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RESUMEN
Las enfermedades en los cultivos son producidas por factores bi6ticos que alteran las

funciones fisioldgicas de las plantas y en casos extremos provocan la muerte de las
plantaciones, entre estos factores se encuentran los hongos. Las estrategias usadas por los
agricultores para evitar pérdidas en sus cultivos debidas a infestaciones de patdgenos
fungales incluyen la aplicacion de pesticidas de sintesis quimica. Sin embargo, las
poblaciones de hongos, objeto de control, pueden generar resistencia, originando graves
problemas a los productores. El objetivo de este estudio es desarrollar un nuevo fungicida
a partir de la obtencién de una matriz polimérica dopada con nanoparticulas de metales de
transicion (hierro y zinc) soportadas en una matriz polimérica de quitosano y propéleo
refinado. Para ello, se obtuvieron las nanoparticulas mediante la técnica solvotermal, a
causa de su simplicidad y por involucrar una cinética de reaccién acelerada. El propdleo
fue utilizado puesto que presenta propiedades antimicrobianas y antifingicas, esto
asociado a la gran cantidad de flavonoides, polifenoles, esteroides, aldehidos,

aminoacidos y quinonas, a quienes se les confieren, estas capacidades.

Se realizaron las sintesis de nanoparticulas variando parametros de reaccion (temperatura,
tiempo y precursor de Zinc). Para el caso de las matrices polimericas se obtuvieron films
de cuatro tipos, quitosano, quitosano/extracto de propdleo, quitosano/nanoparticulas y
quitosano/extracto de propdleo/nanoparticulas. La calorimetria diferencial de barrido
determin6 un aumento de la estabilidad térmica en las matrices que poseian propoleo y
un menor contenido de agua. La microscopia electronica de transmision, la difraccion de
electrones de area seleccionada y la difraccion de rayos X, demostraron la estructura de
las nanoparticulas, siendo estas en mayor cantidad propias de la espinela de hierro
(FesOs4). La microscopia electronica de barrido determiné una estructura tipo nanofilm de
las matrices poliméricas electrohiladas. Los ensayos de liberacion se ajustaron a modelos
matematicos siendo el modelo que mejor se ajusta el de Korsmeyer y Peppas, en donde
el propdleo fue la Unica sustancia que se liberd en el medio (etanol al 70%). Por altimo,
se determind la actividad antifungica de las nanoparticulas, matrices poliméricas y
soluciones utilizadas en electrospinning por medio de un ensayo in vitro frente al hongo

Fusarium sp.

Palabras claves: Nanoparticulas, propo6leo, quitosano, sintesis solvotermal,

electrospinning, ensayos de liberacion, fungicida.
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ABSTRACT
Diseases in crops are caused by biotic factors that alter the physiological functions of
plants and in extreme cases causing the death of plantations, among these factors are
fungi. The strategies used by farmers to avoid losses in their crops due to fungal pathogen
infestations include the application of chemical synthesis pesticides. However, controlled
fungal populations can generate resistance, causing serious problems for growers. The
objective of this study is to develop a new fungicide from obtaining a polymer matrix
doped with transition metal nanoparticles (iron and zinc) supported on a polymeric matrix
of chitosan and refined propolis. For this, we obtained the nanoparticles using the
solvothermal technique, a reason for their simplicity and for involving accelerated
reaction kinetics. Propolis was used since it has antimicrobial and antifungal properties,
this associated with the large amount of flavonoids, polyphenols, steroids, aldehydes,

symptoms and quinones, to whom these capacities are conferred.

Nanoparticle syntheses were performed by varying reaction parameters (temperature,
time and Zinc precursor). In the case of polymeric matrices, films of four types were
obtained: chitosan, chitosan / propolis extract, chitosan / nanoparticles and chitosan /
propolis extract / nanoparticles. Differential scanning calorimetry determined an increase
in thermal stability in the matrices that had propolis and a lower water content.
Transmission electron microscopy, electron diffraction of selected area and X-ray
diffraction, demonstrated the structure of the nanoparticles, being these in greater quantity
than the iron spinel (FesO4). Scanning electron microscopy determined a nanofilm-like
structure of the electrospun polymer matrices. The release tests were adjusted to
mathematical models, the Korsmeyer and Peppas model being the best fit, where propolis
was the only substance that was released into the medium (70% ethanol). Finally, the
antifungal activity of the nanoparticles, polymer matrices and solutions used in

electrospinning was determined by means of an in vitro test against the fungus Fusarium
sp.
Keywords: Nanoparticles, propolis, chitosan, solvothermal synthesis, electrospinning,

release assays, fungicide
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CAPITULO 1: INTRODUCCION
El mundo en el siglo XXI se enfrenta a muchos desafios, uno de los mas importantes es

que la agricultura moderna tiene la responsabilidad de brindar los alimentos necesarios a
la humanidad. La demanda de alimentos va en aumento a causa al incremento de la
poblacion mundial, esto involucra un mejor desarrollo en los sistemas de agricultura y
elaboracién de productos alimenticios para poder proveer y mantener los niveles 6ptimos
en la poblacion (FAO, 2009). Dentro de los principales problemas que afronta la
agricultura moderna estan los diferentes tipos de patdgenos, incluyendo virus, bacterias,
hongos y malezas, que perjudican los cultivos, desde la semilla, a la planta y los frutos,
los cuales se han podido disminuir con la aplicacién de plaguicidas generalmente de
sintesis quimica (Pérez et al., 2013).

Ecuador, debido a su ubicacion geografica, clima y otros factores, tiene un gran potencial
rural que favorece la agricultura, por lo tanto, necesita llevar un control mas profundo de
las enfermedades que pueden atacar a todos sus cultivos (Alvarado & Arcentales, Valdez,
2019).

El desarrollo tecnoldgico permitié que la elaboracion de plaguicidas sintéticos aumente
notablemente en los ultimos afios. Actualmente, la produccion agricola utiliza una gran
cantidad de plaguicidas quimicos, los cuales tienen impacto negativo en el ambiente ya
que contaminan el suelo y los cuerpos de agua y atacan a organismos no-objetivo.
Ademas, muchos de estos plaguicidas han perdido su actividad antifingica puesto a que

los hongos empiezan a generar resistencia (Garcia- Gutiérrez & Rodriguez-Mesa, 2012).

En virtud de esto, existe una creciente necesidad de reemplazar los agentes quimicos
convencionales por sustancias menos toxicas, lo cual exige el disefio de nuevos fungicidas
de amplio espectro. Hoy en dia, en varios paises, las medidas gubernamentales se han
tornado mas estrictas con la vigilancia de estos plaguicidas quimicos para mejorar la
eficiencia de los mismos en la agricultura (Muifio et al., 2007). Esta disposicion,
promueve el desarrollo de un campo de investigacion en el cual se trabaje con nuevos
compuestos que permitan disminuir la afeccion por plagas en los cultivos, y que no tengan

un fuerte impacto ambiental como los plaguicidas tradicionales (Silva Castro et al., 2018).

Las nuevas investigaciones buscan generar nuevos agentes antiflngicos que sean
amigables con el planeta, entre los cuales tenemos: la sintesis de un complejo formado
por quitosano (CS) y nanoparticulas (Nps) de cobre (Vifianzaca, 2019) (Sun et al., 2012),

19

Marco Francisco Alvarado Lopez
Jhonny David Ponce Montalvo



Universidad de Cuenca

la formacién de un copolimero de injerto de quitosano con &cido polilactico (PLA)
cargadas con Nps de flusilazol (Mei et al., 2014), la estructuracion recubrimientos
modificados con aceites esenciales, (Regnier et al., 2009), la preparacion de una solucién
de nanoparticulas de plata con el extracto de la semilla de olivo (Khadri et al., 2013),
encapsulacion del extracto de plantas en una matriz polimérica de CS (Lira et al., 2006),
entre otros. De los antes mencionados, un compuesto que también ha demostrado ser un
gran candidato a ser un antifungico es el propoleo, ya que este presenta una buena
actividad antimicrobiana contra muchas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,

levaduras y hongos (Peng et al., 2012).

Segun las investigaciones antes mencionadas, se puede observar que el quitosano es
actualmente uno de los polimeros naturales con mayor potencial para su uso en
nanotecnologia por su caracter cationico, sus propiedades gelificantes y filmogénicas (lo
cual lo hace ideal para la liberacion controlada de sustancias) (Exposito Harris, 2010).
Ademas, es muy efectivo para su aplicacion en el sector agricola debido su propiedad
fungicida y que se puede combinar con compuestos funcionales, naturales o
nanoparticulas metalicas que permitan eliminar los diferentes problemas asociados con el
uso de compuestos quimicos de alta toxicidad. De igual manera, se caracteriza por ser
biocompatible, biodegradable y presentar propiedades antimicrobianas. De hecho, se
espera que todos los hongos sean vulnerables al quitosano, excepto aquellos que contienen
quitosano como compuesto de pared celular que se encuentra rodeando a la membrana

plasmatica (Silva Castro et al., 2018).

Segun reporta Cortés-Higareda y colaboradores (Cortés Higareda et al., 2019), el CS al
ser combinado con el propdleo presenta accion sinérgica, ya que mostrd una considerable
disminucion del hongo Aspergillus flavus. Asimismo, el propio autor destacé que la
actividad contra los microorganismos esta relacionada con el efecto sinérgico de los
flavonoides mas que la accién de cada uno por separado, como la galangina, que es un
flavonol con accion bacteriostéatica, y la pinocembrina, que es una flavonona con accion
antimicrobiana y antimicoética (Stangaciu, 1998). Estos compuestos fendlicos tienen la
capacidad de desordenar el citoplasma, la membrana y la pared celular de los
microorganismos e inhibir su sintesis de proteinas, ademas, podria estar actuando sobre
la inhibicion de la replicacion del ADN, todo esto se puede atribuir a su accion

antioxidante y eliminadora de radicales libres (Martinez Florez et al., 2002).
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En lo que respecta a las nanoparticulas tipo espinela, se han desarrollado investigaciones
con nanoferritas de cobre y niquel (CoFe204y NiFe204) en donde se ha demostrado la
actividad antifngica de estos compuestos frente a Colletotrichum Gloeosporioides,
Dematophora Necatrix y Fusarium Oxysoprum. La actividad antifingica del mismo se le
atribuye a la alta reactividad que presentan, lo que afecta a los microorganismos incluso
en concentraciones muy bajas (Sharma et al., 2017).

En otros estudios realizados, (Davarpanah et al., 2019) demostraron los efectos
antifngicos de las nanoparticulas de ferrita BaFe12019y CoFe2O4 dentro del rango de 4-
64pg/ml contra los hongos Candida albicans y Fusarium oxysporum. También postula que
las Nps de Oxidos metalicos presentan mecanismos de accién inhibitoria como la
liberacion de iones metélicos, la generacidn de especies reactivas de oxigeno, la
destruccion de la membrana externa y la internalizacion de particulas en microorganismos
(Stankic et al., 2016).

Por lo tanto, el propdleo, el quitosano y las nanoparticulas tipo espinela de 6xidos
metéalicos serian potenciales elementos para la elaboracion de un nuevo agente fungicida

organico que permita el control de plagas en cultivos.
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2R3V

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General
- Elaborar matrices poliméricas a partir de quitosano, prop6leo y nanoparticulas

de metales de transicion, mediante la técnica de electrospinning.

Objetivos Especificos

- Determinar la influencia de los precursores (Zn, Zn(NOs),), tiempo de
reaccion (8 'y 24 horas) y temperatura de reaccion (200 °C y 160 °C) utilizados

en la sintesis.

- Determinar los parametros de trabajo en la técnica del electrospinning (voltaje,

flujo y altura).

- Evaluar la eficiencia de liberacion del propdleo a diferentes temperaturas.
(30°C y 40°C).

- Realizar los primeros ensayos in-vitro tendiendo a proyectar la matriz

(quitosano, propoleos, nanoparticulas) como un posible antifingico.
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CAPITULO 2: CONTENIDO TEORICO

Nanotecnologia
El término “nanotecnologia” como tal es muy usado actualmente y su definicién varia de

un campo a otro dependiendo de su punto de analisis (Poole & Owens, 2003). De manera
general, se define como la comprensidn, el control y reestructuracion de la materia en el
orden de nandmetros para la creacion de materiales con propiedades nuevas. De esta
forma, la nanotecnologia abarca dos enfoques principales: el enfoque “top down” que
hace referencia a la disminucidn de las estructuras a nanoescala mientras mantienen sus
propiedades originales sin control a nivel atdmico. El otro enfoque es el llamado “bottom
up” dentro del cual los materiales se modifican a partir de componentes moleculares

mediante un proceso de ensamblaje (Sanchez & Sobolev, 2010).

Esta rama de la ciencia ha ganado importancia en los ultimos afios puesto que los
materiales se comportan de una manera diferente dependiendo de su tamafio. Asi, a
nanoescala se modifican las interacciones de las fuerzas de las moléculas lo cual modifica
los impactos que estos tienen en el medioambiente, la salud humana o el ecosistema
(Martins, 2013)

Bionanocompuestos
En la actualidad, uno de los grandes campos de estudio son los biocompuestos

nanométricos, que son materiales por lo general producidos a partir de recursos
biodegradables (polisacaridos, proteinas, lipidos y polimeros sintéticos biodegradables).

(Maftoonazad & Ramaswamy, 2018).

Este grupo de materiales del tamafo entre 1-100 nm se forman por la mezcla de polimeros
naturales y solidos inorganicos. Estos muestran propiedades estructurales y funcionales

mejoradas, las que resultan atractivas para diferentes aplicaciones (Darder et al., 2007).

Ultimamente, el desarrollo de materiales biocompatibles ha sido impulsado por la
creciente tendencia al uso de componentes renovables que tengan una baja huella de
carbono y que sean biodegradables (Reddy et al., 2013). Muchos plasticos de base
ecoldgica han presentado problemas porque tienen un intervalo de procesamiento
estrecho, hidrofilico y una conductividad deficiente. Sin embargo, los bionanocompuestos
resultan ser una opcion prometedora de componentes con buenas propiedades oOpticas,

electronicas o magnéticas al tiempo que conservan la facil procesabilidad de los polimeros
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(Mezzenga & Ruokolainen, 2009).

Nanoparticulas
Este tipo de materiales ha existido desde hace siglos en el planeta, se puede poner como

ejemplo las nanoparticulas que contiene el humo y las que estan presentes en el interior
de algunas bacterias (Gutiérrez Wing, 2006). Son estructuras de tamafio nanométrico que
poseen un area especifica elevada y por lo menos una de sus dimensiones entre 1y 100nm,
en consecuencia, hay mas superficie expuesta para la colision molecular por lo que
pueden incrementar la velocidad de los mecanismos de reaccién (Mohanraj & Chen,
2007). Con las sintesis de estos materiales es indispensable conocer sus propiedades y
aplicaciones reales, para que asi puedan llegar a contribuir en el desarrollo y calidad de
vida de la sociedad. Si se realiza una comparacién con un material de escalas mayores,
los materiales nanométricos poseen propiedades asombrosas, o incluso pueden aparecer
propiedades nuevas y desconocidas. Es por esto que es necesario su investigacion
respectiva, lo que ayuda a una mejor comprension y por lo tanto podremos tener mejores

aplicaciones tecnologicas (Moran Lopez & Rodriguez Lopez, 2013).

Nanofibras electrohiladas
Con el nacimiento de la nanotecnologia cada vez hay mas interés por estudiar las

propiedades de los materiales que se encuentran en el rango de los nanémetros. Si se
buscan estructuras que sean de excelente aplicabilidad en varios campos, las estructuras
porosas y mecanicamente estables podrian ser las ideales. Las nanofibras son estructuras
poliméricas con didmetros que van desde los 2 nm hasta varios micrometros (Bhardwaj
& Kundu, 2010). Partiendo de las nanofibras se pueden obtener materiales fuertes,
livianos, porosos y con una elevada superficie especifica, cuyas caracteristicas podrian

modularse facilmente (Garcia, 2013).

Un punto fuerte es que las nanofibras electrohiladas se estudian con creces y sus posibles

aplicaciones se demuestran en gran medida (Persano et al., 2013)

La técnica de electrospinning ha surgido rapidamente puesto que es un método simple y
confiable para la elaboracion de nanofibras, pudiendo tener una morfologia ajustable a
partir de la modificacion de pardmetros y una variedad de polimeros. Este proceso implica
la generacion de un elevado voltaje para crear un arco eléctrico que permita generar las
nanofibras a partir de la solucién del polimero cargado (Ahmed et al., 2015).
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Debido a las investigaciones que se han realizado, las fibras que se realizan por
electrospinning tienen una prometedora aplicacion en la ingenieria de tejidos porque su
estructura se asemeja a la de una matriz extracelular (Pham et al., 2006), ademas en
vendajes para heridas, biosensores, y filtracidn. Entre las principales ventajas que ofrecen
este tipo de fibra, esta su capacidad de manipular los componentes presentes para que se
pueda disponer de las propiedades y funciones deseadas, también dispone de una elevada
relacion superficie/volumen, y porosidad variable (Bhardwaj & Kundu, 2010).

Espinelas
La estructura tipo espinela, lleva su nombre por el mineral espinela, MgAl,O4 (Jaramillo

Nieves, 2012), Son 6xidos metalicos con estructura cristalina cibica centrada en las caras
(Montoya Carvajal et al., 2015).

Estos compuestos tienen una gran versatilidad ya que poseen maltiples usos y mejores

propiedades fisicas y quimicas (Ledn, 2017).

Quimicamente las espinelas tienen por formula AB>Xs. Los elementos A (cation
divalente), B (cation trivalente) y X (anfigenos) pueden ser: A= Zn, Cd, Fe, Cu, Ge; B=Cr,
Al, Co, Ga, Iny X= O, Se, Te, S, respectivamente. Estan dispuestos de una forma
compacta de iones X que forman una red cubica y producen intersticios que son ocupados
por los cationes A o B. Cuando la espinela presenta una estructura cubica de caras
centradas se la denomina espinela normal, los elementos A (8 en total) se encuentran se
en los sitios tetraédricos mientras que los sitios octaédricos se encuentran ocupados por
los elementos B (16 en total); si esto se invierte se tiene una espinela de tipo inversa,
debido a que los cationes intercambian sus posiciones (Vargas Hernadez et al., 2009).
Esta disposicion pertenece a una red de Bravais, tipo FCC, de 14 iones (dos de A?*, cuatro
de B**y 8 de 0% (Camargo Zambrano, 2011).

Una espinela normal tiene como celda unitaria, 56 atomos, donde 8 pertenecen al
elemento A, 16 al elemento B y 32 al elemento X (por lo general oxigeno) (Camargo
Zambrano, 2011).
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Nanoparticulas de espinelas de Hierro - Zinc y sintesis solvotermal
La espinela de hierro (FesOs) es un Oxido abundante en la naturaleza, ha sido muy

estudiada en virtud de sus fantésticas propiedades eléctricas y de biocompatibilidad. Sin
embargo, estas nanoparticulas exhiben propiedades magnéticas bajas lo que podria llegar
a limitar su uso en ciertas investigaciones, como en el caso de la electronica (Liu et al.,
2016). Es por esta razon, que se sustituye los cationes divalentes con otros elementos
metélicos para mejorar o modificar su magnetizacion. Este 6xido por lo general presenta
cationes que reemplazan al Fe en su estructura (por ejemplo, Zn, Ni, Mn, Al, Co, Ba, Cu,)
(Hamann et al., 2004). El zinc es uno de los dopantes metélicos mas utilizados en Fe304

debido a su propiedad no magnética (Zhang et al., 2018).

Este tipo de espinelas son muy utilizados en la investigacién y la industria, como es en el
caso de catalizadores o dispositivos magnéticos, lo que genera mayor inquietud en sus
propiedades y sobre todo si se logra agregar sustituyentes al hierro para poder obtener
nuevas funcionalidades (Hamann et al., 2004).

Otro desafio que se presenta en la sintesis de este material es que son propensas a la

aglomeracion a causa a la alta proporcion superficie/volumen (Gao et al., 2011).

Por esto, la sintesis solvotermal se proyecta como un método para resolver el problema
de aglomeracion ya que mantiene la uniformidad morfologica en virtud de su control de
composicion, alto rendimiento y condiciones de operacion faciles (Rajamathi & Seshadri,
2002).

La sintesis solvotermal es una técnica que consiste en que la reaccion transcurra en un
recipiente a presion, lo cual posibilita el calentamiento de disolventes por encima de sus
puntos de ebullicion normales y favorece las transformaciones de los precursores que a
temperaturas bajas no transcurren, generando asi las condiciones necesarias para que se

produzcan las reacciones respectivas (Yang et al., 2007)

Quitosano
El quitosano es un derivado de la quitina que debido a sus propiedades fisicoquimicas

presenta gran acogida en el campo cientifico (Rinaudo, 2006).

Es un biopolimero natural que es obtenido mediante la desacetilacion parcial de la quitina,
el cual es considerado como el segundo polimero natural mas abundante del mundo
(Honarkar & Barikani, 2009). En la ilustracion 1 se observa su estructura, la que presenta
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una D-glucosamina unida a N-acetil D-glucosamina por enlace B-1,4-glucosidico, cuya
distribucion o disposicion de estos grupos esta en funcién de la forma en la que se obtuvo
(Chawla et al., 2015). La quitina se encuentra principalmente como el componente
estructural de los exoesqueletos de crustaceos e insectos, asi como en algunas paredesde
células fangicas (Xing et al., 2015). A escala comercial, la obtencién del quitosano es
principalmente de las conchas de crustaceos y cascara de camar6dn (Philibert et al., 2017),
obteniéndose diferentes grados de desacetilacion que varian entre el 40% y 98% (Chawla
et al., 2015).

CHy

lHustracién 1. Molécula del quitosano

De las diferentes propiedades que exhibe el quitosano se pueden atribuir algunas a la
presencia de los grupos funcionales dentro de su estructura, tales como el grupo amino,
donde su reactividad esta en el &omo C2 y el grupo hidroxilo en el atomo C3 y C6. Las
caracteristicas positivas de excelente biocompatibilidad, actividades inmunoldgicas,
antibacterianas y ponderable biodegradabilidad con seguridad ecolégica y baja toxicidad
con actividades bioldgicas, brindan un gran campo de oportunidades para un mayor
desarrollo de sustancias en presencia de quitosano (Chawla et al., 2015). A causa de su
variedad de propiedades se lo esta utilizando para desarrollar biofilms, hidrogeles,
matrices poliméricas, recubrimientos, membranas, incluida la administracién de farmacos
y la ingenieria de tejidos (Ghosh & Ali, 2012).

Propoleo

El propdleo es un producto natural resinoso de las colmenas, creado por las abejas
meliferas mediante los capullos cortezas y secreciones de diferentes plantas. Este puede

ser de color marron a amarillo (Virga, 2018).

Es una sustancia que entrega varias propiedades medicinales. Muchos estudios han

demostrado que el propdleo tiene gran cantidad de propiedades bioldgicas, como
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antibacteriano, antiviral, antifingico, antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigenos y

puede promover el sistema inmune (Vazquez, 2010).

El propoleo presenta una actividad antimicrobiana contra muchas bacterias, levaduras y
hongos Gram-positivos y Gram-negativos. Varias investigaciones indicaron que el
propoleo tenia fuertes actividades antifungicas contra patdégenos como Colletotrichum
gloeosporioides, Botryodiplodia theobromae, Penicillium italicum y Penicillium
digitatum. (Peng et al., 2012).

La composicion del propdleo depende de su ubicacién geogréfica y origenes botanicos.
Los componentes mas activos del propdleo son éacidos aromaticos y compuestos
fendlicos, especialmente flavonoides (como la pinocembrina (5,7-dihidroxiflavanona) y
la galangina (3,5,7-trihidroxiflavona)) mostrados en la ilustracion 2, aldehidos,
aminodcidos y &cidos fenolicos (Asawahame et al., 2014) responsable de sus propiedades
biologicas. De manera general la composicion del propoleo puede variar de acuerdo a lo

enunciado en la Tabla 1.

T
S

lustracién 2. Moléculas de pinocembrina y galangina

Resinas y balsamos 50-55%
Cera 25-35%
Aceites volatiles 10%
Polen 5%
Sustancias organicas y minerales 5%

Tabla 1. Composicion quimica del propéleo (Galarza, 2013).

Compuestos activos en matrices de quitosano y liberacion
En laactualidad, los sistemas que funcionan mediante un proceso de liberacion controlada

de activos van teniendo un mayor interés en el area de los agroquimicos y la investigacion
en general. La aplicacion de estos productos se ha diversificado en distintas areas de la
agricultura, tal es el caso que se esta utilizando en fertilizantes, pesticidas, insecticidas,

entre otros.
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Una forma de controlar la cantidad de un compuesto adecuada para un cultivo es mediante
la liberacion controlada, lo que ayuda a encontrar un lugar adecuado y un tiempo 6ptimo
para la liberacién. Esto proporciona una mejor eficiencia en el activo, generando una

extension en el tiempo en que la dosis es efectiva (Daraio et al., 2012).

En la elaboracion de sistemas de liberacion controlada, hay un elevado nimero de
polimeros que se utilizan. En forma general existen dos grandes grupos de polimeros:

= Polimeros naturales (quitosano, colageno, albimina)
= Polimeros sintéticos:
= Polimeros biodegradables (&cidos polilactico y poliglicélico)
= Polimeros no biodegradables (&cidos poliacrilicos) (Exposito Harris,
2010).

El quitosano es un polimero natural que tiene un frecuente uso en sistemas de liberacion.
Al ser un polimero biocompatible y biodegradable, cuida el medio ambiente, evitando
dejar en el suelo residuos téxicos para las plantas. Esto le da una ventaja sobre
poliuretanos y otros polimeros que se suelen utilizar para preparar matrices de liberacion
controlada (Daraio et al., 2012).

Ensayos de liberacion
Los ensayos de liberacion son procesos en donde se desarrollan modelos matematicos

para predecir el comportamiento de disponibilidad de un compuesto una vez
administrado. De esta manera, los ensayos son importantes porgue integran una parte
fundamental dentro del desarrollo de una matriz porque tienen relacion directa con la
biodisponibilidad y bioequivalencia del elemento presente en la matriz con el medio en

donde se libera (Fernandez Aragon et al., 2009).

Las matrices de polimeros como el quitosano permiten la incorporacion de otros
componentes (organicos o inorganicos), puede ser mediante la preparacion de mezclas
fisicas 0 mediante la preparacion de materiales hibridos organico-organico u organico-
inorganico, combinar sustancias pueden generar nuevas propiedades las cuales serian de

gran interés en el campo de la liberacion de principios activos (Pardini, 2010).
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Modelos matematicos
Los modelos matematicos de liberacion permiten predecir la cinética de

disolucion/liberacion de los principios activos para desarrollar un sistema de liberacion
controlada. Constan de una ecuacion matematica la cual relaciona varios parametros y
predice la cantidad del compuesto en el medio. Estos facilitan el analisis cuantitativo de
los resultados de los ensayos de liberacion y describen el mecanismo de liberacion
(Exposito Harris, 2010)

Modelo de Higuchi
Este modelo plantea la liberacion de farmacos como un proceso de difusion a través del

polimero en donde se considera que la sustancia a liberarse es soluble en todo momento.
La difusién se basa en la ley de Fick, que depende de la raiz cuadrada del tiempo. En la
ecuacion 1 se muestra la expresion del modelo de Higuchi:
y =kt
Ecuacion 1. Modelo de Higuchi
Donde y es la cantidad de farmaco liberado, k es la constante de disolucion de Higuchi

y t es el tiempo en que se libera el farmaco

Modelo de Korsmeyer-Peppas
Es un modelo semionirico que correlaciona la liberacién del compuesto activo con el

tiempo a través de una ecuacion exponencial. Se propone que el mecanismo de difusion
se desvia de la difusion Fickiana. Este modelo es util cuando se desconoce el mecanismo
de liberacion o cuando ocurre por mas de un mecanismo. En la ecuacidn 2 se muestra la
expresion de este modelo.
y = kt"
Ecuacion 2. Modelo de Korsmeyer-Peppas

Donde y es la fraccion de farmaco liberado (My/Minf), Kk es la constante del sistema y nes
el exponente difusional. Dependiendo de los valores que tome n se puede proponer

distintos mecanismos de transporte como se observa en la siguiente tabla:

Exponente de liberacion (n) Mecanismo de transporte

<0.5 Difusion a través de la matriz hinchada y a través de los poros
0.5 Difusion Fickiana (Modelo de Higuchi)
0.5<n<1 Mecanismo de difusion anémalo (no Fickiano)
1 Caso limite de transporte no Fickiano (Cinética de orden 0)
>1 Tiempo de liberacion elevado

Tabla 2. Mecanismo de transporte por Korsmeyer-Peppas
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

Materiales

El propoéleo utilizado fue donado por la compaiiia “Dr. Abeja” la cual es propiedad del
Dr. Luis Galarza. Esta empresa esta ubicada en la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay-
Ecuador. Se utilizd quitosano (CS) de peso molecular medio (<75% grado de
desacetilacion) de la casa comercial SIGMA, etanol de grado absoluto, &cido acético
glacial, ambos de la casa comercial J.T Baker, acetato de sodio, precursor de hierro
(FeCls*6H20), precursor de zinc (Zn(NOs).*6H.O/Zn metélico). Se utiliz6 agua

desionizada y todos los demas reactivos utilizados son de grado analitico.

Meétodos

Extraccion del propoleo

Se peso 10 g de propoleo crudo, los cuales se sometieron a extraccion exhaustiva con
etanol absoluto (durante 48 h, a temperatura ambiente y en oscuridad). Luego, el material
se filtré en un embudo con papel de filtro. A los filtrados combinados se les elimino las
ceras mediante precipitacion con la adicion de 5 ml de agua destilada y refrigeracion del
extracto a -5°C. Posteriormente, se evapord el solvente de los filtrados en una estufa a
presion reducida y temperatura de 50°C. El extracto de propdleo (EEP) se almacenan en

viales ambar refrigerados a -5°C hasta su aplicacion (Dionisio et al., 2013).

Sintesis solvotermal

Se disolvieron 12 mmol FeClz*6H20 y 6 mmol Zn (NOz)2*6H20 en 20 ml de etanol
absoluto y posteriormente se agregaron 18 mmol de CH3COONa a la mezcla. Después se
agito vigorosamente aproximadamente 5 minutos y la mezcla se transfiri6 a una autoclave
de acero revestido con teflon por un tiempo y temperatura definidos. Luego se enfrio el
reactor a temperatura ambiente y se realizo el lavado de los productos sélidos mediante
centrifugacién con etanol/agua desionizada. Luego, los nanoparticulas (Nps) se secaron a
50 °C a presion reducida durante 24 h en una estufa (C. Wu et al., 2019).
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Electrospinning

Las soluciones polimeéricas de CS, CS/EEP, CS/Nps y CS/EEP/Nps se prepararon a partir
de (CS) comercial de <75% de grado de desacetilacion utilizando como solvente una
solucion de acido acético al 90%v/v. Se utilizd parte de la solucidn de &cido acético para
disolver al EEP y también, para sonicar las nanoparticulas que se encuentran al 20% vy
1% en relacion al peso del polimero, respectivamente. Luego se mezclaron las soluciones
poliméricas dependiendo de su composicion y finalmente se realizd un bafio ultrasénico

por 1 hora, todo esto a la nueva solucion. (Vifianzaca, 2019).

Las matrices poliméricas se fabricaron a partir de soluciones poliméricas en un equipo de
Electrospinning Tong Li TL-01. Para establecer parametros operacionales se estudiaron
variables como: voltaje aplicado, flujo, calibre de la aguja y distancia de la aguja al
colector. Se realizO una prueba de experimentacion con soluciones de CS a
concentraciones de 0,6%, 0,8%, 1% 1,25%, 1,5% y 2% p/v hasta encontrar la
combinacion que mejor se ajuste a los parametros del equipo, es decir, aquella que forme
un chorro uniforme desde la punta de la aguja hasta el colector. De esta manera se utilizd
un voltaje de 23 kV, flujo de 1ml/h, calibre de aguja de 8 y distancias de trabajo entre la

aguja y el recolector de 10 cm. (Reinaldo & Tamay, 2019).

Espectroscopia Ultravioleta—Visible (UV-Vis)
Se realizo el analisis UV-Vis al EEP y a las Nps en el equipo Thermo Scientific

GENESYS 10s con el objetivo de determinar el maximo de absorcion y construir las
curvas de calibracion a esa longitud de onda. En el caso de las Nps se prepararon
soluciones de concentraciones conocidas, utilizando como solvente agua y etanol al 70%,
cada solucion fue sometida a bafio ultrasonico durante 15 minutos y a temperatura
ambiente. Posterior a esto se coloco la muestra en una celda de cuarzo y se realizo la
lectura en el equipo. Por otro lado, para el EEP se realizaron soluciones de concentraciones
conocidas en etanol al 70%, se traspaso la solucion a una celda de cuarzo y se realizé la

lectura en el equipo.
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Ensayos de sedimentacion

Se realizd el ensayo de sedimentacion preparando soluciones de 100 ppm de las muestras
de nanoparticulas JMS1, JMS3, JMS5, JMS7, JMS8 en agua destilada las cuales fueron
sonicadas por 30 minutos. Luego se traspasaron 100 ml de cada solucién a un vaso de
precipitacion 100 ml de capacidad y se tomaron alicuotas a una misma altura y a tiempos
de 30 min, 1h y 30 min, 3 h, 4 h y 5h y 45 min. Finalmente se cuantifico por UV-Vis en

el maximo de absorcion.

Ensayos de liberacion

Para realizar los ensayos de liberacidn se determinaron los maximos de absorcion del EEP
y de las Nps. Posteriormente, se construyeron las curvas de calibracion respectivas a
concentraciones de 5, 10, 20, 50, 100 ppm utilizando etanol al 70% como solvente. Luego,
se pesaron 30 mg de cada matriz polimeérica sintetizada y se colocaron en agitacion, en
50 ml de una solucién de etanol al 70 % a una temperatura de 30 y 40 °C en un equipo
Shaker. Se tomaron alicuotas de las soluciones agitadas durante intervalos de tiempo de:
2,5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos las cuales fueron evaluadas por UV-

Vis en el maximo de absorcion.

Ensayos de estabilidad

Para los ensayos de estabilidad primero se pesaron 20 mg de las diferentes matrices
poliméricas (CS, CS/Nps, CS/EPP, CS/Nps/EPP) las mismas que se sometieron 40 ml de

una solucion cida de agua con acido nitrico (pH 1).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para el analisis DSC se pesaron 5 a 10 mg de las diferentes matrices poliméricas y
propdleo, los cuales se colocaron en un crisol de aluminio haciéndole un agujero en el
mismo. Las muestras se sometieron a una rampa de calentamiento de 10°C/min desde
30°C a380°C, con un flujo de nitrégeno de 50 ml/min. Para esto, se utilizd6 un METTLER
TOLEDO™ High Temp Differential Scanning Calorimeter (DSC)

Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (IRTF)
Se realiz6 el andlisis de espectroscopia infrarrojo a las diferentes matrices poliméricas,

nanoparticulas y sobrenadantes, en un equipo Thermo Scientific™ Nicolet™ iS™ 5, con

un barrido desde 4000 cm™ hasta 600 cm™. En el caso de las matrices poliméricas se queria
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determinar las vibraciones moleculares de los compuestos presentes en cada una de ellas.
Por otro lado, en el caso de las Nps se buscaba encontrar vibraciones de enlaces entre el
oxigeno con alguno de los metales utilizados en la sintesis (Fe/Zn) que aparecen por lo
general en la region del infrarrojo lejano. Por ultimo, se realizé el IRTF de los

sobrenadantes buscando restos de los precursores que se utilizaron en la sintesis.
Difraccion de rayos X (DRX)

Las difracciones de DRX se registraron utilizando un difractometro Bruker AXS D8
ADVANCE con radiacién de Cu-Ka a temperatura ambiente. El programa Fullprof y
Excel fueron empleados para analizar los datos del DRX. Este analisis se realiz6 paralas
nanoparticulas con mayor posibilidad de tener caracter cristalino.

Microscopia electrdonica de transmision (MET)

Se realizo las micrografias de transmision electronica para las nanoparticulas con el
objetivo de determinar el tamafio y forma de las mismas. Se utiliz6 un microscopio
electronico de transmision JEOL JEM 1,200 EX II, con 4 A de resolucion y operado a

120 kV y a temperatura ambiente.

Difraccion de electrones de area seleccionada (SAED)

Se realiz6 las micrografias de transmision electronica para las nanoparticulas con el
objetivo determinar los planos cristalograficos que se presentan. El equipo utilizado fue

el mismo que se usé en el analisis MET con parametros de trabajo similares.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se realizo el analisis de MEB en un microscopio electrénico de barrido JEOL-JEM 63 80
LV que esta adaptado con un analizador INCA de Oxford Instrument© con acelerador de
voltaje de 20 kV. Las muestras analizadas fueron las diferentes matrices poliméricas, para
ello se coloc6 cada una en un portamuestra de cobre y finalmente se realizd un
recubrimiento de oro (sputtering), para medir el tamafio y determinar la morfologia de las

nanoparticulas y la distribucion de los elementos.

Ensayos in-vitro

Las matrices poliméricas se cortaron en segmentos y se desinfectaron usando alcohol 70%,

aplicado por aspersién, sobre cada fragmento de fibra contenido en una caja Petri, el
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exceso de alcohol se elimind inclinando la caja y las fibras ain humedas se colocaron
bajo luz ultravioleta por 1 hora. Posteriormente, en una campana de flujo laminar, las
fibrassecas fueron desprendidas de la caja Petri y colocadas en medio de cultivo PDA,
previamente esterilizado en autoclave a 120°C por 20 minutos y en condiciones estériles.
Simultaneamente, se sembro en cada caja que contenia fibra, un fragmento de 0,5cm? de
medio de cultivo PDA que contenia el micelio del hongo Fusarium sp. Las cajas fueron
incubadas a temperatura ambiente.

Para los anélisis con las soluciones (soluciones que se utilizaron en el electrospinning) se
prepard un medio de cultivo PDA agregando las diferentes soluciones para evaluar una
concentracion al 2% (1 ml solucién en 50 ml de Medio PDA), se esterilizé en autoclavea
120 grados °C por 20 minutos y se dispenso en cajas Petri en condiciones estériles. Sobre
las cajas en las que el medio de cultivo gelificd (Tratamiento con solucion EEP y Etanol
al 70%) se sembré un fragmento de 0,5 cm? de medio de cultivo PDA que contenia el
micelio del hongo Fusarium sp. (Raquel & Lucila, 2015). Para los tratamientos que no
permitieron que el medio gelifique (todos los que contenian acido acético), se prepard un
nuevo medio de cultivo PDA, se esterilizé y dispenso como se describio anteriormente,
sobre la superficie del medio gelificado se agregaron 100 pl del medio de cultivo liquido,
que no gelifico luego de la esterilizacion, es decir del primer medio elaborado al que se
le agregaron las diferentes soluciones en una concentracion al 2%. Luego de dispensar y
homogenizar la solucién con un asa estéril, se sembré un fragmento de 0,5 cm? de medio
de cultivo PDA que contenia al hongo objeto de andlisis. Las cajas de incubaron a

temperatura ambiente (Kaur et al., 2018).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de Nps de Zn-Fe

En la tabla 3 se describen los experimentos realizados para la sintesis de Nps de Zn-Fe
las cuales, asi como los parametros de reaccion y precursores utilizados.

Cadigo Pardmetros de reaccion Precursores

JMS1 T=200°C; t=24 h Zn; FeCl3*6H,0
JMS2 T=200°C; t=24 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS3 T=200°C; t=24 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS4 T=180°C; t=24 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS5 T=200°C; t=8 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS6 T=200°C; t=16 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS7 T=160°C; t=24 h Zn(NOz)2*6H20;FeClz*6H.0
JMS8 T=200°C; t=24 h FeClz*6H.0

Tabla 3. Sintesis de nanoparticulas y sus parametros

Extraccion de los compuestos fenolicos a partir de propoéleo

Masa propoleo crudo (g) Masa propoleo refinado (g) Rendimiento obtenido
10,132 g 3,4692 g 34,24%
Tabla 4. Refinamiento del prop6leo

Segun la tabla 4 el porcentaje de extractables en etanol es del 34% resultado que va acorde
con los resultados obtenidos por Rene Dionisio, en el que se estipula que una buena
extraccion corresponde a valores superiores al 30%, siendo los compuestos extraibles

resinas y fenoles (Dionisio et al., 2013).

Electrospinning

Para tratar de obtener el mejor resultado en el electrohilado, se determino la concentracion
optima de CS mediante ensayos previos, a diferentes concentraciones. En esta prueba se
sometio a electrohilado soluciones de CS a 0,6%, 0,8%, 1% 1,25%, 1,5% y 2% p/v, y se
analizaron variables como la uniformidad del flujo y el aspecto fisico de la fibra obtenida
(presencia de gotas en la fibra). Se vario el caudal y el voltaje hasta encontrar el que mejor
se ajuste al proceso. Ademas, se evalud de forma visual los parametros de trabajo del
electrospinning y de cada matriz polimérica obtenida, para esto se establecié una escala
visual del 1 al 5, donde 5 representa las mejores condiciones de trabajo y 1 lo mas

deplorable. En la tabla 5 se observa los resultados obtenidos.
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[ Jcs (Yop/v) Fluidez Aspecto fisico
Calificacion cono Flujo de Voltaje
de Taylor trabajo (ml/h) (kV)
0,6% 3 0,7 19 3
0,8% 4,5 1 23 4
1% 3,5 0,5 18 3
1,25% 3 0,5 17 2
1,5% 2 0,3 16 2
2% 1 0,3 16 1

Tabla 5. Evaluacion de parametros para electrospinning

Mediante este analisis se determind que la mejor concentracion para el electrospinning es
0,8% p/v de quitosano en acido acético al 90%, con un flujo de 1 ml/h y un voltaje de 23
kV, todo esto con una velocidad de rotacion del tambor de 500 rpm y una aguja calibre

ndmero 8.

Espetroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Nanoparticulas de Zn-Fe

Para realizar la lectura en el equipo UV-Vis se dispersaron las particulas en agua destilada
por 30 minutos. En las ilustraciones 3, 4, 5, 6 y 7 se observan los espectros para las sintesis
JMS1, JMS3, IMS5, IMS7, JMS8 los cuales exponen un pico de absorbancia de 265 nm,
892 nm, 857 nm, 664 nm y 880 nm respectivamente. El espectro y valor maximo de
absorbancia para la muestra JMS1 es muy similar al reportado por Vinosha (Vinosha et
al., 2017), y esta absorcion es producido por la excitacion del plasmon de las
nanoparticulas de FezO4 (Arockia Jency et al., 2020). Asimismo, se puede visualizar en el
mismo espectro un hombro a 360 nm atribuido al ZnO (Ghorbani et al., 2015). Las muestras
JMS3, IMS5 JMS7 y JMS8 manifestaron absorbancia entre 300-350 nm a causa del ZnO,
asi como un pico entre los 560 nm esto debido a la presencia de la estructura Fe>O3 (Joya
et al., 2013) (Bhunia & Saha, 2013). Ademas, estos mismos espectros poseen una region
de mayor absorbancia a las anteriores entre 850-890 nm la que se forma gracias a la
interaccion entre el Fe>Os y el ZnO. Estas estructuras, al estar juntas, absorben luz a
longitudes de onda inferiores produciéndose un desplazamiento hacia el rojo del maximo
de absorcion (Guler et al., 2016) (Li et al., 2018). Aun asi, esta zona se utiliz6 para realizar
las curvas de calibracién de estas muestras ya que presentaba una buena linealidad con
respecto a la concentracion de nanoparticulas. Se realizaron las matrices poliméricas con

la sintesis JIMS3 por lo que en la prueba de sedimentacidn exhibié una buena estabilidad
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como coloide y por ser la sintesis de partida para este trabajo de titulacion.
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lHustracién 3. Espectro UV-Vis de la sintesis JMS1 en agua
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lHustracién 4. Espectro UV-Vis sintesis JMS3 en agua
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llustracion 5. Espectro UV -Vis sintesis JMS5 en agua
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lHustracién 6. Espectro UV-Vis Sintesis JIMS7 en agua
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llustracion 7. Espectro UV-Vis sintesis JMS8 en agua

Extracto de Propdleo

En el espectro del extracto de propdleo (ilustracion 8) se observan 2 picos: uno a 205 nm
y el otro a 293 nm. Segun el perfil de absorcion se atribuye el pico alrededor de 205 nm
a la presencia de acidos hidroxibenzoicos (como el acido galico), mientras que el pico a
293 nm es asignado a la existencia de acidos hidroxicindmicos (como el acido ferulico).
Ambos grupos pertenencen a los compuestos fenolicos presentes en el propoleo (Paula et
al., 2017). Asi mismo, en otras investigaciones (Gregoris & Stevanato, 2010) (B. B. Silva
et al., 2008) se ha evidenciado la formacion de un pico con valores cercanos al de 290
nm. Para realizar la curva de calibracidn para los ensayos de liberacion se tomo en cuenta
el pico a 293 nm debido a que en los barridos espectrales no hubo desplazamiento del

mismo, ademas de que el etanol tiene su pico de absorbancia alrededor de los 200 nm.

Propodleo
3 205 nm
2,5
2 2
E 293 nm
£ 15
Q
1]
2 1
0,5
0
190 220 250 280 310 340 370 400
Longitud de onda (nm)

lustracién 8. Espectro UV — Vis del extracto de EEP en etanol al 70%
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Andlisis DSC

Matrices poliméricas de CS, CS/EP, CS/Nps, CS/EP/Nps

En la ilustracién 9 se puede observar los diferentes termogramas obtenidos para las
matrices poliméricas. El rango de temperatura de barrido fue de 89-105 °C donde se
aprecia un pico endotérmico el cual se asocia a la evaporacion del agua (pico 1), la cual

forma puentes de hidrogeno con los enlaces -NHz del CS (Suriyatem et al., 2018).

En el mismo rango de temperatura se contempla un aumento en el valor de la integral
normalizada en la matriz polimérica CS/Nps (-354,26 J/g, ilustracién 65) con respecto a
la matriz polimérica de CS (-348,67 J/g, ilustracién 64) lo cual se debe a un aumento del
contenido de agua en la matriz polimérica de CS/Nps ya que las nanoparticulas afecta a la
continuidad de la matriz polimérica, lo que permite una mayor inclusion del agua (Meng
et al., 2009).

Asi mismo, en las matrices poliméricas con propoleo (CS/EEP y CS/EEP/Nps) se
determino una disminucién del valor para el pico endotérmico por evaporacion del agua
(-282,07 J/ig y - 295,79 J/g, ilustracion 64 y 66) con respecto al de la matriz polimérica de
CS (-348,67 J/g) a causa de la interaccion de los enlaces amino del quitosano con el
propéleo. Ademés, no se observaron fendmenos propios del propdleo por Ila

encapsulacion de la molécula en la matriz polimérica (T. G. Da Silva et al., 2016).

Si se analiza la temperatura a la que se presenta el pico 1 en las diferentes matrices
poliméricas se visualiza que para las matrices poliméricas CS/Nps, CS/EEP vy
CS/EEP/NPS la temperatura a la que se encuentra este pico (101,1, 99,08 y 89,97°C
respectivamente, , ilustracion 65, 64 y 66) disminuye con respecto a la matriz polimérica
CS (104,11 °C, ilustracion 64) denotando una mayor facilidad de la eliminacién del agua
debido a que esta no interactta por puentes de hidrégeno con el quitosano de la matriz

polimérica.
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En los termogramas también se visualiza un pico exotérmico en el rango de temperatura
de 282 a 292°C el cual se asocia a la temperatura de descomposicion (td) del quitosano.
Para la matriz polimérica de CS/Nps existe una disminucion de la tq (282,88°C, ilustracion
65) con respecto a la tqde la matriz polimérica de CS (284,1°C, ilustracion 64) la cual se
relaciona con el cambio de morfologia que sufre el polimero por la inclusién de las
nanoparticulas. En las matrices poliméricas que contienen propoleo (CS/EEP y
CS/EEP/Nps) se observa un aumento de esta temperatura con respecto a la matriz
polimérica de CS (293,07°C y 288,62°C respectivamente, ilustracion 64 y 66) el cual se
asocia a la energia extra que se necesita para romper los enlaces hidrogeno formado entre
el CSyel EEP.

Aexo TERMOGRAMAS 27.11.2019 11:17:10
nanofibra CS EEP, 21.11.2019 12:17:34
MW | nanofibra CS EEP, 5,2000 mg
o 3
1 nanofibra CS Nps, 26.11.2019 11:36:31 / 7N\ \\
- nanofibra CS Nps, 9,6000 mg // \ . ——
’| nanofibra CS, 19.11.2019 18:32:35 / /

ynanofibra CS, 6,6000 mg
0 —

' 'i\‘\\ v o —
-5-‘ \\. \

g x
120 0 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 3490 380 °C
B o e L A e B e s b —
0 2 B 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 min

Lab: METTLER STAR® SW 13.00

llustracion 9. Termograma de las matrices poliméricas de CS, CS/EEP, CS/Nps, CS/EEP/Nps

En la ilustracién 10 se observa el DSC realizado al EEP en el cual se observa un pico
endotérmico (108,37 °C) el cual se asocia a procesos de fusion de bajo peso molecular
como compuestos fenolicos los cuales estan presentes en el EEP. En ninguna matriz
polimérica se presenta este fendmeno endotérmico lo cual sugiere un fenémeno de

encapsulacion del propoleo en la matriz polimérica (T. G. Da Silva et al., 2016).
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Aexo Propoleo 26.11.2019 11:24:59
mw
0+
Propoleo, 26.11.2019 10:34:48 e ol
| \Propoleo, 9,2000 mg _— WS
2+ ~ 1 ,_ﬂ/
\ |
e ) S
4 Integral 811,08 m)
normalized -88,16 Jg™-1
Peak 108,37 °C
Left Limit 38,41 °C
] Right Lmt 153,52 °C
Heating Rate 10,00 °Cmin"-1
1 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 °C
L + 1 - 1 t 1 + 1 { | ; Il } 1 I | + 1 % ] i | I ‘7 - 1 - | L !( : ¢ : # ; ] i i % N
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 min

Lab: METTLER STAR® SW 13.00
llustracion 10. Termograma para el EEP utilizado para la sintesis de las matrices poliméricas

Identificacion de grupos funcionales por Espectroscopia Infrarroja por
Transformadas de Fourier (IRTF)

Se analizaron por espectroscopia IRTF las matrices poliméricas de CS, CS/EEP, CS/Nps,
CS/EEP/Nps (ilustracion 11), con este ensayo se pretende ver el movimiento vibracional
de los grupos funcionales presentes y, analizando la intensidad de los mismos, sugerir
interacciones de enlaces entre los compuestos contenidos en cada matriz polimérica. En
la ilustracion 11 se presenta el espectro infrarrojo de todas las matrices poliméricas en
conjunto, el mismo que sirve para comparar las vibraciones que aparecen, incrementan o
decrecen entre un espectro u otro, pudiendo asi determinar la interaccion entre los
compuestos que conforman cada matriz (Vifianzaca, 2019).

Los espectros IR de las matrices poliméricas y nanoparticulas mostraron diferentes
bandas vibracionales, en donde cada nimero de onda corresponde a la vibracion
molecular de un tipo de enlace o grupo funcional presente en la muestra. Entre los
principales grupos funcionales que se detectaron en las fibras son: 3500 a 3300 cm*
correspondientes al estiramiento N-H (NHz), 3400 a 3200 cm™ por el estiramiento del
enlace O—H, 3000 a 2850 cm™ a causa del estiramiento C-H (CHa, CH3) , 1733 a1539cm"

1 atribuido al estiramiento atribuido a la amida primaria (estiramiento C=0) y 1280 a

1000 cm™' causado por la vibracion NH (amina) atribuida a la amida secundaria
(vibracion NH) (Siripatrawan & Vitchayakitti, 2016) (Cortés Higareda et al., 2019)
(Correa Pacheco et al., 2019) (Silva Castro et al., 2018).
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lustracién 11. Espectros IR de las matrices poliméricas analizadas: CS en rojo, CS/EEP en morado,
CS/Nps en verde y CS/EEP/Nps en celeste.

En lailustracion 12 se presenta el espectro IR del EEP, este presenta las bandas a los 2924
cm, vibracién causada por el alargamiento asimétrico del enlace C-H de grupos CH2 de
saturacion, 1447 cm?, vibracion de flexion provocada por el enlace C-H, a 1156cm™?
vibraciones que se deben al enlace C-O y C-OH, a 1512, 1600 y 1630 cm™, tenemos
bandas de vibracion de alargamiento de anillos aromaticos y a 1689 cm™, causada por la
vibracion de flexion asimétrica del C=0 de los lipidos y flavonoides, por ultimo en el
rango de 900-690 cm™!, se encuentran las vibraciones de estiramiento y flexion del enlace
C-H de los anillos aromaticos, las cuales tambiéen se atribuyen a compuestos fendlicos que
se encuentran presente en el propoleo (Franca et al., 2014) (C. Da Silva et al., 2018)
(Delgado et al., 2014).

%Transmitancia
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L e T T T e
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lHustracién 12. Espectro IR del EEP.
Si se compara los espectros IR del EEP y las matrices poliméricas, se concluye que, por
la disminucion de la intensidad de las vibraciones, se indicaria la interaccion entre los
componentes. En la vibracion entre 2900-2950 cm™ se visualiza una disminucion de la
intensidad, lo que sugiere la unidn de hidrégeno entre el quitosano y el propdéleo (Matei
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et al., 2015).

Asimismo, entre los espectros de las matrices poliméricas, se visualiza una disminucion
en la intensidad del movimiento vibracional del enlace amino del quitosano (3500-3200
cm?) si se comparan los espectros de la matriz CS con los de las matrices CS/EEP,
CS/Nps 'y CS/EEP/Nps por lo que, tanto el EEP como las Nps, interacttan con este enlace.
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llustracion 13 Espectro IR de la matriz polimérica de CS
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lustracion 14. Espectro IR de la matriz polimérica de CS/EEP
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lHustracién 15. Espectro IR de la matriz polimérica de CS/Nps
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llustracion 16. Espectro IR de la matriz polimérica de CS/EEP/Nps

Sise observan las ilustraciones 13, 14, 15y 16, se identifica que hay cambios en el espectro
infrarrojo de las matrices poliméricas cuando se afiade EEP y Nps, si se analizan y
comparan las fibras CS/EEP/Nps con respecto a la de CS, se reconoce que el pico a 2876
cm? se desplaza con respecto al CS, de la misma manera la intensidad del pico varia, lo
que sugiere que existen interacciones entre los C-H de quitosano y propoleo (Espinosa
Avila, 2015).

Una vibracion a resaltar es que exhibe a 1726 cm™ en la matriz polimérica CS (ilustracion
13) la cual desaparece en los otros espectros de las matrices poliméricas. Esta vibracion
se le atribuye al estiramiento del carbonilo (C=0) del grupo amida y la presencia de EEP
y Nps impide el movimiento vibratorio de este enlace por lo que no se muestra en los otros
espectros (Franca et al., 2014) (Siripatrawan & Vitchayakitti, 2016).

Las nanoparticulas también fueron sometidas al ensayo de IRTF (ilustraciones 18, 19y
20), de manera que se presenci6 un pico entre los 1650-1600 cm™ que es asignable a un
grupo carbonilo, el mismo que se forma por la reduccion del acetato de sodio durante la
reaccion quedando adherido en la estructura de la nanoparticula (ilustracion 17). El pico
entre 2400-2300 cm™? es producido por el estiramiento asimétrico el CO, adsorbido

durante el andlisis en la preparacion de la muestra (Benhammada et al., 2020).

La banda presente entre los 680- 670 cm™ aparece en todos los espectros anteriores
(incluido las matrices poliméricas y sobrenadantes) por lo que no se puede afirmar que
sea producido por la vibracion oxigeno-metal. Por lo general estas vibraciones se
presentan en el espectro infrarrojo lejano a nimeros de ondas entre 500-10 cm™ (Mufioz
Sandoval, 2017) (Liu et al., 2019). Por IRTF, no es posible establecer la presencia de

metales directamente, pero si se puede obtener informacién mediante la vibracion que
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sufre el oxigeno al estar al lado de un metal. (Cardenas Trivifio & Cruzat Contreras, 2018)
(Rodriguez Martinez et al., 2011).
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lHustracién 17. Propuesta de la retencion del enlace carbonilo
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lustracion 18. Espectro IR de la muestra de nanoparticulas JIMS1
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lHustracion 19. Espectro IR de la muestra de nanoparticulas JIMS3
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lHustracién 20. Espectro IR de la muestra de nanoparticulas JMS8
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De la misma forma se sometio a los sobrenadantes de las sintesis de nanoparticulas a

IRTF (ilustraciones 21, 22 y 23) y se pudo apreciar que las sefiales mayoristas que

aparecen son los picos caracteristicos del etanol, el cual fue utilizado en las sintesis
(Jadhav et al., 2017).
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lHustracién 21. Espectro IR del sobrenadante de la sintesis JMS1
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lustracidn 22. Espectro IR del sobrenadante de la sintesis IMS3
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lHustracién 23. Espectro IR del sobrenadante de la sintesis JMS8
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Ensayo de sedimentacion

Se evaluo el tiempo en que tardan en sedimentar las nanoparticulas en agua destilada, y
se cuantificd su absorbancia por UV-Vis en el valor maximo de absorcion (tabla 6). Con
los valores de absorbancia obtenidos, se cuantifico la concentracion para cada tipo de
nanoparticulas (tabla 7).

Tiempo (h) AbsJMS1  AbsJIMS3 AbsJIMS5 AbsJMS7  Abs JMS8
(264 nm) (892 nm) (857 nm) (664 nm) (880 nm)

0 0,437 0,798 0,821 0,478 0,579
0,5 0,411 0,89 0,886 0,428 0,772
1,5 0,382 0,871 0,911 0,457 0,657
3 0,342 0,859 0,908 0,245 0,572
4 0,17 0,699 0,875 0,119 0,404
5,45 0,207 0,643 0,829 0,097 0,271

Tabla 6. Datos de absorbancia de los ensayos de sedimentacion en agua destilada

Tiempo [ 1ppm [ ]ppm [ 1ppm [ Jppm [ 1ppm
(h) JMS8  JMS5  JMSL  JMS3  JMS7

0 101,74 95,59 100,29 97,71 102,00
0,5 137,48 103,71 92,86 109,35 91,13
1,5 116,19 106,84 84,57 106,95 97,43

3 100,44 106,46 73,14 105,43 51,35

4 69,33 102,34 24,00 85,18 23,96
5,45 44,70 96,59 34,57 78,09 19,17

Tabla 7. Datos de concentracion del ensayo de sedimentacion
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lHustracién 24. Curva de sedimentacion Nps JMS1
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lHustracién 25. Curva de sedimentacion Nps JMS3
JMS5
0,92
e 0,89
Q
=)
(s}
2 0,86
o
w
Q
< 0,83
0,8
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
lHustracién 26. Curva de sedimentacion Nps JMS5
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lHustracién 27. Curva de sedimentacion Nps JMS7
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llustracion 28. Curva de sedimentacion Nps JMS8

En todos los analisis de UV-Vis, ilustracion 24, 25, 26, 27, 28, se aprecia un pico de
absorbancia en un rango de tiempo que varia entre la primera y sexta hora. Ademas, se
establece la influencia de las condiciones de reaccion con la velocidad de sedimentacion,
tal es asi, que a mayor tiempo de reaccion (24h) y menor temperatura (160°C) de sintesis,
las nanoparticulas tienden a sedimentar de manera mas rapida, y por lo tanto mayor es el

tamafo de particula.

Para justificar el fendmeno de absorcion en nanoparticulas metalicas, se han sugerido
muchas explicaciones como: efectos cuanticos de tamario, amplia distribucion de tamafos
de particulas, absorcion de revestimiento de las particulas, transiciones electrénicas
dentro de la red cristalina (Cardenas Trivifio & Cruzat Contreras, 2018) (Vikesland et al.,
2016). Otra explicacion asociada a este fendmeno es la resonancia del plasmén el cual,
debido a la naturaleza de los metales, los &tomos son considerados como puntos masivos
fijos con carga positiva neta alrededor de un mar de electrones y estos interacttan con la

radiacion electromagnética (Gonzélez et al., 2012)

Ensayo de estabilidad
Se determind la estabilidad de las matrices poliméricas por observacién directa

(ilustracion 29), en donde se analizd la degradacion que sufre con respecto a la
susceptibilidad en medio acido (pH 1). La matriz polimérica CS a tiempo 0 del ensayo,
desapareci6 casi por completo, solamente se observan unas delgadas fibras alargadas. Por
otro lado, la solucién &cida no tuvo efecto alguno sobre la matriz polimérica CS/Nps, en la
cual, se apreciaba un film flotando en la solucion. Para la matriz polimérica CS/EEP se

presentd un ligero hinchamiento en su estructura
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manteniéndose en este estado y en el caso de la matriz polimérica CS/EEP/Nps se
observd una disgregacion del film en fibras alargadas las cuales presentan un gran

hinchamiento

lustracién 29. Ensayo de estabilidad, matrices poliméricas en agua acida

Analisis DRX

Con el difractograma de la muestra JMS1, se obtienen resultados que indican atributos
cristalograficos a causa de la existencia de picos, que advierten la presencia de planos de
difraccion. Estos se lograron identificar en la muestra, y como consecuencia se determino
el parametro de celda de cada uno de los planos (Tabla 8). Los pardmetros de celda
calculados fueron semejantes a los de los cristales de ZnO, (ay b =3,25 y ¢=5,2 A,
0=p=90°, y=120), FesO4 (a, b y c=8,39 A, a=B=y=90°) y ZnFe;04 (a, b y c=8,45 A,
0=Pp=y=90°) (Downs, 2018), demostrando de esta manera que con la sintesis realizada se
formaron estructuras cristalinas de tipo espinelas. En la ilustracion 30 se presentan los
planos y parametros de red calculados, asi como las estructuras a la que le pertenece cada

plano.
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lustracion 30. Analisis DRX de la muestra JMS1

Para la obtencion de los resultados que se muestran en la tabla 8 se utilizo la ley de Bragg
y la ecuacion de distancia interplanar para estructuras cubicas. Se utilizé la ecuacion 4

porque esta coincidio con los valores de los pardmetros de red de bibliografia.

1 h2+k2+12
nAd = 2dsin(6) FEPT
Ecuacion 3. Ley de Bragg Ecuacion 4. Férmula de distancia interplanar para un cristal cibico
Pico 20 O  sin(O) Distancia Pardmetro Plano Cristal
interplanar (d) (A) de red (A)
1 27 13,5 0,233 3,3 3,3 (100) ZnO
2 30 15 0,259 2,98 8,5 (220) Fes0q
3 32 16 0,276 2,79 55 (002) ZnO
4 355 17,75 0,305 2,53 8,4 (311) Fes0q
5 43 215 0,367 2,1 8,4 (400) ZnFe204
6 455 22,75 0,387 1,99 4,5 (102) ZnO
7 535 26,75 0,450 1,71 8,4 (422) Fes0q
8 56 28 0,469 1,64 8,5 (511) ZnFex04
9 57 28,5 0,477 1,61 8,4 (333) Fes04
10 63 31,5 0,522 1,47 8,3 (440) Fes04
11 66 33 0,545 1,41 3,5 (112) ZnO
12 75 37,5 0,609 1,26 8,3 (533) Fes04
13 755 37,75 0,612 1,26 8,3 (622) Fes04
14 845 42225 0,672 1,15 8,6 (642) ZnFex04

Tabla 8. Identificacion de los planos del difractograma de rayos X
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Andlisis MEB

Las muestras analizadas por MEB fueron las fibras de CS, CS/EEP, CS/Nps y
CS/EEP/Nps. Los resultados obtenidos, ilustracion 31, 32, 33, 34, muestran que las fibras
presentan superficies lisas y homogénea ya que no se puede distinguir alguna fase
dispersa en las imagenes MEB (Matei et al., 2015). De igual manera se observa que la
estructura formada tiende a ser un nanofilm, en virtud de que las fibras se pudieron ir

compactando debido a la alta temperatura generada por el arco eléctrico del equipo.

lHustracion 32. Andlisis MEB de la fibra de CS/Nps
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lustracion 33. Analisis MEB de la fibra de CS/EEP

18rnm

lustracion 34. Andlisis MEB de la fibra CS/EEP/Nps

Andlisis MET

Se realiz6 la microscopia de transmision a la sintesis JMS1, y la muestra JMS3 misma
que fue utilizada en todos los ensayos de liberacion. En la imagen de la sintesis JMS3
(ilustracion 35) se aprecia un aglomeramiento de las nanoparticulas lo cual hace dificil la
determinacion del tamafio de particula, asi como la observacion de la estructura cristalina

(Rivero Garcia, 2018). Por esta razon no se realizo el analisis del tamafio de particula.
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lHustracién 35. MET de Nps de la muestra JMS3

La muestra JMS1 (ilustracién 36) presenta una composicién heterogénea en la cual se
distinguen dos tipos de estructuras cristalinas, una semi-hexagonal, atribuida al cristal de
ZnO y al ZnFe;04 y otra en forma de agujas, asignada al FesOa. (Yu et al., 2018) (Aquino
et al., 2018). Las nanoparticulas presentaban ferromagnetismo, fendmeno que se atribuye
a las agujas de la espinela de hierro (Cortés Barrena, 2018). Por otro lado, a pesar de haber
3 tipos de nanoparticulas, la muestra al someterse a un campo magnético no presentaba
separacion de particulas, lo que indica la existencia de algin tipo de interaccion entre las

tres estructuras presentes (Jayakumar et al., 2006).

T
\.

lHustracién 36. MET de Nps de la muestra JMS1

Se determind el tamafio de particula promedio por medio del software Imagel. Se
presentaron dos tipos de distribuciones de tamafios siendo estas 24,66 + 4,68 nmy 47,31+
7,48 nm. Estas representan el 78,43% y 21,46% respectivamente. La tabla 9 muestra los
didmetros de particulas (Dp) y la ilustracion 37 y 38 la distribucion normal del tamafio de

particulas.
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Muestra Dp Muestra Dp Muestra Dp
1 54,76 18 22,07 35 18,95
2 26,12 19 20,3 36 28,6
3 48,49 20 22,26 37 17,8
4 48,35 21 19,89 38 19,9
5 37,86 22 25,36 39 31,9
6 30,35 23 17,1 40 50,87
7 22,4 24 32,54 41 28,63
8 18,66 25 21,46 42 21,77
9 18,41 26 31,18 43 27,46
10 64,53 27 27,46 44 26,61
11 23,45 28 23,63 45 19,31
12 16,14 29 27,41 46 41,2
13 18,81 30 30,25 47 27,27
14 41,07 31 25,14 48 36,43
15 44,2 32 25,06 49 26,58
16 43,45 33 27,92 50 30,21
17 45,64 34 30,71 51 29,85

Tabla 9. Datos de los diametros de particulas obtenidos por el software Image J
14
12

10

Conteo

[16-19] (19-22] (22-25] (25-28] (28-31] (31-34]

Tamafio de particula (nm)

lustracién 37. Distribucién normal del tamafio de particula entre 16 y 34 nm.
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[36-42] (42-48) (48-54] (54-60] (60-66] >66

Tamaiio de particula(nm)

llustracion 38. Distribucion normal del tamafio de particula entre 34 y 66 nm.

Microscopia de campo oscuro
Con una difraccién de electrones de area seleccionada obtuvimos una micrografia de
campo oscuro de la muestra JMS1 como se muestra en la ilustracion 39. Con este haz
difractado se determina la presencia de diferentes estructuras cristalograficas (Castro
Barriga, 2014), en este caso siendo los cristales de mayor incidencia el ZnO y con una
lectura mas tenue las agujas correspondientes al FezO4. Demostrando de esta manera la

presencia de cristales en la muestra.

lHustracién 39. Campo oscuro de Nps muestra JMS1

SAED (Selected Area electron Diffraction)
Con el analisis SAED se visualiza la formacién de anillos por la difraccién de los planos

cristalograficos que presenta la muestra JMS1, por lo que se deduce la naturaleza
cristalina de la misma. Para la identificacion de los planos cristalograficos se utilizé la
ecuacion 5. Los planosa destacar son los marcados en la ilustracion 40, siendo el (100) y
(112) caracteristicos de la molécula de ZnO (Xu et al., 2020) (K. Wu et al., 2020),
mientras que los otros planos, (311), (400), (440) (642) son caracteristicos del cristal de

FesO4y ZnFe;04 (Fang et al., 2018) (Surendra et al., 2020) (Huang et al., 2020).
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Ry JhZ + k2 + 12

Ecuacién 5. Ecuacion desarrollada de la ley de Bragg

lustracion 40. Patrén de difraccion SAED

Ensayos de liberacion

Curva de calibracion del propdleo (etanol)
Con un barrido espectral de soluciones patron (5, 10, 20, 50, 75, 100 ppm) de propoleo

se determind la longitud de onda del maximo de absorcion del mismo en etanol,

obteniendo un valor de 293 nm como se identifica en la ilustracion 70.

A partir de estos datos se construyd una curva de calibracién (ilustracion 41), donde se

puede observar una buena correlacion lineal, con un valor de R?= 0,9967.

y=0,0321x-0,0202
R*=0,9967

Concentracion (ppm)

lHustracién 41. Curva de calibracion del prop6leo
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Curva de calibracion nanoparticulas (etanol)

De la misma manera con un barrido espectral de soluciones patrén (1, 2, 4, 5, 6, 10, 20,
50, 100 ppm) de nanoparticulas (JMS3) se determiné la longitud de onda de absorbancia
de las mismas, obteniendo un valor de 775 nm (ilustracién 69). A partir de estos datos se
construyd una curva de calibracion (ilustracion 42), donde se puede observar una buena
correlacion lineal, con un valor de R?= 0,9983. Cabe resaltar, que se utilizaron las
nanoparticulas JIMS3, debido a que, estas fueron las que se utilizaron en la elaboracion de

las matrices poliméricas.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Abs

y=0,0065x+0,0192
R?=0,9983

0 20 40 60 80 100 120
Concentracién (ppm)

lustracion 42. Curva de calibracion para las nanoparticulas en etanol al 70%

Liberacion del Propdleo (T= 40 °C)

Matriz polimérica CS/EEP
Tiempo  Abs [ Teer (ppm) Masa  Fraccion liberada (EEP)  +/t (min*?)

(mln) (mg) (mtotaI/mIiberado)
2 1,613 50,879 2,544 0,424 1,414
5 2,214 69,601 3,424 0,571 2,236
10 2,219 69,757 3,431 0,572 3,162
15 2,243 70,505 3,461 0,577 3,873
30 2,325 73,059 3,558 0,593 5,477
60 2,532 79,508 3,784 0,631 7,746
120 2,827 88,698 4,078 0,680 10,954
180 3,252 101,938 4,462 0,744 13,416
240 3,733 116,922 4,852 0,809 15,492
300 3,903 122,218 4,974 0,829 17,321
360 4,282 134,025 5,210 0,868 18,974

Tabla 10. Datos ensayos de liberacion a 40 °C para la matriz polimérica CS/EEP

Segun los datos obtenidos en la tabla 10 se identifica una tendencia de liberacion
controlada, y al analizar los valores de masa liberada se obtiene que a los minutos 2y 5
minutos existe una rapida salida del propdleo (57.1%), y a medida que transcurre el

tiempo, la velocidad de liberacion del propbleo va disminuyendo, hasta llegar a una masa
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del 86.8% a las 6 h, tal como indica Vifianzaca (Vifianzaca, 2019).

Se realizd el ajusto de los datos obtenidos a los modelos matematicos planteados

obteniendo los siguientes resultados:

1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

y=0,4215x%1139
R?=0,918

Fraccioén liberada

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Tiempo (min)

lustracién 43. Liberacién del Propéleo 40 °C (Korsmeyer-Peppas) para la matriz polimérica CS/EEP

0,9
0'8 T
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

y = 0,4215x%227°
R?=0,918

Fraccion liberada

15 20

Vi (mini/?)

lustracidon 44. Liberacion del propéleo a 40°C (Higuchi)

En las ilustraciones 43 y 44 se realizé el modelado para identificar el mecanismo de
liberacion del propoleo, se ajusto los datos al modelo matematico de Korsmeyer-Peppas
y al de Higuchi. Se utilizaron estos modelos porque describen la liberacion de sustancias

en matrices tipo films, ademas de definir muchos tipos de mecanismos.

Higuchi Korsmeyer-Peppas
n R? n R?
0.2279 0,918 0,1139 0,9180

Tabla 11. Parametros de los modelos matematicos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas para los ensayos de
liberacién a 40 °C de la matriz polimérica CS/EEP

Como se analiza en la tabla 12, ambos modelos tienen el mismo indice de correlacion,
por lo que para determinar el mecanismo de liberacion se toma en cuenta el exponente.
Para Higuchi el n debe tener un valor aproximado de 0.5 mientras que para Korsmeyer y
Peppas no hay ninguna restriccion, por lo que éste ultimo describiria la forma de
liberacién. EI modelo de Korsmeyer y Peppas indica que estamos en presencia de una
difusion no Fickiana, donde se produce la difusién del compuesto a través de la matriz

hinchada y por los poros (tabla 2) (Lopez Gasco, 2011).
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Liberacién nanoparticulas (T= 40 °C)

Matriz polimérica CS/Nps

Tiempo (min) Abs [nps (Ppm)
2 -0,002 -3,261
5 -0,001 -2,953
10 -0,001 -2,953
15 -0,001 -2,953
30 -0,001 -2,953
60 -0,001 -2,953

120 -0,002 -3,261
180 -0,003 -3,415
240 -0,001 -2,953
300 -0,001 -2,953
360 -0,004 -2,338

Tabla 12. Parametros de los ensayos de liberacion a 40 °C para la matriz polimérica de CS/Nps

Como se observa en la tabla 13, para el caso de las nanoparticulas en la matriz polimérica

de CS/Nps las lecturas del UV-Vis no muestran valores de absorbancia positivos por lo

que se estima que no existe liberacion alguna.

Este fendbmeno se debe a que las nanoparticulas se encuentran encapsuladas dentro de la

matriz polimerica y no se liberan porque la fibra no sufre ningin tipo de degradacion

fisica.

Liberacion del Propoleo y nanoparticulas (T=40 °C)

Matriz polimérica CS/EEP/Nps

Tiempo Abs  Abs  [leer  [Ines Masa Fraccion Vit (min*?)
(min)  (EEP) (Nps) (ppm)  (ppm) (EEP) liberada
(mg) (EEP)
(mtotallmliberado)

2 2,098 -0,004 65,988 -3,569 3,299 0,550 1,414

5 2,116 66,548 -2,954 3,326 0,554 2,236
10 2,132 67,047 -2,954 3,348 0,558 3,162
15 2,137 67,202 -2,954 3,354 0,559 3,873
30 2,212 69,539 -2,954 3,443 0,574 5,477
60 2,314 72,717  -2,954 3,554 0,592 7,746
120 2,406 -0,005 75,583 -3,723 3,646 0,608 10,954
180 2,606 81,813 -2,954 3,826 0,638 13,416
240 2,796 87,732 -2,954 3,980 0,663 15,492
300 2,867 89,944  -2,954 4,031 0,672 17,321
360 2,927 -0,004 91,813 -3,569 4,069 0,678 18,974

Tabla 13. Datos de los ensayos de liberacion a 40 °C de la matriz polimérica de CS/EEP/Nps
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Como se presenta en la tabla 14, de la misma manera que en el caso de la matriz

polimérica de CS/Nps no existe liberacion de las nanoparticulas en el medio.

En el caso del propdleo si se da una liberacion siendo esta semejante a la de la matriz
polimérica de CS/EEP. Es decir, al inicio del proceso existe una rapida liberacién de

propdleo, y mientras pasa el tiempo esta se vuelve cada vez mas lenta.

Para los modelos matematicos se obtuvieron los siguientes resultados:

0,7
S
& 0,65
(]
=
=06
\O )
G - |
& 0,55 y = 0,5107x00434
= ' R? = 0,8822

0,5

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo (min)

lustracién 45. Liberacién del Propéleo a 40 °C (Korsmeyer-Peppas) de la matriz polimérica

CS/EEP/Nps
0,7
]
o
S 0,66
[«
=
= 062
O
T
S 0,58
; 0,0867
y=0,5107x"
0,54 R? = 0,8822
0,5
0 5 10 15 20

Vt (min®%)

lustracidon 46. Liberacion de propéleo a 40°C (Higuchi) para la matriz polimérica CS/EEP/Nps

Higuchi Korsmeyer-Peppas
n R? n R?
0,0867  0,8881 0,0434 0,8822

Tabla 14. Parametros de los modelos matematicos de Higuchi y Kosmeyer-Peppas para los ensayos de
liberacién a 40 °C de la matriz polimérica CS/EEP/Nps.

Para este caso se contempla que la liberacion se ajusta mas al modelo de Korsmeyer y
Peppas (ilustracion 45 y 46) a causa al valor de n (0,0434) (tabla 15) ya que indica que
existe un mecanismo de liberacion no Fickiano y que se libera por medio del
hinchamiento y difusion por los poros de la matriz polimérica. (Lépez Gasco, 2011).
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Liberacién del Propdleo (T= 30 °C)

Matriz polimérica CS/EEP

Tiempo  Abs [ Jeer Masa (EEP)  Fraccion liberada  +/t (min®®)
(min) (ppm) (mg) (EEP)
(Mtotal/Miiberado)

2 2,412 75,769 3,788 0,631 1,414

5 2,426 76,206 3,809 0,635 2,236
10 2,448 76,891 3,839 0,640 3,162
15 2,478 77,826 3,877 0,646 3,873
30 2,708 84,991 4,150 0,692 5,477
60 2,741 86,019 4,186 0,698 7,746
120 2,870 90,037 4,314 0,719 10,954
180 3,185 99,850 4,599 0,766 13,416
240 3,507 109,882 4,860 0,810 15,492
300 3,561 111,564 4,898 0,816 17,321
360 3,618 113,340 4,934 0,822 18,974

Tabla 15. Datos de los ensayos de liberacion a 30 °C de la matriz polimérica de CS/EEP

En la tabla 16 se identifica que la masa final del propdleo liberado a 30°C (4.93 mg)

disminuye en comparacion con la que se obtuvo en el ensayo a 40 °C (5.2 mg) (tabla 11),

pudiendo demostrar que, al aumentar la temperatura en la matriz polimérica CS/EEP se

libera mas propoleo. Asimismo, existe una liberacidn subita del propdleo y a medida que

transcurre el tiempo, ésta va siendo mas lenta.

Para los modelos matematicos se obtuvieron los siguientes resultados:

Fraccidn liberada

0,85
0,80
0,75
0,70
0,65
0,60
0,55

50

100 150

o————0

y = 0,5755x%0561

200 250 300

Tiempo (min)

R*=0,9

350 400

llustracion 47. Liberacion del Propéleo a 30 °C (Korsmeyer-Peppas) para la matriz polimérica CS/EEP
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0,85
0,8

0,75

Fraccion liberada

y = 0,5755x01122
R%2=0,9

10 15 20

Jt (min®9)

llustracion 48. Liberacion del propdleo a 30°C (Higuchi) para la matriz polimérica CS/EEP

Higuchi Korsmeyer-Peppas
n R? n R?
0,1122 0,9 0,0561 0,900

Tabla 16. Parametros de los modelos matematicos de Higuchi y Kosmeyer-Peppas para los ensayos de
liberacion a 30 °C de la matriz polimérica CS/EEP

En las ilustraciones 47 y 48 se representan los ajustes de los datos para los modelos de

liberacion planteados.

De igual manera que en los casos anteriores (matriz polimérica de CS/EEP y CS/EEP/Nps

a 40°C), el modelo de Korsmeyer y Peppas es el que mejor se adapta para la matriz

polimérica de CS/EEP a 30°C por el valor de n 'y con un indice de correlacién de R=0,9

(tabla 17), el cual decribe un mecanismo de liberacion no Fickiano y una liberacion por

hinchamiento de la matriz y por la difusion a través de los poros (Lopez Gasco, 2011).

Liberacion nanoparticulas (T=30 °C)

Matriz polimérica CS/Nps

Tiempo (min)  Abs [ Inps (PPM)
2 -0,004 -3,569
5 -0,002 -2,954

10 -0,002 -2,954
15 -0,002 -2,954
30 0,002 -2,954
60 -0,003 -3,415
120 -0,002 -2,954
180 -0,002 -2,954
240 -0,001 -2,8

300 -0,002 -2,954
360 -0,004 -3,569

Tabla 17. Datos ensayo de liberacién a 30 °C de la matriz polimérica CS/Nps
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Como se indica en latabla 18, para el caso de las nanoparticulas en la matriz polimérica de
CS/Nps las lecturas del UV-Vis no dan valores positivos de absorbancia, por lo que no

existe liberacion alguna.

Liberacién del Propéleo y nanoparticulas (T= 30 °C)

Matriz polimérica CS/EEP/Nps

Tiempo Abs Abs [ Jeer [Inps Masa Fraccion Vt
(min) (EEP) (Nps) (ppm) (ppm) (EEP) liberada (EEP) (min®%)
(mg) (mtotaI/mIiberado)

2 1616  -0,003 50,972 -3,415 2,549 0,425 1,414

5 1,704 53,713  -2,954 2,677 0,446 2,236
10 1,756 55,333 -2,954 2,749 0,458 3,162
15 1,788  -0,004 56,330 -3,569 2,790 0,465 3,873
30 1,845 -0,002 58,106 -3,262 2,857 0,476 5,477
60 2,084 65,551 -2,954 3,118 0,520 7,746
120 2,133 67,0718 -2,954 3,167 0,528 10,954
180 2,348 73,776 -2,954 3,361 0,560 13,416
240 2,632 -0,003 82,623 -3,415 3,591 0,598 15,492
300 2,878 90,287  -2,954 3,767 0,628 17,321
360 2,899 -0,004 90,941 -3,569 3,780 0,630 18,974

Tabla 18. Datos de los ensayos de liberacién a 30 °C de la matriz polimérica de CS/EEP/Nps

Al igual que en la tabla 18, se puede examinar que la masa final del propoleo liberado en
la matriz polimérica de CS/EEP/Nps a 30°C (3.7 mg) (tabla 19) disminuye en
comparacion con la que se obtuvo en el ensayo a 40 °C (4.07 mg) (tabla 14), por lo que,
de esta manera, se demuestra que, al aumentar la temperatura en se libera mas propoéleo.
Sin embargo, en comparacion con la masa de propéleo liberada en la matriz polimérica de

CS/EEP (4.93 mg) (tabla 15) se obtiene una menor liberacion menor.

Para el ajuste a los modelos matematicos se obtuvieron los siguientes resultados:
0,65
0,6

0,55

0,5

Fraccion liberada

B y = 0,3867x0.0761
0,45 R?=0,932

04 °
0 100 200 300 400
Tiempo (min)

lHustracién 49. Liberacién del Propdleo a 30 °C (Korsmeyer-Peppas)
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lustracién 50. Liberacién del propéleo a 30°C (Higuchi) para la matriz polimérica CS/EEP/Nps

Higuchi Korsmeyer-Peppas
n R? n R?
0,0867  0,8822 0,0434 0,8822

Tabla 19. Parametros de los modelos matematicos de Higuchi y Kosmeyer-Peppas para los ensayos de
liberacion a 30 °C de la matriz polimérica CS/EEP/Nps

De la ilustracion 49 y 50 se obtiene que el modelo mejor ajustado es el de Korsmeyer y
Peppas, puesto que en este modelo no hay restricciones en el valor de n mientras que el de
Higuchi considera que el valor de n tiene que ser cercano a 0.5 (tabla 20). La matriz
polimérica va liberando el propéleo a causa del hinchamiento de la membrana y por la

difusion entre los poros. (Lopez Gasco, 2011).
Ensayos in-vitro

e Matrices poliméricas

Para los ensayos in-vitro se incubo el hongo en una caja Petri y se tomaron fotos a los 7
y 21 dias para observar el crecimiento del mismo. Asi mismo por cada ensayo se realiza
un control en el cual se encuentra solo el hongo para comparar la inhibicion por las

matrices poliméricas.

A 7 dias de la siembra:

CS+EEP+ Nps CS+EEP
o : Y,

lustracién 51. Ensayo in vitro con matrices poliméricas, a 7 dias de la siembra.
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A los 21 dias:

CS+EEP+ Nps CS+Nps

I 4

\

"
CS+EEP

lustracién 52. Ensayo in vitro con matrices poliméricas, a 21 dias de la siembra.

Como se observan en las ilustraciones 51 y 52, el hongo en el control crece de forma mas
amplia, llegando a ocupar toda la caja Petri. En el caso de las cajas que contienen las
matrices poliméricas, el hongo no crece en el espacio ocupado por las matrices
poliméricas. Se lo atribuye a que estas generan una barrera, impidiendo el desarrollo del
Fusarium sp, mostrando asi el efecto inhibitorio de la fibra.

e Soluciones:
A 6 dias de la siembra

Para este ensayo in-vitro, se agregaron las diferentes soluciones con las que se sintetizaron
las matrices poliméricas en cajas Petri para observar el efecto antifungico de cada solucién.

Se midio el crecimiento del hongo en cm para cada caso.

Crecimiento de Fusarium sp. en
condiciones in vitro
3;1)- 5’55 o WaYm 3'38 '2,1
2,2 2,13 2,35 2 243 -
2 — |
1,5 —
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lustracién 53. Crecimiento de Fusarium sp. en cm.
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En la llustracion 53, se puede apreciar la inhibicion de cada compuesto por separado
siendo la solucién de propoleo y quitosano en &cido acético la que mejor respuesta tiene
ante el hongo Fusarium sp. (Manzo Sanchez et al., 2018). Se destaca la sinergia entre 2
compuestos ya que su inhibicion cuando se encuentran juntos es mayor a la que

exhibieron las soluciones de los mismos por separado.

Aqui el etanol tiene un efecto adverso, donde el hongo en etanol al 70% tiene un mayor
crecimiento que el control, ademas se observa que la solucion de acido acético tiene

inhibicién por si sola.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logro sintetizar las Nps de Zn-Fe mediante la técnica solvotermal, se obtuvieron las
Nps variando parametros como temperatura y tiempos de reaccion. Las particulas
obtenidas en las diferentes sintesis fueron sometidas a un ensayo de sedimentacién para
observar cual presentaba menor tamafo, siendo JMS3 las que mejores propiedades
poseia. Esa sintesis se manejé con las siguientes condiciones: tiempo de reaccion de 24
horas, temperatura de 200°C y se utilizé como precursor de zinc el nitrato de zinc.

El propdleo en bruto obtenido de la empresa Dr. Abeja, fue sometido a refinacion

consiguiendo una cantidad de 3,469 mg la cual se utilizé para todos los demas ensayos.

Se realiz6 la matriz polimérica de quitosano con Nps y prop6leo mediante la técnica de
electrospinning, utilizando parametros tales como, flujo de 1ml/h, distancia de la aguja al
colector de 10 cm, numero de aguja 8, voltaje de 23 kV y velocidad de rotacion del tambor
de 500 rpm.

Los ensayos de liberacion tuvieron buenos resultados para el propoleo, mientras que para
las nanoparticulas no hubo liberacidn, se puede concluir que la matriz polimerica CS/EEP
presenta mayor eficiencia de liberacion a una temperatura de 40°C en comparacion con
la de 30°C. Ademas, la cinética de liberacion del propdleo de las matrices poliméricas, se
ajusto a los modelos matematicos de Korsmeyer-Peppas y Higuchi, siendo el modelo de
Korsmeyer-Peppas el que mejor se ajustaba con un R=0,9399 (CS/EEP a 40°C), R=
0,9846 (CS/EEP/Nps a 40°C), R=0,9777 (CS/EEP a 30°C), R= 0,9881 (CS/EEP/Nps a

30°C), indicando que en las esferas siguieron un mecanismo de tipo no Fickiano.

En el analisis MET, DRX y SAED se pudo demostrar una cristalinidad de las
nanoparticulas, con estructura tipo espinela, cumpliendo de esta forma con el objetivo

planteado.

Por ultimo, se cumplieron los objetivos planteados de la mejor manera posible, generando
resultados favorables los cuales en el futuro podrian ser potencializados mediante nuevas

investigaciones tales como ensayos in vitro a mayor profundidad.
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RECOMENDACIONES
Realizar la sintesis de solvotermal trabajando con precursores que tengan el mismo

contraion.

Al momento de trabajar con el prop6leo, tener la precaucion de mantenerlo alejado de la luz

debido a su susceptibilidad.

Para el lavado de las Nps se recomienda aumentar el tiempo de centrifugacion, para

recuperar una mayor cantidad de las mismas.

En el proceso de electrospinning se debe tener cuidado con los vapores de acido acético
por lo que se recomienda utilizar equipo de proteccién. También se tiene que evaluar de
mejor manera posible los parametros a utilizar en el proceso, tales como distancia de la

aguja al colector, el voltaje y el flujo.

Cuando se trabaje con las matrices poliméricas utilizar guantes para evitar posibles

contaminaciones y dafos a la misma.

Electrohilar matices poliméricas variando la composicion de propdleo y nanoparticulas

para observar la influencia de la concentracion en las propiedades antifungicas.

Realizar los ensayos in-vitro con otras cepas de hongos para comparar la efectividad de

las matrices poliméricas.

Ensayar con recubrimientos de las matrices poliméricas en frutas para determinar su

aplicabilidad.

Producir las matrices polimericas con otras técnicas de encapsulacion.
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ANEXOS

lustracion 57 Secado y almacenamiento de nanoparticulas
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lustracion 59 Precipitacion de las ceras del propdleo

llustracién 60 Preparacion de las soluciones poliméricas

lustracion 61 Electrohilado de las fibras
84
Marco Francisco Alvarado Lopez
Jhonny David Ponce Montalvo



Universidad de Cuenca

lustracién 63 Almacenamiento de la fibra en una funda ziploc
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lustracién 64. DSC para las matrices poliméricas CS (rojo) y CS/EEP (negro)
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lHustracion 65. DSC de la matriz polimérica CS/Nps
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Aexo

QUITOSANO-EEP-Nps
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lustracion 66. DSC de la matriz polimérica CS/EEP/Nps

lustracién 68 Ensayo de sedimentacion de las nanoparticulas
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lHustracion 69. Barrido espectral de la muestra JMS3 en etanol
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UV-Vis Propdleo
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llustracion 70 Espectro UV-Vis del propdleo
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lustracién 71 Curvas de calibracion de muestras de nanoparticulas JMS1 y JMS3
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lustracién 72 Curvas de calibracion de las muestras de nanoparticulas JIMS5 y JMS7
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lustracién 73 Curva de calibracion de la muestra de nanoparticulas JMS8

JMS1
E 9500
o
= 75,00
5
S 55,00
S 35,00
=i
g 15,00
5 0 1 2 3 4 5 6
o .

Tiempo (h)

lustracién 74 Curva, Concentracion vs tiempo, ensayo de sedimentacion JMS1
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lustracién 75 Curva, Concentracion vs tiempo, ensayo de sedimentacién JMS3

JMS5

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

lustracién 76 Curva, Concentracion vs tiempo, ensayo de sedimentacién JMS5
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lustracién 77 Curva, Concentracion vs tiempo, ensayo de sedimentacién JMS7
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lustracién 78 Curva, Concentracion vs tiempo, ensayo de sedimentacién JMS8
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llustracion 80 Ensayos in vitro en naranjas
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