y componentes activos, se encuentran los polimeros naturales
como celulosa, quitosano y poliolefinas como el polietileno y polipropileno (Cioffi et al.,
2005).

Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente de B-(1-4) D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-
glucosamina (unidad acetilatada) (Figura 1a). Es el producto N-desacetilado de la
quitina (Figura 1b), el segundo polimero mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa y se encuentra como exoesqueleto de crustaceos, cuticulas de insectos y

paredes celulares de hongos (Piras et al., 2014)

CH20H co
~o NH

OH

NH:
CH:0H

CH:OH co
~o NH

1 CH:OH
b CHs

Figura 1. Estructura quimica del Quitosano (a) y la Quitina (b)

La diferencia entre el quitosano y la quitina es el grupo funcional situado en el carbono
2 de la unidad monomérica. Ademas, debido a la presencia de grupos amino libres en

el quitosano, la solubilidad y reactividad de este polimero son mayores que las de la
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quitina. El quitosano tiene algunas propiedades biolégicas y quimicas importantes: es

biodegradable, biocompatible, bioactivo y policatiénico, ademas de ser econémicamente
atractivo (Tang, Qian, & Shi, 2007). Por esto, ha sido ampliamente usado en algunos
aspectos biomédicos e industriales, incluyendo el tratamiento de aguas residuales,
como soporte cromatografico, en la movilizacion de enzimas, compuesto bioestatico y
como soporte para liberacion controlada de farmacos (Mi, Kuan, Shyu, Lee, & Chang,
2000) (Alves & Mano, 2008). En algunos hongos, el quitosano puede producir
alteraciones en las funciones de la membrana, mediante su fuerte interaccidon con esta
superficie de carga electronegativa, guiando cambios en la permeabilidad, disturbios
metabdlicos y eventualmente la muerte (Quintero Ceron, Falguera Pascual, & Mufioz
Hernandez, 2010)

El uso de polimeros en la encapsulacion de nanoparticulas y su posterior liberacion es
la técnica mas prometedora para la estabilizacibn de particulas. Una matriz
semicristalina permite una mejor dispersion del material sintetizado (Cruzat Contreras,

Pefia, Meléndrez, Diaz-Visurraga, & Cardenas, 2011)

En un medio de acido débil, el quitosano reacciona con los iones H* para producir
quitosano protonado con grupos funcionales -NHs;*. El potencial zeta de las
nanoparticulas incorporadas en los polimeros aumenta con la concentracién de
quitosano debido a la mayor disponibilidad de protones -NHs* en las superficies de las
nanoparticulas, lo que aumenta la repulsién electrostéatica entre las particulas y, por lo
tanto, reduce la incidencia de aglomeracion, lo que resulta en una dispersion de
nanoparticulas mas estable (Zain, Stapley, & Shama, 2014). Es decir, el quitosano es
un polimero con una alta densidad de grupos amino en su estructura, que es una
caracteristica importante para soportar y estabilizar nanoparticulas (Cruzat Contreras et

al., 2011) y compuestos activos de interés.

Por ejemplo, los nanocompuestos a base de cobre y quitosano pueden ser herramientas
claves en la prevencion y el tratamiento de enfermedades en una gran variedad de
plantas. Es asi que, los fungicidas a base de cobre son adecuados para la agricultura
organica y aun se encuentran entre los agentes mas efectivos para el control de muchas
enfermedades que perjudican a la agricultura (Brunel, El Gueddari, & Moerschbacher,
2013).

Por otro lado, la microencapsulacion de extractos de plantas eficaces contra
microorganismos proporciona un método prometedor que tiene aplicaciones efectivas
en muchos campos, incluyendo farmacia, agricultura y medio ambiente (Xing, Cheng, &

Yi, 2006) debido a su actividad como fungicidas, herbicidas, bactericidas e insecticidas.
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Es asi que se ha empleado quitosano como matriz para estabilizar nanoemulsiones de

capsaicina y aprovecharlos como sistemas de liberacién controlada generalmente como
nanoemulsiones cargadas de capsaicina y estabilizadas con dicho polimero (Choi, Kim,
& Cho, 2011).

Capsaicina

La capsaicina es un alcaloide de férmula C1sH2703N (Figura 2), es sélido a temperatura
ambiente. Su nombre IUPAC es (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metilnon-6-enamida.
La capsaicina es el principal compuesto bioactivo del aji, detiene el crecimiento de
algunos patégenos que se presentan en algunos cultivos, por esta razén es importante
el estudio tanto de la extraccion del metabolito como de la evaluacion de su actividad
antimicrobiana (Chipantiza Quinatoa, 2017). De manera conjunta, la capsaicina y la
dihidrocapsaicina (capsaicina que ha perdido el doble enlace por hidrogenacién), forman
el 90% de todos los compuestos (capsaicinoides) responsables del picor del aji

(Capsicum sp.) y los pimientos (Cedrén, 2013).

OH

NH
H:CO AN

(0]

Figura 2. Estructura quimica de la capsaicina.

La capsaicina es de gran utilidad en industrias como en la alimentaria por su sabor
pungente, se puede aplicar en la medicina para disminuir dolores musculares, ademas
también presenta una importante capacidad inhibitoria del crecimiento de hongos y
bacterias (Chipantiza Quinatoa, 2017). Sin embargo, la administracién de capsaicina no
siempre es factible debido a su pungencia, citotoxicidad en altas concentraciones y
escasa solubilidad en agua. Es por eso que se han realizado varios estudios para
incorporar la capsaicina en las nanoformulaciones o0 nanocompuestos, en un intento por

hacerla mas compatible con los ambientes fisiol6gicos acuosos (Pohl et al., 2015).

La extraccion de capsaicina se realiza por diferentes métodos, por ejemplo: maceracion,
extraccion Soxhlet y una serie de nuevas técnicas. Cada uno de los diferentes métodos
de extraccion presentan ventajas e inconvenientes dependiendo de la matriz o el analito
a extraer, ademas se basan en la rapidez y eficacia que requiera la extraccion (Barbero,
2007). Generalmente, la extraccidon por cualquier método antes mencionado, se realiza
empleando solventes como metanol, etanol, acetonitrilo, acetona, cloroformo, etc.
(Jumonville, 2017)(Fernando et al., 2011)(Balde6n & Hernandez, 2017)(Mejia Yanez,
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2013), siendo etanol el mas empleado por ser econémico y no toxico. De manera

importante, la extraccion por método Soxhlet presenta varias ventajas y es una de las
técnicas mas empleadas en la extraccion de capsaicina, debido a la rapida solubilizacién
de los compuestos, asi como su punto de ebullicion que permite disminuir los tiempos
de extraccion y, ademas, se emplean cantidades pequefias de muestra (p.ej. de 10 a 30
g), no es necesaria una filtracion finalizada la extraccion y algunos Soxhlet, es posible

utilizarlos sin necesidad de controlarnos continuamente (Barbero, 2007).

Incorporacion de compuestos activos en matrices de quitosano

El quitosano tiene la caracteristica de presentar distintas formas dependiendo el area
de aplicacién, asi podemos tener: geles, perlas o esferas, tabletas, peliculas, nanofibras
y recubrimientos, ademas, puede ser empleado como un sistema de administracién o
liberacion de farmacos o componentes activos usando diferentes técnicas como secado
por aspersion, gelificacion iénica, compresion directa, electrohilado y procesos

convencionales de granulacion (Elgueta et al., 2017).

Gelificacién idnica

En la microencapsulacién por gelificacion ionica se obtienen esferas de tamafo
micrométrico, es un proceso que ha sido empleado para retener sustancias bioactivas
dentro de una matriz, en especial polimérica, con lo cual se logra encapsular dicho
compuesto y ademas protegerlo de las condiciones ambientales perjudiciales. Las
esferas obtenidas por microencapsulacion varian su tamafio de unas micras a 1 mmy
generalmente se basa en una membrana externa semipermeable y esférica, que rodea

y mantiene en su nucleo al principio activo de interés (Gonzalez, Tarén, & Moroén, 2015).

En el proceso de la microencapsulacién se empleaban solventes organicos, pero esto
no resultaba factible para aplicaciones bioldgicas, por su alta toxicidad, por esta razén
se empezaron a emplear sustancias naturales como proteinas y polisacaridos como
alginato, quitosano, carragenato, etc.). Estos polisacaridos resultan de importancia dado
gue presentan buena compatibilidad y ademas de una rapida incorporacion los

principios activos (L6pez., Calero, Torrez, Hernann, & Sanchez, 2014).

En la actualidad, diversas técnicas son empleadas para la elaboracién de microesferas
para encapsulacién de compuestos en su interior, dentro de estas técnicas se tienen:
secado por aspersion, extrusion, lecho fluidizado, coacervacién simple o compleja,
liposomas, inclusibn en complejos, recubrimiento por aspersion, polimerizacién
interfacial (Arriola et al., 2017)(Jampilek & Kralova, 2017) , y la gelacion idnica que es

un proceso efectivo dado que, no requiere altas temperaturas y tampoco emplea
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solventes organicos (Menin et al.,, 2018) La eleccibn de un método depende

principalmente de las propiedades del farmaco y los tipos de portadores poliméricos.

Los productos resultantes de la técnica de gelificacion ionica se han utilizado
ampliamente en medicina y farmacologia como dispositivos de administracion
controlada en diversos materiales activos. La incorporacion y el suministro de materiales
bioactivos (por ejemplo, medicamentos, anticuerpos o enzimas) se puede lograr
mediante el hinchamiento/desintegracion de la matriz como resultado de los cambios
ambientales del medio. Los polimeros hidréfilos reticulados proporcionan una red
macromolecular temporal o permanente a través de la cual se produce la liberacion por
difusién de los ingredientes activos (Menin et al., 2018) . Las compafiias agroquimicas
han reducido el tamafio de las particulas de las emulsiones quimicas existentes,
llevandolas a dimensiones nanoscoépicas, 0 han encapsulado los ingredientes activos
en nanocdpsulas disefiadas para abrirse bajo ciertas condiciones, como una respuesta
a la luz solar, el calor o condiciones alcalinas del medio en que son aplicadas (Lugo et
al., 2010). Algunas empresas elaboran formulaciones a las que se les incorpora
nanoparticulas en el rango de tamafio de 100 a 250 nm y que se disuelven en agua de
manera mas efectiva que las formulaciones existentes, lo cual mejora su actividad,
mientras que otras compafiias emplean nanoformulaciones que contienen algun
pesticida, fungicida o herbicida nanoparticulados en el rango de 200 a 400 nm (Suganya
& Anuradha, 2017). Estas formulaciones de liberacion controlada preparadas utilizando
la tecnologia de encapsulacién, protegen la droga o carga, mantienen la concentracion
de la droga dentro de un rango 6ptimo mediante el ajuste de la liberacion de los
componentes activos y brindan la sostenibilidad o duracién del efecto del componente
liberado. En tales preparaciones, materiales hidrofobos o hidrofilos pueden ser
atrapados, por ejemplo, las liposomas formados por lecitina (un sistema portador y

surfactante consistente en una mezcla de fosfolipidos) (Jampilek & Kralova, 2017).

Electrohilado

Hoy en dia, las nanofibras poliméricas tienen interés debido a que se aplican en una
amplia variedad de campos industriales y presentan un futuro prometedor (Kohsari,
Shariatinia, & Pourmortazavi, 2015) ya que pueden emplearse desde la industria textil
hasta la industria biomédica, siendo una de las principales aplicaciones la encapsulacién
de compuestos bioactivos como enzimas, antioxidantes, antimicrobianos, sabores y
aromas, sistemas de administracién/liberacion de farmacos o compuestos (Sill & von
Recum, 2008)(Asmatulu & Khan, 2019)(Song, Wu, Qi, & Kéarki, 2016)
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Existen diferentes procesos para preparar nanofibras, pero el electrohilado es la técnica

méas empleada por ser simple, directa, de bajo costo y escalable. Con este método se
pueden obtener nanofibras de polimero con alta porosidad y gran area de superficie
especifica, con un tamafio que varie desde un submicrén (um) hasta un nanémetro (nm).
El electrospinning se utiliza para producir nanofibras multifuncionales a partir de
polimeros naturales y artificiales, mezclas de polimeros y compuestos (Haider et al.,
2015). Generalmente, y como ya se ha mencionado, el quitosano es el polimero por
excelencia en la elaboracion de nanocompuestos y en la técnica de electrohilado no es
la excepcion, ya que, a partir del quitosano se pueden producir nanofibras individuales
con didmetros menores a 100 nm, provocando que su cristalinidad, la densidad de carga
superficial y el potencial antimicrobiano aumenten (Almasi, Jafarzadeh, & Mehryar,
2018). Las nanofibras son una plataforma adecuada para fabricar nuevos materiales
antimicrobianos, debido a sus caracteristicas, las que incluyen pequefias dimensiones,
alta area de superficie especifica, porosidad y alta flexibilidad funcional de la superficie.
Ademas, distintas nanoparticulas metalicas se pueden incluir en las nanofibras de
quitosano para potenciar su accion biocida, como por ejemplo: plata, zinc, cobre,
magnesio, titanio y oro (Song et al., 2016)(Kohsari et al., 2015).

El principio del proceso de electrohilado se basa en aplicar una corriente directa, entre
10y 25 kV DC, a una solucién polimérica para superar la tensién superficial del polimero
que se pretende electrohilar. Cuando la tension eléctrica aplicada se amplifica por
encima del limite de tensién critica, también conocida como intensidad de umbral, el
perfil semicircular de la solucién polimérica en la punta capilar, comienza a alargarse en
una forma llamada cono de Taylor (Asmatulu & Khan, 2019). El chorro polimérico se
desplaza en una trayectoria recta, conocida como la longitud del chorro, donde tiene
lugar la inestabilidad de la fibra, este chorro comienza a dividirse en multiples corrientes
a medida que encuentra la repulsion de la carga debido al voltaje aplicado en el colector
o tambor cargado de forma negativa, lo que resulta en la produccién de fibras
poliméricas (Willerth, 2018). El proceso se ve afectado por diferentes variables,
clasificadas en parametros de solucién, parametros de proceso y parametros
ambientales. Entre los parametros de solucion se tiene el peso molecular del polimero,
concentracion, viscosidad, tension superficial, conductividad de la solucién y las
propiedades del solvente. Los pardmetros del proceso se refieren al voltaje aplicado,
flujo de inyeccion de la solucién polimérica y la distancia entre el colector y la aguja.
Finalmente, estan los parametros ambientales que son la temperatura y humedad, cabe

mencionar que estos parametros son de menor importancia (Salas, 2016).
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Liberacién de compuestos activos a partir de una matriz polimérica

Una acertada definicion del concepto de liberacion controlada de un compuesto activo
en una matriz polimérica es la aportada por Roy y colaboradores que cita lo siguiente:
"La liberacion controlada es la transferencia regulada por permeacion de un ingrediente
activo desde un reservorio a una superficie especifica para mantener un nivel de
concentracion predeterminado durante un periodo de tiempo especifico.” (Roy, Singh,
Bajpai, & Bajpai, 2014)

Una de las nanotecnologias mas prometedoras es la liberacion de componentes a partir
de nanocompuestos como nanoemulsiones, se utiliza para mejorar la estabilidad y la
biodisponibilidad de los agentes funcionales. El ingrediente bioactivo se puede
encapsular en estructuras nanomeétricas o nanocompuestos, que funcionan como
sistemas de transporte. Estas estructuras de tamafio nanométrico tienen tamafios que
varian de 20 a 500 nm y proporcionan las propiedades fisicas necesarias, como
solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad (Choi et al., 2011). Algunas de las ventajas
de los nanocompuestos de liberacion controlada son el: nivel constante de agente activo
durante un periodo prolongado, dosis mas pequefias, reduccion de las pérdidas por
evaporacion, reduccion de la fitotoxicidad, disminucion de la contaminacion ambiental y

facilidad de manejo (Roy et al., 2014).

Algunos de los mecanismos conocidos para la liberacion controlada a partir de matrices
son la disolucién, la ésmosis, la difusién, la hinchazén y la erosién (Figura 3). Estos
mecanismos imponen la transformacion fisica de los componentes presentes en la
matriz cuando se ubican en un entorno biologico (Jafari, Katouzian, Rajabi, & Ganje,
2017).
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Figura 3. Mecanismos de liberacion de compuestos activos encapsulados en una matriz
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En general, la difusion es el mecanismo predominantemente y esti presente en todos

los sistemas de liberacion. De manera general, la liberacion de la sustancia o compuesto
de interés parte por la difusion del compuesto que se encuentra en la superficie de la
matriz y es liberado al medio que lo rodea. Luego, la cantidad de producto bioactivo se
controla mediante un fenédmeno de difusién del compuesto: directamente a través de la
estructura molecular del polimero o a través de macro o microporos. Sin embargo, el
caso mas frecuente es una combinacion de ambos mecanismos(S&ez, Herndez, &
Sanz, 2004):

a) Sistemas con depdésito (nucleo interno conteniendo droga): Consisten en un
ndcleo de agente activo rodeado por una membrana delgada, homogénea y no
porosa. El polimero puede o no hincharse y el transporte se da la por la
disolucién del soluto en la interfase soluto/polimero y su difusion hacia el exterior
por segmentos macromoleculares, bajo la influencia de un gradiente de
concentracion.

b) Sistemas matrices o dispositivos monoliticos: El compuesto bioactivo esta
distribuido de manera uniforme en la matriz polimérica. El transporte se produce
por difusién molecular a través del soporte o por difusién a través de microporos
existentes en la matriz polimérica. Ademas, se genera una disminucion de la
velocidad de migracion del farmaco con el tiempo ya que la difusién aumenta de

forma continua.

Es asi que factores diversos influyen en la velocidad de difusion del componente activo
desde el interior de la matriz hacia el exterior, tanto la permeabilidad a través de la matriz
y la solubilidad del componente que conforma la matriz influyen en esta (Xing et al.,
2006). Ademas, la naturaleza quimica de la matriz polimérica, la morfologia, la
temperatura de transicion y el grado de hinchamiento al momento del contacto con el
medio de liberacion también influyen en la difusién del componente a través de la matriz
y algunas veces aumentan o disminuyen la velocidad de liberacién de la carga (Yafiez,

Salazar Montoya, Chaires Martinez, Jiménez-Hernandez, & Ramos-Ramirez, 2005)
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Los materiales, la caracterizacion y equipos empleados en la sintesis de Cu-NPs por el

método solvotermal, extraccién de capsaicina a partir de aji rocoto e incorporacion de

nanoparticulas de cobre en la matriz Quitosano/capsaicina (esferas y nanofibras) y sus

correspondientes ensayos de liberacién, son enunciados a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Materiales, reactivos y equipos empleados en sintesis de Cu-NPs, extraccién de

capsaicina, incorporacion de Cu-NPs a matriz Quitosano/capsaicina y ensayos de liberacion.

Materiales Reactivos Equipos
Crisoles Oleilamina (C1sH3sNH2) Balanza analitica (AND HM-
(ALDRICH) 200)

Varilla de vidrio

Tubos de ensayo
Cajas Petri
Vasos de

precipitaciéon

Jeringa de plastico
(10 mL)

Colador metalico

Papeles filtro
Embudos de
filtracion
Papel aluminio

Pipetas

Probetas

Etilenglicol (= 95 - EMSURE)
Nitrato de Cobre-

CU(NOs)2-2.5H,0 (98% - SIGMA)

Etanol (99% pureza - EMSURE)

Acetona
Capsaicina (= 95% - SIGMA)

Aji rocoto

Quitosano (=75% desacetilado-

SIGMA)

Acido acético

NaOH (5N)

Agua desioinizada

CUSO4.5H20

Amonio en solucién (25%)

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS

Reactor quimico de acero
inoxidable forrado con teflon
(PARR 4744)

Estufa (SHEL LAB- SVAC 1)
Centrifuga
Espectrémetro UV-Vis
(Thermo Scientific - Genesis
10S)
Espectrémetro infrarrojo
(Thermo Scientific- Nicolet
iS5)

Microscopio Electronico de
Transmision (JEOL/JEM
1200 EXII)
Microscopio Electrénico de
Barrido (JEOL/JEM 6380 LV)
Equipo de extraccion Soxhlet
(BLASSCO)
Rotaevaporador (BOECO-
RVO 400 SD)
Agitador magnético (TOPO-
HS150)
pH metro (Hanna Instruments
HI 2221)
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Balones de aforo Acido Sulfarico (99%) Electro-spinning (TONGLI,
TL-01)

Métodos

Sintesis solvotermal de Cu-NPs

Se realizaron dos tipos de sintesis cuya homenclatura se diferencia en el solvente
empleado: Cu-NPs/Etilenglicol y Cu-NPs/Oleilamina, en ambos casos se emple6
Cu(NOs)2-2.5 H,O como precursor metalico y se vario la temperatura de reaccion, el
tiempo de reaccion y el solvente empleado (Giannousi, Sarafidis, Mourdikoudis,
Pantazaki, & Dendrinou-Samara, 2014).

Para la sintesis Cu-NPs/Etilenglicol, se disolvié 4,13 mmol (1 g) de Cu(NOs).-2.5H,0 en
4 mL de agua desioinizada y luego se agregé 10 mL de etilenglicol (EG). La mezcla
resultante se transfiri6 a un reactor quimico de acero inoxidable forrado con teflén, de
45 ml de capacidad. La sintesis se llevo a cabo a 120 °C, durante 48 h.

Para la sintesis Cu-NPs/Oleilamina, se disolvi6é 4,13 mmol (1 g) de Cu(NO3).-2.5H,0 en
10 mL de oleilamina (OAm). La mezcla resultante se transfirié a un reactor quimico de
acero inoxidable revestido de teflén, y la reaccién se dej6é continuar durante 24 horas a
200 °C.

Después, para ambas sintesis, el reactor quimico se enfri6 de forma natural a
temperatura ambiente y el producto resultante se centrifugé a 3100 rpm durante 50
minutos, los liquidos sobrenadantes se descartaron y los precipitados obtenidos se
lavaron con etanol y acetona, varias veces, para eliminar interferentes y agentes sin
reaccionar. Finalmente, las muestras se secaron a temperatura ambiente y se guardaron
para su posterior caracterizacion. Un esquema de la sintesis llevada a cabo en este

trabajo, se muestra a continuacion en la Figura 4:
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Figura 4. Sintesis solvotermal de Nanopatrticulas de cobre (Cu-NPs)

Extraccion de capsaicina a partir de aji rocoto (Capsicum Pubescens)

Pre Tratamiento de muestra
El pretratamiento de las muestras consistié en lavar y secar las muestras que fueron
extraidas del aji rocoto, los lavados fueron para eliminar todas las impurezas presentes
en la superficie. El tratamiento de lavado consisti6 en remojar los ajies durante 10
minutos, luego con un cepillo suave se restrego la superficie de los ajies empleando
agua destilada. Finalmente, se dej6 escurrir los ajies durante 24 horas a temperatura

ambiente.

Previo al secado de las muestras los pedunculos y semillas del aji fueron retirados con
un cuchillo plastico para evitar la contaminacion de la muestra. El proceso de secado se
desarroll6 a una temperatura de 40°C en estufa durante 24 horas. Adicionalmente, se
determiné el % humedad de la muestra, para ello los ajies fueron pesados antes y
después del proceso de secado hasta llegar a peso constante. La humedad de cada

muestra se determiné con la siguiente formula.

Peso muestra humeda-Peso muestra seca *100 (1)

0, =
% Humedad Peso muestra seca
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Extraccion por Método Soxhlet

Para extraer el principio activo de las muestras de aji, se utiliz6 el método de extraccion
Soxhlet; el cual consiste en el lavado sucesivo de una mezcla soélida, con un
determinado solvente que va “lavando o extrayendo” de la mezcla los componentes mas

solubles en él (Kim et al., 2011).

En el proceso de extraccidén, se empled como solvente etanol. Para el desarrollo del
mismo, primero se peso una determinada cantidad de muestra y se coloc6 en un dedal
de celulosa, luego se armé el equipo de extraccién colocando la manta calefactora, el
balén de fondo redondo, la camisa de extraccion y el refrigerante (Figura 5). En el balon
de fondo redondo se colocd 300 mL de alcohol potable (etanol 96%), se colocé la camisa
junto con el dedal y finalmente se ensambl6 el refrigerante el cual va conectado a la
llave de agua. Una vez ensamblado el equipo, se procedié a regular el flujo de agua del
refrigerante y en la manta calefactora se regul6 la temperatura de trabajo, hasta que el
solvente alcanzé la temperatura de ebullicion (71 °C). La extraccion se llevé a cabo
durante 6 horas a una temperatura de 71 °C. Finalizado el proceso, se almacend la
muestra en refrigeracion a una temperatura de 4°C y protegida de la luz para evitar su
degradacion. Para este procedimiento se desarrollaron tres pruebas (P1, P2 y P3), las

mismas se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Pruebas realizadas en extraccion de aji rocoto

Cdédigo Descripcién
P1 cascaras
P2 Fruto entero
P3 semillas
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Figura 5. Diagrama del equipo Soxhlet y extraccién de aji rocoto.

Determinacion de % Extraibles
Una vez realizada la extraccion de la muestra, se pesé el compuesto procesado de aji
rocoto, registrando este peso como peso de muestra libre de extracto. A partir de estos

datos, se registro el % de extraibles de cada prueba mediante la siguiente ecuacion:

, Peso inicial-Peso muestra libre de extracto
% extraibles = * 100 2

Peso inicial

Concentracién en rotaevaporador
Para concentrar la muestra extraida del aji rocoto, se empled un rotaevaporador. El
proceso se llevo a cabo durante 6 horas a una temperatura de 70 °C y bafio maria. Este
procedimiento se desarrolld con el objetivo de reducir y concentrar el volumen extraido
inicial que fue de 300 mL y llevarlo a 50 mL, para evaporar el etanol contenido en la
muestra. La muestra concentrada reducida se almacend en un recipiente &mbar para
evitar la degradacion y fue colocada en refrigeracion a una temperatura de 4°C para

posteriores analisis.

Encapsulacién de Cu-NPs en esferas capsaicina/quitosano

Método de gelificacién iénica

Consiste en disolver el quitosano para luego mediante goteo sobre una solucién alcalina
solidificar el polimero. Generalmente, sustancias o compuestos de interés son
encapsuladas en el interior de las esferas, hilos, lAminas, etc. Para el proceso se emple6
como polimero quitosano (= 75 % desacetilacion). Primero, quitosano al 1,2y 3 % P/V
se disolvi6 empleando una solucién de acido acético al 1y 2 % V/V, respectivamente.

Luego, la solucién polimérica se mezclé con un agitador magnético durante 2 horas, a
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1500 rpm y wuna temperatura de 30 °C. Las esferas de matriz doble
(quitosano/capsaicina y quitosano/Cu-NPs) vy triple (quitosano/capsaicina/Cu-NPs)
fueron preparadas a partir de la mejor proporcion de acido acético/quitosano, de la

siguiente manera:

e Matriz Quitosano/Capsaicina: Se preparé afiadiendo 2% V/V del extracto de aji
rocoto concentrado a la solucion polimérica de quitosano. Luego, la solucién se agito
a 600 rpm y temperatura ambiente durante 1 hora.

e Matriz Quitosano/Cu-NPs: Se prepar6 afiadiendo Cu-NPs en polvo al 1 %y 2% P/P
a la solucion polimérica de quitosano. Luego, la solucién se agité a 600 rpm a una
temperatura de 25 °C durante 3 horas.

e Matriz Quitosano/Capsaicina/Cu-NPs: Se prepar6 afiadiendo 2% V/V de extracto de
aji rocoto a la solucién de quitosano disuelta y se agitd a 600 rpm a temperatura
ambiente. Luego, se afiadieron Cu-NPs en polvo al 1% y 2% P/P (por peso de
quitosano) y se continud la agitacién a 600 rpm y a una temperatura de 25 °C.

El proceso de formacion consistié en colocar la solucion polimérica (matriz doble o triple)
en una jeringa de plastico de 10 mL, y gotear sobre una solucion de NaOH (5 N) a 10
cm de altura, mediante agitacion a 400 rpm y a temperatura ambiente (Figura 6). Las
esferas formadas fueron separadas de la solucién alcalina con un colador metdlico y se
realizaron varios lavados de las mismas con agua desioinizada hasta obtener un pH
cercano 7. El pH se verifico con un pH. Finalmente, las esferas fueron secadas a

temperatura ambiente y guardadas para posteriores caracterizaciones.

' Solucion  pelimérica
cargada con Cu-NPs
yio capsaicina

; /. NaOH (5M)
L == Agitador magnético
-_‘\?? . 400 pm
bee i} /," T* ambiente

Figura 6. Método de gelificacion ionica para la formaciéon de esferas de quitosano dopadas con

Cu-NPs y/o capsaicina
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Encapsulacion de Cu-NPs en nanofibras capsaicina/quitosano

Método de electrohilado
El método consiste en aplicar un voltaje eléctrico el cual es amplificado por encima del
limite de voltaje critico conocido como intensidad de umbral. Generalmente se aplican
voltajes entre 20 y 25 kV, una vez aplicado el voltaje, la solucidn polimérica forma un
perfil semicircular en la punta de la aguja y comienza a alargarse en una forma llamada
cono de Taylor (Asmatulu & Khan, 2019). En la figura 7 se muestra el esquema del

equipo de electrohilado empleado.

Ly

0.5 ml/h

Jeringa (20 mL)

Distancia

Alto Voltaje E:I 5cm

(16 kV)

L

Figura 7. Esquema del equipo de electrohilado.

Para el proceso de formacién de nanofibras se utilizdé quitosano (= 75 % desacetilacion)
al 1% P/V el cual fue diluido con 20 mL &acido acético al 80% V/V. La solucion se mezclo
con la ayuda de un agitador magnético durante 3 horas, a 1500 rpm y a una temperatura
de 30 °C. Las nanofiboras de matriz doble (quitosano/capsaicina) y triple

(quitosano/capsaicina/Cu-NPs) fueron preparadas como se describe a continuacion:

e Matriz Cu-NPs/quitosano: A la solucién polimérica de quitosano disuelta se afadio
Cu-NPs en polvo al 1 % P/P (por peso de quitosano) y se agito la solucion a 600 rpm
a una temperatura de 25 °C durante 3 horas.

e Matriz capsaicina/quitosano: A la solucion de quitosano disuelta se afadio 2% V/V
del extracto de aji rocoto concentrado, se agité a 600 rpm, a temperatura ambiente,
durante 1 hora.

e Matriz Cu-NPs/capsaicina/quitosano: Se afiadio 2% V/V de extracto de aji rocoto a
la solucién de quitosano disuelta y se agitdé a 600 rpm, a temperatura ambiente
durante 1 hora. Luego, se afiadid Cu-NPs en polvo al 1% y 2% P/P (por peso de

quitosano) y se agito la solucién a 600 rpm y a temperatura de 25 °C.
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Finalmente, para formar todas las nanofibras se emple6 un electro spinning en donde la
solucion polimérica de quitosano dopado con Cu-NPs y/o capsaicina se coloc6 en una
jeringa desechable de 20 mL de capacidad y las nanofibras formadas se recolectaron

en papel aluminio. El proceso se llevd a cabo a las condiciones de la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros empleados en la elaboracion de nanofibras de matriz doble y triple.

Pardmetro Valor

Distancia de la aguja 5cm

Distancia del brazo 5cm
Numero de aguja 22

Velocidad de rotacion 1000 rpm

del tambor
Voltaje aplicado 16 kV
Purga 2mL
Flujo 0,5 mL/h

Ensayos de liberacién en vitro

Liberacién a partir de esferas
Primero, se pesaron 200 mg de esferas y se dispersaron en 100 mL de agua
desionizada. Se agitaron las muestras a 500 rpm y se trabajé a temperatura ambiente
protegiendo las soluciones con papel parafilm para evitar cualquier cambio en las
condiciones de liberacion. Luego, a diferentes intervalos de tiempo (2,4,8,24,48,72 y 96
h) se tom6 una alicuota de 2 mL para determinar la concentracion de capsaicina y Cu-
NPS liberada mediante UV-Vis.

Liberacion a partir de nanofibras

Los ensayos de liberacion se llevaron a cabo siguiendo la metodologia empleada por
Almasi, Jafarzadeh & Mehryar con algunas modificaciones (Almasi et al., 2018). Primero
se pesaron 30 mg de nanofibras de matriz doble y triple y se dispersaron en 100 mL de
agua desionizada. Las suspensiones se agitaron a temperatura ambiente a 400 rpm.
Luego, a diferentes intervalos de tiempo (1, 5, 10, 15, 30 y 45 minutos) se tom6 una
alicuota de 2 mL para cuantificar la capsaicina y las Cu-NPs liberadas, empleando un
UV-Vis.

Modelos cinéticos de liberacion
El proceso de liberacion se puede llevar a cabo por difusion o hinchamiento y relajacion
(Roy et al., 2014). Se aplicaron dos modelos cinéticos el de Higuchi y Korsmeyer y

Peppas para ajustar los datos obtenidos de los ensayos de liberacién de Cu-NPs.
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En los sistemas matriciales, el modelo de Higuchi es la ecuacion matematica comdn
para la descripcion de la liberacion de nutrientes a través de una de las caras de la
matriz tratada y, por lo general, se ajusta a las diferentes geometrias y sistemas porosos

y cumple la Ley de Fick por difusion (Jafari et al., 2017). Esta ecuacién se expresa asi:

e = gt/ 3)

0

Donde Mt/M.. es la fraccion de soluto liberado al medio en tiempo ty k es la constante

de velocidad.

El modelo de Korsmeyer y Peppas describe la liberacién de moléculas centrales de una
red polimérica con una relacion simple a través de erosion o disolucion de la matriz. Es
una forma generalizada de la ecuacion de Higuchi y se expresa de la siguiente forma:

M¢

e = ke 4)

En donde Mt/M-es la fraccién de soluto liberado al medio en tiempo t, k es una constante
que representa la matriz y n representa el mecanismo de liberacion del compuesto de
interés. Si el valor de n es igual a 0,5 se dice que se sigue un mecanismo Fickiano y la
liberacion se da por difusion y si 0,5 <n>1 tendra un comportamiento no Fickiano (Jafari
et al., 2017)

Caracterizacidon de nanoparticulas y compuestos obtenidos

Todos los compuestos obtenidos anteriormente: Cu-NPs por método solvotermal,
capsaicina a partir del aji rocoto por Soxhlet, esferas y nanofibras de quitosano
elaboradas por método de gelificacion i6nica y electrospinning, respectivamente y
dopadas con Cu-NPs y con capsaicina, fueron caracterizados mediante técnicas
analiticas como MET, MEB, IRTF y UV-Vis.

Microscopia Electronica de Transmisién (MET)
Las micrografias de transmision electrénica se realizaron solamente para las Cu-NPs
con el objetivo de determinar el tamafio y forma de las mismas. Se utiliz6 un microscopio
electronico de transmision JEOL JEM 1,200 EX Il que emplea una etapa de goniémetro
eucéntrico de entrada lateral para facilitar el intercambio de muestras, con 4 A de
resolucion y operado a 120 KV y a temperatura ambiente. El equipo consta de una rejilla
de cobre cubierta de carbdn de tamarfio 200 mesh, en donde se colocaron las muestras

de nanoparticulas en polvo mediante dispersidn en una resina epoxi.

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
La MEB se realiz6 en nanofibras y esferas de doble matriz (capsaicina/quitosano), (Cu-

NPs/quitosano) y de matriz triple (Cu-NPs/capsaicina/quitosano), para ello se empled
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un microscopio electrénico de barrido JEOL-JEM 63 80 LV que estd adaptado con un
analizador INCA de Oxford Instrument© con acelerador de voltaje de 20 kV. La
caracterizacion se llevd a cabo cortando cada muestra que se colocé en un porta
muestra de cobre y finalmente se realiz6é un recubrimiento de oro (sputtering), finalmente
fue medida y se determiné la morfologia de las nanofibras y esferas, ademas de la

existencia o distribucion de Cu-NPs incluidas en las mismas.

Espectroscopia de Infrarrojo (IRTF)
Se realizaron espectros de infrarrojo para todos los compuestos (Cu-NPs, extracto de
capsaicina a partir del aji rocoto y esferas y nanofibras de quitosano/capsaicina, con o
sin contenido de Cu-NPs). Dichos espectros, fueron obtenidos con un espectrémetro
infrarrojo Thermo Scientific- Nicolet iS5. Este equipo esta constituido por una celda de
ZnSe en donde se coloca la muestra y a través de la celda atraviesa luz infrarroja, que,
para este equipo, comprende longitudes de onda entre 4000 cm™ y 400 cm™. Con los
espectros obtenidos, se pudo determinar los grupos funcionales presentes en la muestra

y si se encontraban absorbidas o adsorbidas en la superficie de cada compuesto.

Espectroscopia UV-Vis (UV-Vis)
Se empled un espectrometro UV-Vis (Thermo Scientific - Genesis 10S) para caracterizar
las Cu-NPs, la capsaicina obtenida a partir del aji rocoto y para cuantificar la liberacién

de cobre y capsaicina a partir de las esferas y nanofibras de quitosano.

En el caso de las Cu-NPs, se disolvieron en etanol y en acetona y se realizaron barridos
de longitud de onda para identificar la aparicion de picos a longitudes de onda
comprendidas entre 300 y 400 nm, que es el rango en el cual absorben las Cu-NPs
(Cardenas, Diaz V., Meléndrez, Cruzat C., & Garcia Cancino, 2009; Elgueta et al., 2017).

Para cuantificar la capsaicina se construyé una curva de calibracion partiendo de
capsaicina de grado analitico. Una vez construida la curva, se tomé una alicuota de 10
mL del extracto de capsaicina, divididos en dos partes (5 mL previo a la concentracion
y 5 mL después de la concentracion del extracto en el rotaevaporador) y la cantidad de
capsaicina fue determinada a una longitud de onda de 281 nm, misma que esta asociada

a la capsaicina P.A.

Para la cuantificacion del cobre liberado se construy6 una curva a partir de un complejo
amoniacal de cobre, el complejo tetraaminocobre (II) [(Cu(NHs)4]?*, empleando
amoniaco en solucion al 25 %. Una vez construida la curva se cuantifico el cobre
contenido en las alicuotas provenientes de los ensayos de liberacidn tanto para esferas

como para nanofibras a una longitud de onda de 605 nm.
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La construccion de las curvas de calibracion mencionadas, se describen a continuacion.

e Construccion de curva de calibracién de capsaicina
En la construccion de la curva de calibracion de capsaicina, se emple6 una solucion
patron de capsaicina (C1sH27NO3) de grado analitico 295 %, marca Sigma Aldrich.
Primero, se prepar6 una solucion madre de 400 mg/L de capsaicina disuelta en etanol
(= 99% pureza). A partir de esta solucion, se prepararon patrones de 5,10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 200, 300 y 400 mg/L, con los cuales se construy6 la curva de calibracién
en UV-Vis tomando en cuenta el coeficiente de correlacion y la verificacion visual de la

linealidad.

e Construccion de curva de calibraciéon de cobre
En la construccion de la curva de calibracién de cobre, se empleé sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H,0) y amoniaco en solucién (NH,OH) como acomplejante del
cobre el cual al unirse a él muestra una coloracion azul, indicando la presencia del
complejo. Primero, se prepard una solucién madre de CuS04.5H,0 de 3930 mg/L a la
cual se le afadi6 5 gotas de H»SO,. A partir de esta solucién, se tomaron alicuotas de
2,4,6,8,10,12, 14,16 y 18 mL y se colocaron en balones de 50 mL, luego, a cada uno
se afadi6 3 mL de acomplejante NH,OH al 25% y se complet6é el aforo con agua
destilada. De esta manera se obtuvieron patrones de 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280,
320, 360 mg/L de cobre. Finalmente, se empled UV-Vis y se construyd la curva tomando

en cuenta el coeficiente de correlacion y la verificacion visual de la linealidad.
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ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de Cu-NPs

En la Tabla 4. se describen los experimentos realizados para las sintesis Cu-
NPs/Etilenglicol y Cu-NPs/Oleilamina, condiciones de temperatura, tiempo de reaccion,
el solvente empleado para los lavados y el color antes y después de la sintesis.

Tabla 4. Condiciones y resultados de sintesis Cu-NPs con etilenglicol y Cu-NPs con oleilamina.

T=120°C
1 Azul claro Etanol
t=2h
R T=120°C
= 2 Azul claro Etanol
2 t=6h
Qo
= T=120°C i
u 3 Azul claro-gris Etanol
L t=24h
Z
z Azul claro con
O T=120°C o
4 precipitado Etanol
t=48 h -
gris-rojizo
T=200 °C
1 Etanol
o t=24h
[
I= T=200 °C
< 2 Etanol
= t=12 h ’
') Café/verdoso
= T=200 °C
g 3 Acetona
z t=24 h
=)
O T=200 °C
4 Acetona
t=12 h

Los experimentos realizados en la sintesis Cu-NPs/Etilenglicol no fueron del todo
satisfactorios, especialmente los experimentos N° 1, 2, y 3, debido al tiempo de sintesis
de cada uno de los experimentos, en el cual no se obtuvo cambio en la coloracion del
producto final por lo que se anticipd que no se haya producido la reaccion. El cambio en
la coloracion es importante, dado que es una resefia de la reduccion del cobre y la
posible formacién de nanoparticulas (Cruzat Contreras et al., 2011). Al contrario, el
experimento 4 de esta sintesis, mostré cambio de coloracion y aparicion de tonos grises
en la solucién, suponiendo la formacién de nanoparticulas. Luego del lavado con etanol

se obtuvo un polvo de color verde-azulado con un peso de aproximadamente 0,3 g/g de
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Cu(NO)32.5H,0. Probablemente debido a la falta de un reductor fuerte, como la
hidracina propuesta en el caso de la metodologia seguida por Giannousy Yy
colaboradores (Giannousi et al., 2014)

En cuanto a la sintesis Cu-NPs/Oleilamina se emplearon dos tiempos diferentes, el
primero de 12 horas y el segundo de 24 horas de sintesis solvotermal. En los dos casos
existié un cambio de color de azul oscuro a café/verde lo cual puede indicar la formacion
de nanoparticulas. A las muestras centrifugadas se las lavé con etanol, mientras que
otras fueron lavadas con acetona, esto se realizdé para comparar con cudal de los dos
solventes se logra eliminar la oleilamina o compuestos interferentes y obtener un
compuesto con mayor pureza. Asi, se observo que en las muestras lavadas con etanol
no se logré eliminar totalmente la oleilamina empleada, otorgando una textura aceitosa
de color verde al producto final, dificultando la obtencion de un polvo que supone la
mayor presencia de nanoparticulas. Por otro lado, en las muestras lavadas con acetona
se logré obtener un polvo de color verde con un peso de 0,5 g/g de Cu(NOs3)2.2.5H,0
empleado, suponiendo que se pudo remover con mayor eficiencia la oleilamina con este
tratamiento (Giannousi et al., 2014)(Nogueira, Giroto, Neto, & Ribeiro, 2016).

En resumen, la sintesis ¢ptima con la que se obtuvieron nanoparticulas en polvo fue el
experimento N° 3 Cu-NPs/Oleilamina con las siguientes condiciones: tiempo de reaccion
de 24 horas, temperatura de 200° C y lavado con acetona. Es asi que se emple6 este
polvo nanoparticulado y se prosiguié en la elaboracién de esferas y nanofibras de
quitosano. Ademas, se realizé la caracterizaciébn de las muestras por las técnicas

descritas anteriormente.

Extraccion de capsaicina a partir de aji rocoto (Capsicum Pubescens)

Propiedades organolépticas v fisicoquimicas

La Tabla 5 presenta el porcentaje de humedad del aji rocoto. Como se observa, el aji
rocoto presenta un contenido de humedad elevado (98,99 %), mayor al tedrico reportado
por Mejia (91 %) (Pozo & Mejia, 2014).

Tabla 5. Porcentaje de humedad de fruto entero, pedunculos y semillas del aji rocoto (Capsicum

Pubescens).

Componente Peso humedo (g) Peso seco (g9) % Humedad

Céscaras 20,8466 12,9410 61,09
Pedunculos 51,1427 39,1574 30,61
Semillas 53,9585 50,2927 7,29

98,99
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En la Tabla 6 se presentan las propiedades organolépticas y fisico quimicas de los

extractos obtenidos del aji rocoto.

Tabla 6. Propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los extractos de aji rocoto por método

Soxhlet
Propiedad Fruto entero Céscaras Semillas
Olor Caracteristico del aji
Textura Aceitosa Aceitosa Aceitosa
Color Naranja Rojo Naranja
pH 6,3 6 6,1
Solubilidad Etanol Etanol Etanol

Determinacion de % de Extraibles

El % extraibles obtenido corresponde al porcentaje donde se reporta la mayor cantidad
de capsaicinoides extraido por el método Soxhlet y para cada prueba se reporta en la
Tabla 7. Aqui podemos observar que el menor % extraibles correspondié a P1 (extracto
de todo el fruto), mientras que el mayor % extraibles correspondi6 a P3 realizada a partir
de las semillas del aji rocoto, correspondiente a 30,64 %. El mayor % de extraibles
encontrado en la semillas puede justificarse por la cercania de estas a la placenta a lo
largo del fruto que es donde se producen en mayor cantidad los capsaicinoides, entre

ellos la capsaicina (Estrada, Bernal, Diaz, Pomar, & Merino, 2002)

Supalkova y colaboradores mencionan que al comparar el contenido de capsaicina en
la placenta (constituida por las venas del aji), parte inferior de la cascara, parte superior
de la cascara y en las semillas; el contenido de capsaicina no era uniforme en todo el
fruto y el contenido mas bajo recuperado por extraccion se encontraba en las semillas
(Supalkova et al., 2007). Sin embargo, Estrada encontré que la capacidad de producir
capsaicinoides es 20 veces mayor en la placenta y sus alrededores que en la cascara,
ademas que el contacto entre la placenta y semillas mediante los tejidos circundantes
puede causar que exista mayor absorcion de capsaicinoides a través de partes del fruto

(semillas) que no producen capsaicinoides activos (Estrada et al., 2002)

Tabla 7. Porcentaje de extraibles de diferentes extractos de aji rocoto (Capsicum Pubescens).

Cédigo Peso inicial Peso muestra libre % Extraibles
(@) de extracto (g)
P1 10,0072 7,7281 22,77
P2 10,0055 8,5849 14,19
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P3 20,0168 13,8842 30,64

Encapsulacion de Cu-NPs en esferas y nanofibras de quitosano/capsaicina

Determinacién de solucidon de quitosano Optima para esferas

Se determind la proporcién Optima acido acético/quitosano con la que se formaron las
esferas de matriz doble y triple, para ello se realizaron 4 ensayos (E1, E2, E3 y E4)
variando el porcentaje de quitosano y acido acético. En cada prueba se analiz6 la
fluidez, la morfologia de las esferas que se obtienen y la resistencia de las esferas. Tanto
la fluidez de la solucién y la forma de las esferas formadas, se evalué de manera visual,
mientras que para evaluar la resistencia de las esferas formadas se aplicé presion
manual y se design6 una escala del 1 al 5, en donde 5 representa una resistencia
maxima y 1 representa la resistencia minima donde la esfera presionada se rompe

facilmente. A continuacion, en la Tabla 8 se presentan los resultados para cada ensayo

Tabla 8. Ensayos para determinar solucién polimérica éptima para formar esferas.

N° Concentracion Concentracion _ Morfologia ) )
. - ) Fluidez Resistencia
Ensayo Acido acético Quitosano de esferas
El 1% VIV 3% PIV No se mezcla. Irregular
E2 2% VIV 3% PV Se mezcla. Viscoso Irregular
Mezcla bien. Muy
E3 1% VIV 1% PV _ Esferas 1
fluida
E4 1% VIV 2% PIV Mezcla bien. Fluida Esferas 5

Como se observa en la Tabla 8, las mejores condiciones se obtienen a partir de la
prueba 4, con la cual se obtienen esferas bien formadas y con una resistencia excelente,
ademas de brindar una fluidez adecuada para que al momento de desarrollar el método
de gelacion ionica se pueda tener un flujo de solucion continuo que permita la formacion
de esferas en una tasa constante y asi disminuir el desfase morfoldgico existente entre
las esferas obtenidas. Es asi que la solucién que se empled para obtener todas las
esferas de matriz doble y triple consistio en acido acético (1 % V/V) y quitosano (2 %
P/V)

Componentes y porcentajes de esferas y nanofibras obtenidas

Para la formacion de esferas de matriz doble conteniendo Cu-NPs, se varid la
concentracion de Cu-NPs entre 1y 2 % P/P (por peso de quitosano), esto para analizar

como afecta la concentracion de Cu-NPs en los ensayos de liberacion realizados
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posteriormente. El color de las esferas matriz doble fue naranja (quitosano/capsaicina)
y de matriz triple de color verde (Cu-NPs/capsaicina/quitosano), presentaron morfologia
uniforme y resistencia adecuada, ademas se obtuvieron a un pH cercano a 7, luego de
los respectivos lavados con agua desionizada. La Tabla 9 muestra el porcentaje de

cada componente, pH y peso de las esferas obtenidas.

Tabla 9. Peso y pH de esferas de matriz doble y triple.

Matriz Componentes Porcentaje pagq (@ pH

Quitosano 2% PIV

Doble CU-NPs 1 % p/P 0,4267 7,83
Quitosano 2% PIV

Doble CU-NPs 2 0 P/P 0,4931 7,86
Quitosano 2% P/V

Doble Capsaicina 2% VIV 05443 7,74
Quitosano 2% PIV

Triple Capsaicina 2% VIV 0.4193 7.2
Cu-NPs 1% P/P
Quitosano 2% P/V

Triple Capsaicina 2% VIV 04717 7.62
Cu-NPs 2% P/P

En relacion a las nanofibras, se obtuvieron peliculas de color blanco y con superficie
poco homogénea, ya que se encontraban gotas mas grandes formadas debido a
variaciones en la inyeccion del flujo mediante la aguja del electrospinning, ya que a
momentos se observaba que la gota formada en la punta era grande y caia directamente
sin ser esprayada. En la Tabla 10 se resumen los componentes y porcentajes de las

nanofibras obtenidas.

Tabla 10. Nanofibras obtenidas por método de electrohilado.

Componentes Porcentaje

Matriz
Quitosano 1% P/IV
Triple Capsaicina 2% VIV
Cu-NPs 1% P/P
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Quitosano 1% P/V

Triple Capsaicina 2% VIV
Cu-NPs 2 % P/P

Quitosano 1% P/V

Doble Capsaicina 2% VIV
Quitosano 1% P/V

Doble CU-NPs 1% P/P

Caracterizacion de compuestos obtenidos
A continuacion, en la Tabla 11 se muestra un cuadro resumen de cada compuesto

obtenido junto con la respectiva técnica analitica empleada para su caracterizacion

Tabla 11. Técnicas analiticas empleadas en caracterizacion de compuestos

UV-Vis MET MEB IRTF
X X X
X X
X X

Espectroscopia UV-Vis

¢ Nanoparticulas de Cobre (Cu-NPs)

Para la lectura de la muestra en el equipo, el polvo obtenido de cada sintesis se dispersé
en etanol previamente por sonicacion, durante 15 minutos. En la Figura 8a, se presenta
el espectro UV-Vis de las Cu-NPs obtenidas por la sintesis Cu-NPs/Etilenglicol durante
un tiempo de reacciéon de 48 h'y a 120 °C. El espectro muestra un pico de absorbancia
a 206 nm, este valor es cercano a la absorbancia reportada para aglomeracién de Cu-
NPs dispersadas en propanol, en donde se observa un pico correspondiente a 230 nm
(Cardenas et al., 2009), por lo cual se puede aseverar la formacion de Cu-NPs ya que

esta absorcion se asocia al plasmén producido entre nanoparticulas. Por otro lado, la
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muestra obtenida por la sintesis Cu-NPs/Oleilamina a 200 °C por un tiempo de 24 h, se

dispers6 en acetona, el espectro de esta sintesis (Figura 8 b) muestra una banda de
absorcion desde 342 nm hasta 400 nm en donde la absorbancia es méaxima, esta
longitud de onda es cercana a lo reportado por Cardenas y colaboradores que
mencionan una absorbancia méxima de 300 nm que corresponde a una aglomeracion
de las Cu-NPs (Cardenas et al., 2009).

La posicidon exacta de la banda de absorcion varia en ambas sintesis lo cual tiene
sentido, ya que esta depende de las propiedades individuales de las particulas como el
tamafio, forma, solvente y reductor empleado. Por lo tanto, esto se puede justificar por
la diferencia del solvente empleado en cada una. Ademas, la posible diferencia en forma

y tamafio se corrobora con el analisis MET.

3 — 206 nm Sintesis Cu-NPs/Etilenglicol (a)
a

342 nm Sintesis Cu-NPs/Oleilamina )

400 500 600
A

Figura 8. Espectro UV-Vis de sintesis Cu-NPs (a) empleando etilenglicol como solvente.

Condiciones: 120 °Cy 48 h, (b) empleando oleilamina como solvente. Condiciones: 200 °Cy 24 h
e Capsaicina extraida a partir del aji rocoto

Curva de calibracion de capsaicina

Con los patrones de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 200, 300 y 400 mg/L se identificaron
dos variables: la longitud de onda a la que la capsaicina absorbe la luz en la region
ultravioleta y el rango de trabajo. La longitud de onda para los distintos patrones resulto

ser de 281 nm, tal como reporta Solis, esta longitud de onda se asocia a la presencia de
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un anillo bencénico en la estructura de la capsaicina (Solis Elizalde, 2008). El limite de

sensibilidad de la técnica, es decir la minima y maxima concentracion en la cuales se
pueden obtener valores veridicos en las pruebas del analito fueron de 5 mg/L para la
concentracion minima y de 120 mg/L para la maxima concentracion, dado que valores
superiores resultaban en una pérdida de la linealidad de la curva de calibracion. La
linealidad se puede verificar mediante el coeficiente de correlacion (R?) obtenido de la
construccion de la curva de calibracion, el cual fue de R?=0,9999. La curva de calibracion

de capsaicina se muestra en la Figura 9.

< /
0,8
06 /-

0,44 y = 0,0156x + 0,0055

R?=0,9998
0.2 1 /-/ ’

0,04

T T
0 20 40 60 80 100 120

mg/L

Figura 9. Curva de calibracion de capsaicina.
Cuantificacion de capsaicina extraida a partir de aji rocoto

En la Tabla 12 se muestra la cantidad de capsaicina existente en cada prueba (P1 a
P3), la mayor cantidad de capsaicina se registré en P3 correspondiente a las semillas
del aji rocoto. Probablemente, el hecho de tratar semillas frescas, sin secar para el
proceso de extraccion, favorece al aumento en la concentracion de capsaicina, dado
gue sin el tratamiento térmico se evita la degradacion de los compuestos termolabiles
del aji rocoto (Ahmed, Shivhare, & Debnath, 2002). Esto resultd Gtil para justificar la
utilizacién del aji rocoto en la extraccion, dado que las semillas son un residuo y se les

esta dando un valor agregado que puede emplearse con fines fangicos.

Tabla 12. Cuantificacion de capsaicina en diferentes extractos de aji rocoto, antes de ser

concentrados.

_ Concentracion
N° Prueba Parte del aji o
capsaicina (mg/L)
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1 Cascaras 378,933
2 Fruto entero 266,592
3 Semillas 872,753

De la tabla 12 podemos concluir que el extracto a partir de las semillas del aji rocoto
(P3) es el precursor que mayor cantidad de capsaicina presentd, ademas de entregar
mayor % de extraibles; por lo tanto, se realiz6 la concentracion de dicho extracto
mediante un rotaevaporador y luego se cuantificé la cantidad de capsaicina. De esta
manera se obtuvo una concentracion de 2134,65 mg/L (Tabla 13), empleando un factor
de dilucion FD=30 para lo cual se diluyé 1 mL del extracto de capsaicina con 29 mL de
etanol. Este factor de dilucién fue empleado debido a que la lectura de la concentracion
segun la curva de calibraciéon de capsaicina P.A. era muy alta y no se encontraba en
limite de sensibilidad, por esto, se emple6 dicho volumen de etanol hasta poder encajar
la lectura a este limite. El extracto se empled en las etapas posteriores del proyecto, que

son la encapsulacién de la capsaicina en nanofibras y en esferas de quitosano.

Tabla 13. Capsaicina contenida en extracto de aji rocoto a partir de semillas, luego de concentrar.

g Concentracion
N° Prueba Parte del aji o
capsaicina (mg/L)

3 semillas 2134,65

Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

e Nanoparticulas de Cobre

Sintesis Cu-NPs/Etilenglicol

En la Figura 10 se observan las micrografias MET de las nanoparticulas obtenidas en
la sintesis de Cu-NPs/Etilenglicol. Aqui se puede apreciar que se aglomeran en formas
largas (Figura 10a) y hay sectores de la muestra que estan libres (color negro). De
manera general, se observa una aglomeracion de nanoparticulas de forma esférica
(Figura 10b), con un tamafio promedio de particulas, mas o menos uniforme, de

aproximadamente 12 nm y con un tamafo inferior de 8 nm y mayor de 24 nm (Figura 10

c).
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Figura 10. Micrografias MET de Cu-NPs. Sintesis Cu-NPs/Etilenglicol 48 h a 120 °C. (a) Cu-NPs
aglomeradas formas largas (b) Cu-NPs distribuidas en la muestra aumento de 100 nm y (c)

histograma de dispersion de tamafios de Cu-NPs
Sintesis Cu-NPs/Oleilamina

La micrografia MET (Figura 11 a y b) muestra nanoparticulas aglomeradas que
presentan una morfologia cubica y una distribucion de tamafio con un tamafio promedio
de 9 nm. Ademas, el patrén de difraccion realizado muestra alta cristalinidad, lo que
supone existencia de Cu-NPs (Figura 11 c).

Figura 11. Micrografias MET de Cu-NPs. Sintesis Cu-NPs/Oleilamina 24 h 200 °C. (a) Cu-NPs
aglomeradas (b) Cu-NPs distribuidas en la muestra aumento de 100 nm c) Patron de difraccion de
Cu-NPs.
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Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (IRTF)

e Nanoparticulas de Cobre

Se realizd el espectro de IRTF en Cu-NPs/Oleilamina debido a que esta sintesis
presentd mayor porcentaje de Cu-NPs que la sintesis Cu-NPs/Etilenglicol y se
emplearon estas nanoparticulas (Cu-NPs/Oleilamina) para la inclusion en esferas y
nanofibras de quitosano. En la Figura 12 se presenta el espectro de infrarrojo de
Oleilamina (OAm) v/s espectro de Cu-NPs. El espectro de OAm sirvié para comparar
las vibraciones que aparecen en el espectro de la OAm y asociarla con presencia de
Cu-NPs.

Asi se tiene que de acuerdo al espectro de Cu-NPs, se presenta un pico de absorbancia
de aproximadamente a 1630 cm™ %, este pico corresponde al doble enlace C=C situado
en la mitad de la molécula OAm (Figura 12). Los picos obtenidos a 1500 y 1300 cm™?
representan vibraciones de los enlaces C-H, CH; en el plano y CHs, el pico a 3000 y
3500 cm™ ! quizas puede deberse a la interacciéon de los grupos amonio e hidroxilo y
oxigeno, el cual es un centro rico en densidad electrénica debido a la presencia de dos
pares de electrones sin aparear (Kanhed et al., 2014). En 1114 cm™ aparece un pico
estrecho que muestra la presencia de vibraciones debidas al grupo O-H. Ademas, existe
un pico caracteristico fuerte, ubicado en aproximadamente 625 cm™ !, este pico es
referido a vibraciones del enlace Cu(l)-O, lo que indica presencia de Cu-NPs como lo
reporta Khan (Khan, 2016). Un analisis en la region lejana de IR seria conveniente para
determinar la interaccién de la OAm y la presencia de las Cu-NPs (Cruzat Contreras et
al., 2011).

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS 48



o V,_c_“& R0 sy

UNVERSIDAD DE CUENC

—
= a5

UNIVERSIDAD DE CUENCA

3500 - 3000 cm™

4000 3500 2000 2500

Estructura
Oleilamina

NHZ

Figura 12. Espectro IRTF de Oleilamina (a) vs espectro IRTF de Cu-NPs (b). Sintesis 24 h, 200

°C. Parte inferior se muestra la estructura de la molécula de Oleilamina
e Capsaicina extraida a partir de aji rocoto

La caracterizacion de los grupos funcionales del extracto de aji rocoto se realizé en la
muestra con mayor porcentaje de extraibles y de mayor cantidad de capsaicina
mediante la cuantificacién por UV-Vis presentado anteriormente; es decir en la prueba
P3 (extracto concentrado a partir de semillas de aji rocoto). En la Figura 13 se muestra
el espectro IRTF para la capsaicina P.A., el cual fue empleado para comparar con el
espectro infrarrojo del extracto de aji rocoto a partir de semillas obtenido por extraccién
Soxhlet.
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Figura 13. Espectro de infrarrojo de capsaicina P.A.

El espectro de infrarrojo del extracto a partir de semillas se presenta en la Figura 14. A
3333,34 cm™ se observa una banda ancha provocada por el enlace —NH en el grupo
amida, dicho grupo esta compuesto de derivados de la capsaicina (Mejia Yanez,
2013)(Baldedn & Hernandez, 2017); ademas, corresponde a la vibracion del grupo —OH
el cual absorbe en el rango de 3200 a 3600 cm™. El pico estrecho observado a 2973,48
cmcorresponde a la vibracion del grupo —CH, de la cadena alifatica (Baldeén &
Hernandez, 2017). La banda a 2888,45 cm'corresponde a vibraciones del enlace C-H
en alquenos. La banda observada a 1657,45 cm™pertenece a la vibracién del grupo C=0
y N-H en amida secundaria (Chipantiza Quinatoa, 2017). Entre 1280,35 y 1326,74 cm’
!se asocia a la tension de C=C en compuestos aromaticos. Ademas, entre 1086,63 y
1044,64 cm se observan bandas angostas y de absorcion intensa de grupos C-O, C-N
(Barbero, 2007). Por ultimo, el pico a 878,91 cmse relaciona con los del grupo metoxilo

gue se encuentra como sustituyente en el anillo bencénico (Mejia Yanez, 2013).
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Figura 14. Espectro de infrarrojo del extracto de aji rocoto obtenido a partir de semillas.

e Esferas y nanofibras de quitosano dopadas con Cu-NPs/capsaicina
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Los espectros IRTF de las esferas y nanofibras conteniendo Cu-NPs se realizaron para

analizar las posibles interacciones entre las Cu-NPs y el quitosano.

En las Figuras 15 y 16 se muestran los espectros IRTF de las esferas y nanofibras puras
de quitosano/capsaicina (Figura 15a y 16 a, respectivamente) y de las esferas y
nanofibras dopadas con Cu-NPs al 1% P/P y 2% P/P (Figura 15b-15c y 16b-16c,
respectivamente). Para el quitosano se observa una banda en 3784 cm™ debido a la
vibracién combinada de los grupos amina primaria (-NH.) y —OH (Saharan et al., 2013),
mientras que otro pico ubicado a 1582 cm™ se relaciona con la acetamida (-CONH>).
Ademas, un pico ubicado a 1025 cm™ se relaciona con el grupo OH (Figura 15 a) (K.
Hernandez, 2014).

Por otro lado, las esferas y nanofibras dopadas con Cu-NPs (Figura 15b-15c y 16b-16c)
mostraron picos similares, pero mas agudos y desplazados a 1572 cm™ y 1640 cm™?, asi
como el pico correspondiente al OH a 3272 cm™, lo cual asume la quelacién del cobre
con el grupo OH y NH> (Prasad, Kumar, & Kumar, 2017) al inducir la redistribuciéon de
las frecuencias de vibracion (Saharan et al., 2013) y asume la interaccién entre ambos

compuestos.
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Figura 15. Espectro de Infrarrojo de esferas a) Quitosano/capsaicina, b) Quitosano/capsaicina/Cu-

NPs-1%, c) Quitosano/capsaicina/Cu-NPs- 2%.
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Figura 16. Espectro de Infrarrojo de nanofiboras a) Quitosano/capsaicina, b)

Quitosano/capsaicina/Cu-NPs-1%, c) Quitosano/capsaicina/Cu-NPs-2%

Microscopia Electrénica de Barrido

e Esferas

Esferas Quitosano/Capsaicina

En la Figura 17, se muestra la micrografia MEB de las esferas de quitosano incorporada
con la capsaicina extraida de las semillas de aji rocoto. En la micrografia del lado
izquierdo se puede apreciar que las esferas resultaron compactas, un tanto esféricas y
de un tamafio aproximado a 1,25 mm, ademas en el lado derecho se observa la
superficie de las esferas en donde se aprecia alta porosidad en la superficie, esta es

comparable con lo obtenido por Chipantiza Quinatoa (Chipantiza Quinatoa, 2017).

Figura 17. Micrografia MEB de esferas quitosano/capsaicina.

Esferas Quitosano/Cu-NPs

Las esferas obtenidas de quitosano dopadas con nanoparticulas de cobre al 1% se
observan en la Figura 18. Estas esferas muestran una superficie lisa con pocos poros
(Prasad et al., 2017) y son de morfologia irregular (Figura 18 a), no son esferas bien
formadas, ademas el tamafio de las mismas corresponde a 1,2 mm como en el caso de

las esferas cargadas con capsaicina. Adicionalmente, en la Figura 18 b, se presenta un
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analisis elemental de Espectroscopia de Dispersion de Rayos X (EDX) de la superficie

de las esferas (recuadro violeta) con el que se puede confirmar la presencia de cobre
en dicha superficie; sin embargo, con este andlisis elemental no se cuantifica la cantidad
real de las Cu-NPs en las esferas, ya que es un andlisis superficial (Cardenas et al.,
2009) (Cruzat, 2010).

Spectrum 2|

Weight%

3262
17.70
49.11
0.56

100.00

ull Scale 2065 cts Cursor: 0.000 ke keV
Figura 18. Micrografia MEB de esferas quitosano/Cu-NPs (1%).

Las esferas de quitosano dopadas con Cu-NPs al 2% se observan en la Figura 19, estas
presentan una morfologia no uniforme de forma ovalada, pero con una superficie
ligeramente mas porosa (Figura 19a) que las esferas dopadas con las Cu-NPs al 1%.
El andlisis elemental EDX de la muestra (Figura 19b), confirma la existencia de cobre

en la superficie (recuadro violeta).

Se puede decir que tanto para la matriz con 1% y 2% de Cu-NPs, las nanoparticulas se
incorporaron facilmente en la solucion de quitosano, posiblemente debido a las
interacciones electrostaticas, producidas por la naturaleza cationica del quitosano en
solucion y los electrones libres de las nanoparticulas de cobre. Ademas, el enlace de
hidrégeno y la hidrofilicidad del quitosano es una caracteristica apropiada para la

incorporacion y dispersion de Cu-NPs dentro de la matriz (Cardenas et al., 2009).
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Spectrum 1
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Figura 19. Micrografia MEB de esferas quitosano/Cu-NPs (2%)
Esferas Quitosano/Capsaicina/Cu-NPs

En la Figura 20 a, se muestra la micrografia de las esferas de quitosano al incorporar
capsaicina y Cu-NPs, se puede apreciar que tienen una morfologia casi esférica y una
superficie porosa, la cual comparada a la superficie de las esferas de matriz doble
(quitosano/Cu-NPs) tienden a formar mas poros de manera similar que las esferas
quitosano/capsaicina. En la Figura 20 b se presenta el andlisis elemental de las esferas,
gque muestra la existencia de cobre en la superficie de las esferas (recuadro violeta), con
lo cual se puede afirmar la incorporacion de cobre en el quitosano a través de este

método de encapsulacion.
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Figura 20. Micrografia MEB de esferas quitosano/capsaicina/Cu-NPs (2%)
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¢ Nanofibras

Nanofibras de matriz doble

En las Figuras 21 y 22 se observan las imagenes MEB de las muestras de solucién
polimérica de quitosano/ capsaicina (2% V/V) y quitosano/Cu-NPs (1 % P/P), luego de
ser electrohiladas. Para ambos casos, se observan particulas aglomeradas de forma
esférica en su mayoria, mismas que se encuentran formando aglomeraciones que se
conectan por fibras. Sin embargo, no se pudo obtener nanofibras, al contrario, lo que se

obtuvo fueron mezclas de gotas con algunas estructuras fibrosas.

Figura 22. MEB de nanofibras de quitosano de matriz doble: quitosano/Cu-NPs.
Nanofibras de matriz triple

En la Figura 23, se observan los andlisis MEB de las nanofibras de matriz triple,
Quitosano/Capsaicina/Cu-NPs (1% P/P) y Quitosano/Capsaicina/Cu-NPs (1% P/P). De
igual manera que las nanofibras de matriz dobles presentadas previamente, se observan

gue no se logré formar nanofibras, sin embargo, si se formaron aglomeraciones de
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particulas de la matriz triple interconectadas mediante estructuras fibrosas que se

reparten a lo largo de toda la composicion, aunque dichas aglomeraciones son menos
regulares que las de la matriz doble. En ambos casos se observan que las particulas
son de forma esférica y si comparamos el tamafio de las aglomeraciones en ambas
Figuras (Figura 23 a 'y 23 b), se puede concluir que en ambas matrices el tamafo es

relativamente similar.

Figura 23. MEB de nanofibras de matriz triple quitosano/capsaicina dopadas con (a) Cu-NPs (1%
P/P) y (b) Cu-NPs (2%).

La viscosidad es un factor importante, dado que el diametro de la fibra aumenta con la
viscosidad de la solucion (Matthew G. McKee, Garth L. Wilkes, Ralph. H. Colby, &
Timothy E. Long*, 2004). La variacién en la viscosidad de una a otra solucion polimérica
cuando se incorpor6é Cu-NPs del 1 % al 2 % no provocé cambios significativos en cuanto
a morfologia y tamafio, lo que si provoco fue una menor cantidad de estructuras fibrosas
que conectan las aglomeraciones, lo cual puede explicarse al aumento de la carga de
nanoparticulas en la solucién polimérica afectando la viscosidad de la solucién, la cual
fue muy alta para generar fibras continuas afectando al chorro que fue esprayado en el

momento del proceso de electrospinning (Okutan, Terzi, & Altay, 2014).

En el proceso de electrospinning, también influye en la morfologia y el diametro de las
fibras factores como el voltaje aplicado, la velocidad de la bomba y la distancia de la
jeringa a la pantalla del colector, que dependiendo de su control adecuado, van a formar
estructuras de nanofibras en mayor o menor cantidad (Asmatulu & Khan, 2019). Segun
Deitzel y colaboradores, es evidente que existe un rango 6ptimo de intensidades de
campo eléctrico para un determinado sistema de polimero/solvente, ya que un campo
demasiado débil o demasiado fuerte conducira a la formacion de fibras moldeadas
(Deitzel, Kleinmeyer, Harris, & Beck Tan, 2001), es asi que voltaje aplicado en nuestro
proceso quizas pudo incidir en la formacién de los aglomerados, ya que a medida que

se incremento el voltaje aplicado, el volumen de la caida disminuy6 hasta que se formé
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el cono de Taylor en la punta del capilar, lo que se asocié con un aumento en los
defectos de las aglomeraciones observadas entre las fibras electrohiladas (Sill & von
Recum, 2008). Por ultimo, la distancia del capilar hacia el colector pudo ser otro factor
importante, dado que a medida que esta distancia es menor, se obtienen fibras
defectuosas con particulas aglomeradas lo que puede atribuirse a un secado
inadecuado de la fibra polimérica antes de alcanzar el colector (Sill & von Recum, 2008)
(Megelski, Stephens, Bruce Chase, & Rabolt, 2002).

Ensayos de Liberacion y modelos matematicos

Para todos los ensayos de liberacién se cuantificé la cantidad de capsaicina o de Cu-
NPs liberadas a partir de las esferas y nanofibras empleando la curva de calibracién de
capsaicina y cobre elaboradas (Figura 24) y analizando las alicuotas tomadas a

diferentes intervalos de tiempo durante el ensayo.

Curva de calibracién de cobre
Con los patrones de 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360 mg/L se determind la
longitud de onda del complejo tetraaminocobre (I) [(Cu(NHs)4?* (cuya formacion se

explicé en la metodologia), esta longitud de onda fue de 605 nm. A partir de esta longitud
de onda se construyd la curva de calibracién de cobre. La linealidad se puede verificar
mediante el coeficiente de correlaciéon (R?) obtenido de la construccién de la curva, el
cual fue de R?=0,9987. La curva de calibracion de cobre obtenida se muestra en la

Figura 24.
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Figura 24. Curva de calibracién de complejo de cobre.

Liberacion y modelos cinéticos de capsaicina a partir de esferas y nanofibras

¢ Matriz Quitosano/capsaicina

Esferas
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La liberacién de capsaicina a partir de esferas quitosano/capsaicina se puede apreciar

en la Figura 25. La liberacidon de pequefias concentraciones de capsaicina empieza a
las 4 horas de iniciado el ensayo y a medida que transcurre el tiempo se observa un
incremento en la concentracién de capsaicina liberada, llegando a tener un maximo de

5 mg/L (100 % de liberacidn) en el tiempo de 96 horas (5 dias).

Concentracion capsaicina (mg/L)

Tlempo (h)

Figura 25. Ensayo de liberacion capsaicina. Esferas Matriz doble: Quitosano/Capsaicina
Nanofibras

La liberacién de capsaicina a partir de nanofibras se muestra en la Figura 26, aqui se
puede observar una liberacién controlada y gradual de la capsaicina a partir de la matriz,
llegando a una concentracién maxima de 4 ppm (90 % de liberacién) de capsaicina en
45 minutos. Al igual que en las esferas de quitosano, se tuvo un mecanismo de difusién

gue permitid a la capsaicina migrar desde el interior de las fibras hacia el medio acuoso.

5,5+
—m— Q/Capsaicina|

5,0 4
4,5+

40

35 /

3,0 /
2,5 /
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Concentracion capsaicina
(mg/L)
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Figura 26. Liberacién de capsaicina a partir de nanofibra: quitosano/capsaicina
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Los perfiles de liberacion de capsaicina a partir de esferas y nanofibras de quitosano

son similares, en ambos casos se pudo liberar controladamente y cuantificar casi la
totalidad de la capsaicina incorporada teéricamente, lo que sugiere que tanto esferas
como nanofibras de quitosano son aptas para una liberacién controlada de capsaicina.
La diferencia radical en los experimentos fue que la liberacion total de la cantidad de
capsaicina en las nanofibras se efectué en un tiempo de 45 minutos, mientras que para
las esferas de quitosano/capsaicina se efectud la liberacion en 5 dias aproximadamente,
por esta razon, se decidid ajustar los datos experimentales obtenidos en los dos
modelos aplicados, a la liberacién de componentes a partir de una matriz polimérica
(modelo de Higuchiy de Korsmeyer y Peppas) para aproximar cudl seria la cinética que
sigue proceso de liberacion de capsaicina. Los resultados que se obtuvieron se
presentan en la Tabla 14 y las graficas cinéticas ajustadas de esferas y nanofibras en la

Figuras 27 y 28, respectivamente.

Tabla 14. Pardmetros cinéticos del ajuste de la liberacion de Capsaicina desde esferas y

nanofibras a modelos Higuchi y Korsmeyer y Peppas

Higuchi Korsmeyer y Peppas
K R? R? n
Esferas Quitosano/Capsaicina 0,1389 | 0,9015 | 0,9733 0,8017
Nanofibras Quitosano/Capsaicina 0,0986 0,9854 | 0,9949 0,1995
0
1.2 05 1 15
1 y =0,1389x - 0,3005 -0,2
Rz =0,9015
8
= 0.8 % 0,4
E 0,6 E 06
0,4 fe))
S -08
0,2
y =0,8017x - 1,6419
o -1 R? = 0,9733
1,5 3,5 5,5 7,5 9,5 1
70,5 ’ log t

Figura 27. Ajuste de datos de liberacion de capsaicina desde esferas al modelo (izquierda) Higuchi

y (derecha) Korsmeyer y Peppas
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Figura 28. Ajuste de datos de liberacion de capsaicina desde nanofibras al modelo (izquierda)

Higuchi y (derecha) Korsmeyer y Peppas

Se evidencia en los perfiles de liberacion, tanto que para esferas y nanofibras, se ajustan
mejor al modelo de Korsmeyer y Peppas (R?= 0,9733 y R?= 0,9916 para esferas y
nanofibras, respectivamente) (Tabla 14). Ademas, para el caso de las esferas de
quitosano, se obtuvo un n= 0,8017, lo que significa que la liberacién fue controlada por
un mecanismo de tipo no Fickiano; es decir se presentd una erosion (hinchamiento de
la matriz) de las esferas, lo cual hace que la liberaciébn sea menos controlada que en las
nanofibras, debido a un fendbmeno de relajacién de las cadenas poliméricas a causa del

hinchamiento de la matriz polimérica (Kim et al., 2011) (Certuche, 2017).

El valor de n correspondiente a nanofibras es menor (n= 0,1995) que las esferas, esto
indica que, procesos simultaneos al de difusion ocurrieron, como en el trabajo de Aragon
y colaboradores, en donde al tratarse de materiales porosos, se combina un mecanismo
de difusion parcial seguido de la degradacién de la matriz por el ingreso de agua a los
poros existentes (Saez et al., 2004)(Aragon-Fernandez, Gonzalez-Santos, & Fuentes
Esteves, 2010).

Liberacion de Cu-NPs a partir de esferas
e Matriz doble: Quitosano/Cu-NPs (1y 2 %)

En la Figura 29 se puede observar la cantidad de Cu-NPs liberadas en funcion del
tiempo. La liberacion en medio acuoso de esferas de quitosano conteniendo 1% P/P de
Cu-NPs no arrojé cantidad liberada de Cu-NPs, lo que se puede explicar por la superficie
poco porosa observada en el MEB, mientras que para las esferas con 2% P/P de Cu-
NPs se observdo que en el tiempo inicial (8h) se liber6 una gran cantidad de
nanoparticulas (12,5 ppm - 40 % de la cantidad inicial), pero luego de esta liberacion, la

cantidad de Cu-NPs disminuyo drasticamente siendo estable y constante.
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Con respecto a la matriz conteniendo 2% P/P de Cu-NPs se puede mencionar que se

trata de un mecanismo cinético bifasico, en donde la liberacion fue primero por un efecto
de explosién inicial, en donde la muestra libera grandes cargas del componente,
principalmente de la superficie de las esferas, que probablemente se debidé a la
liberacion de las Cu-NPs no incorporadas y luego, se presentd un comportamiento de
adaptacion y difusion, en donde la matriz luego de tener contacto con el medio acuoso
resultoé en un ligero hinchamiento, permitiendo la difusion de las Cu-NPs hacia el medio

acuoso (Dini, Alexandridou, & Kiparissides, 2003).

Mientras que la nula liberacién de la matriz conteniendo 1 % P/P de Cu-NPs se puede
explicar por el tratamiento post sintético de lavado que se le realiz6 a las esferas para
neutralizar su pH, ya que posiblemente la cantidad afiadida de Cu-NPs no pudo
incorporarse a la matriz, quedando aglomeradas en gran parte en la superficie, las

cuales fueron lavadas y se perdieron (Cruzat, 2010).

—=— Q/Cu-NPs (1%)
—e— Q/ICu-NPs (2%

Concentracion Cobre (mg/L)

T
0 20 40 60 80 100

Figura 29. Ensayo de liberacién de Cu-NPs. Esferas Matriz doble: Quitosano/Cu-NPs (1 y 2%).

e Matriz Triple: Quitosano/capsaicina/Cu-NPs (1 y 2%)

La liberacion de Cu-NPs a partir de esferas de matriz triple se puede observar en la
Figura 30. En las esferas dopadas con el 1% P/P de Cu-NPs se observé liberacion solo
a las 96 horas (5 dias), correspondiente a 4,44 ppm; mientras que para las esferas con
un 2 % P/P de Cu-NPs la liberacion se dio a las 2 horas, pero la cantidad final liberada

es pequefa (0,36 ppm) y luego de este tiempo la liberacién fue completamente nula.

Este tipo de liberacién es similar al comportamiento del perfil de liberaciéon de Cu-NPs

desde nanocompuestos con aplicaciones biocida obtenido en los trabajos der Tamayo

ERIKA JOHANNA VINANZACA MARTOS 61



UNVERSIDAD OE UENC/

UNIVERSIDAD DE CUENCA
y Mallick, quienes determinaron que la liberacion de Cu-NPs es muy lenta 'y que apenas

a los 5 dias se observo una cantidad de Cu-NPs presentes en el medio de liberacion
acuoso la cual fue de 46 ppm a partir de una concentracion de 130,84 pug/mL (Tamayo
et al., 2016) (Mallick et al., 2012).

—a— Q/Cap/Cu-NPs (1%)
54 —e— Q/Cap/Cu-NPs (2%)

Concentracion Cobre (mg/L
N
)

T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

Figura 30. Ensayos de liberacion de Cu-NPs. Esferas Matriz triple: Quitosano/Capsaicina/ Cu-NPs
1y2%)

Liberacion de Cu-NPs a partir de nanofibras

e Matriz quitosano/Cu-NPs

A continuacion, en la Figura 31 se presenta la curva de liberacion de Cu-NPs a partir de
nanofibras de quitosano en funcién del tiempo. Se observa que las Cu-NPs fueron
liberadas gradualmente, resultado similar al comportamiento reportado por Almasi en
donde asume el comportamiento asociado a la capacidad del quitosano como matriz

estable y a su fuerte interaccién con las Cu-NPs (Almasi et al., 2018).

Este comportamiento se puede explicar, como menciona Tamayo en su estudio, por la
eficacia de los nanocompuestos de polimero-metal que mejora con una alta relacion
superficie-volumen, lo que aumenta los numeros de iones liberados de las
nanoparticulas en el polimero (Tamayo et al., 2016). Ademas, estudios realizados por
Damm & Munstedt, indican que la concentracion de Cu-NPs liberada a partir de
nanocompuestos basados en quitosano es el triple en comparacion a otros
nanocompuestos debido a la estructura y polaridad del quitosano para incorporar de
mejor manera metales y ademas el quitosano al ser un polimero hidrofébico permite que
el mecanismo que gobierna la liberacién sea la difusion desde la matriz (Damm &
Munstedt, 2008). La curva de liberacion obtenida es similar a las reportadas por Hahn,
en donde se asevera que la liberacién también se debe a un proceso de difusion y se

acomoda a una liberacién de primer orden en donde la concentracion de cobre aumenta
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con el tiempo, pero de una manera no linear, salvo en el primer tramo de liberacién.

(Hahn, Brandes, Wagener, & Barcikowski, 2011).

26

—®u— Q/Cu-NPs
24
22
20

Concentracion Cobre (mg/L)
>
L

Tiempo (min)

Figura 31.Liberacion de cobre a partir de nanofibra quitosano/Cu-NPs
e Matriz Quitosano/Capsaicina/Cu-NPs (1y 2 % P/P)

Las curvas de liberacion de Cu-NPs a partir de nanofibras de matriz triple con 1y 2 %
P/P de Cu-NPs se presenta en la Figura 32, en ambas curvas se puede observar que,
al iniciar el ensayo, la cantidad de Cu-NPs incrementa rdpidamente hasta un valor de
11 ppm para el 1% P/P de Cu-NPs y 6 ppm para el 2% de Cu-NPs, respectivamente y
luego estas cantidades disminuyen notablemente a partir de los 10 minutos en ambas
curvas aproximadamente hasta la mitad de la concentracién maxima, desde donde la
cantidad liberada se vuelve mas o menos estable. También se observa que la liberacion
es rapida en las nanofibras dopadas al 2 % de Cu-NPs.

Estos dos comportamientos obedecen lo siguiente, a la mayor inclusién de Cu-NPs,
mayor sera la liberacion del compuesto activo en cada matriz, que si bien, en este caso
no es grande, (del 1 al 2% P/P), pero si influye en la cantidad liberada. Ademas, podria
tener relacion a que la razén para una liberacion méaxima al inicio del ensayo en ambas
matrices es debido a la disolucién de las Cu-NPs presentes, en su mayoria, en la
superficie de las nanofibras en lugar de encontrarse al interior de la matriz (Sill & von
Recum, 2008) quizas asociado a que en el proceso de electrohilado el solvente no se
evapor0 totalmente, da lugar a aglomeraciones de Cu-NPs, lo cual hace que a tiempos
iniciales se libere la mayor cantidad de estas nanoparticulas al medio de liberacion
(Cioffi et al., 2004)
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—a— Q/Cap/Cu-NPs (1%)
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Figura 32. Ensayos de liberacién de cobre. Nanofibra: Quitosano/Capsaicina/ Cu-NPs (1y 2 %)

Cinética de liberacion de Cu-NPs a partir de nanofibras de quitosano

Dado que se obtuvieron datos mas congruentes y una mejor tendencia de liberacién
controlada de las Cu-NPs a partir de las nanofibras, se decidié ajustar los datos
experimentales obtenidos a los dos modelos aplicados a la liberacién de componentes
a partir de una matriz polimérica (modelo de Higuchi y de Korsmeyer y Peppas) para
aproximar cual seria la cinética que sigue el proceso de liberacion. Los resultados que
se obtuvieron se presentan en la Tabla 15 y las graficas cinéticas correspondientes a
nanofibras en la Figura 33.

Tabla 15. Parametros cinéticos del ajuste de la liberacion de Cu-NPs desde nanofibras a modelos

Higuchiy Korsmeyer y Peppas

Higuchi Korsmeyer y Peppas
k R? R? n
Nanofibras Q/Cu-NPs 0,0915 | 0,9368 | 0,9544 0,214
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Figura 33. Ajuste de datos de liberacion de Cu-NPs desde nanofibras dobles al modelo (izquierda)

Higuchi y (derecha) Korsmeyer y Peppas.

Se observa que la liberacion de Cu-NPs se ajusta mejor al modelo de Korsmeyer y
Peppas (R?= 0,9544), ademas se presenta un n= 0,214, esto indica que se combiné un
mecanismo de difusion parcial seguido de la degradacion de la matriz por el ingreso de
agua a los poros existentes, al igual a lo ocurrido con la liberacién de capsaicina a partir
de nanofibras (Séez et al., 2004)(Aragdn-Fernandez et al., 2010).

Finalmente, como continuacién de este trabajo, se han realizado ensayos preliminares
de inhibicién contra ciertos microorganismos empleando las matrices obtenidas en este
trabajo. Estos ensayos han sido llevados a cabo por miembros de la Facultad de
Agronomia, quiénes son los responsables de dar continuacién y potenciar el trabajo aqui
presentado. A continuacion, en la Figura 34, se muestra una prueba de la eficacia de
las matrices quitosano/capsaicina y quitosano/capsaicina/Cu-NPs, para inhibir ciertos
microorganismos y ser empleados a futuro como posibles fungicidas y se demuestra

que los resultados son prometedores.

CONTROL

Figura 34. Inhibicién de Fusarium por quitosano/capsaicina
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CONCLUSIONES
Se obtuvieron Cu-NPs a través de las dos sintesis solvotermal planteadas, la sintesis
Optima con la que se obtuvieron nanoparticulas en polvo (0,4 g) fue el experimento N°
3, Cu-NPs/Oleilamina con las siguientes condiciones: tiempo de reaccion de 24 horas,
temperatura de 200° C y lavado con acetona. Las nanoparticulas presentaron un tamafio

de 9 nm y morfologia cubica.

Se extrajo la capsaicina a partir del aji rocoto (Capsicum Pubescens) mediante el
método Soxhlet. EI mejor % de extraibles resultd de las semillas del aji, con un % de

extraibles de 30,64 % y el volumen obtenido fue 50 mL con una concentracion de 2134

ppm.

Se incorporaron las Cu-NPs sintetizadas, en esferas y nanofibras mediante el método
de gelificacion ionica y electrospinning, respectivamente. Las esferas presentaron un
tamafio de 1,25 mm y estructura porosa con Cu-NPs presentes en su estructura,
mientras que las nanofibras resultaron en aglomerados de particulas interconectadas

por fibras de tamafio inferior.

Los ensayos de liberacion de capsaicina a partir de esferas y estructuras fibrosas fueron
similares en cuanto a tendencia, pero la principal diferencia radicé en que la liberacion
de la cantidad de capsaicina incorporada se liber6 mas rapido desde las nanofibras (45
min) que desde las esferas (5 dias). Ademas, la cinética de liberacién de capsaicina de
estas matrices (esferas y nanofibras), se ajusté al modelo de Korsmeyer y Peppas con
un R?=0,9733 y R?= 0,9949, indicando que en las esferas siguieron un mecanismo de
tipo no Fickiano; (hinchamiento de la matriz) y, en las nanofibras ocurrié una difusion
parcial seguida de la degradacion de la matriz de quitosano. Por ultimo, los ensayos de
liberacion de las Cu-NPs fueron mas controlados a partir de las estructuras fibrosas. Es
asi que, se obtuvo un perfil de liberacion ajustado al modelo de Korsmeyer y Peppas
con un R?= 0,9544, lo cual indicé que el mecanismo de liberacién también se dio por

difusion parcial seguido de la degradacion de la matriz de quitosano.

Finalmente, se concluye que los objetivos planteados en este trabajo se cumplieron a
cabalidad y generaron buenos resultados que seran potencializados a futuro mediante

los estudios de inhibicidén correspondientes a la continuacion del proyecto.
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RECOMENDACIONES

Mejorar el lavado y purificacion de las Cu-NPs para su mejor incorporacion y dispersion

en las matrices, tanto en esferas como estructuras fibrosas.

Evaluar la influencia de factores como viscosidad de solucion polimérica, distancia de la
aguja al colector y voltaje en la formacion de nanofibras mediante electrospinning, para

obtener mejor estructura y superficie.

Realizar los ensayos de liberacion a partir de nanofibras y esferas, modificando
parametros como pH y agitacion, para determinar el cambio en la cinética de liberacién

que sigue dicha modificacién.

Evaluar las propiedades fungicas de los compuestos obtenidos, esto es, Cu-NPs, asi
como las distintas matrices y soluciones obtenidas (esferas y estructuras fibrosas).
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