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RESUMEN

En la actualidad, hay un interés creciente por las propiedades y las posibles
aplicaciones biolégicas de varios metabolitos secundarios dentro de la industria
biomédica, cosmética, farmacéutica y alimenticia principalmente. Los compuestos
fendlicos, taninos y flavonoides poseen capacidad antioxidante que ha mostrado
poseer varias propiedades benéficas hacia la salud humana, incluyendo actividad:
anticancerigena, antiinflamatorio, antiviral, antibacterial, propiedades

antienvejecimiento entre otras.

Estas moléculas, las cuales estan presentes en los frutas y verduras
principalmente, se encuentran en la cascara, tallo, semilla y pulpa las cuales
constituyen una gran parte fundamental de la composicion molecular de las frutas
y verduras. Debido a esta riqueza molecular y a su interés, se han investigando
métodos efectivos para su cuantificacion y proteccion (encapsulacion), para asi
evitar su deterioro inoportuno y poder conservarlas mucho mas tiempo para

posibles aplicaciones farmacéuticas y biomédicas.

El disefio y el uso de nanoparticulas acarreadoras han estado en discusion debido
a sus caracteristicas y propiedades. El principal interés de estas nanoparticulas es
debido a que le confieren proteccion, acarreamiento y liberacion a las
biomoléculas. Y gracias a estas nanoparticulas, las biomoléculas estan protegidas
de factores que las pudieran inhibir, tales como: la temperatura, la variacién del

pH, luz, posible indeseada interaccion con otras moléculas, entre otras.

Estas nanoparticulas mesoporosas, constituidas por oxido de silicio o silice,
llamadas SBA 15 mesoporosas, presentan un diametro de poro capaz de atrapar,

encapsular y retener dentro de si, metabolitos secundarios de interés.



Estas nanoparticulas fueron analizadas via difraccibn de rayos X, mediante
isotermas de adsorcion-desorcion de N2 a 77 K, andlisis de espectroscopia
infrarrojo con transformada de Fourier, andlisis termogavimetricos, espectroscopia
de transmision y espectroscopia barrido para determinar que efectivamente se
habridn sintetizado nanoparticulas mesoporosas SBA 15. Para la introduccion de
las biomoléculas, se utilizaron dos tipos de agitaciones: mecanica y ultrasonica. Lo

anterior, para establecer que método era mejor.

Se cuantificaron los compuestos fendlicos, taninos condensados y flavonoides, asi
como la capacidad antioxidante de la muestra de pimiento antes y despues de ser
encapsulada. Adicionalmente y como prueba de inclusion de las biomoléculas en

el complejo, se realiz6 espectroscopia infrarrojo y el andlisis termogavimetricos.

El objetivo de la presente tesis fue enlazar metabolitos secundarios procedentes
de chile pimiento sobre la superficie de nanoparticulas de siice SBA 15,

evaluando sus propiedades biologicas del complejo desarrollado.

Los resultados indicaron que se logré la inclusion de las biomoléculas en las
nanoparticulas de silice mesoporosas SBA 15. Dicha informacion se corrabor6 con
los analisis bioldgico y la espectroscopia infrarrojo de los blancos, comparados con
sus blancos, otorgando resultados satisfactorios en cuanto a estructura del

complejo.

Y finalmente para concluir, factores como: el tipo de solvente y el tipo de proceso
de agitacion influyo bastante en el rendimiento y encapsulacion de los mismos,

dando asi resultados variantes en cada proceso.

Palabras clave: metabolitos secundarios, nanotecnologia y nanomedicina, quimica
organica, nanoparticulas de silice mesoporosas SBA, microscopia electronica de
barrido (SEM), Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion
(HRTEM). Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, andlisis
termogravimétrico, difraccion de rayos X (XRD), andlisis termogavimetricos y

actividad antioxidante.
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I. INTRODUCCION

Desde sus origenes, el hombre siempre ha estado en contacto y ha tratado de
conocer y comprender la naturaleza, ya que de esta dependia y depende su
supervivencia. Gracias a esta interaccion, se ha dado cuenta de lo complejo que
son sus dos componentes principales de la naturaleza: la fauna y flora. Cabe
resaltar que, en especial esta Ultima, hay ciertas plantas que pueden otorgar
grandes beneficios hacia la salud debido principalmente a los componentes
presentes en sus frutos, tallos, hojas, semillas etc. Sin embargo, aprendi6 e
identifico que no todos son beneficios para la salud. Hay sustancias que son
toxicas y puede provocar la muerte. Consecutivamente, aprendio a clasificar estas
plantas y a distinguirlas, el cual involucré saber cuales eran dafiinas y cuales eran

benéficas.

Con el paso del tiempo, identifico y aisl6 unas moléculas llamadas metabolitos
secundarios o0 biomoléculas, las cuales estan presentes ya sea en las plantas o
sus frutos. Las clasifico de acuerdo a sus componentes y a Su estructura
molecular (De Witty Bosland, 2009).

Es sabido que algunos de estos metabolitos secundarios tienen propiedades
antioxidantes, las cuales pueden ayudar a prevenir enfermedades cronica no
transmisibles, que, son causadas por dos tipos de factores; externos:
contaminacion del aire, suelo y del agua, radiacion electromagnetica, humedad,
suplementos nutricionales, cigarro entre otras; e internas como: metabolismo,
mutaciones genéticas, bacterias, virus, entre otras. Una opcion para prevenir y
tratar estas enfermedades cronicas no transmisibles es mediante el consumo de
estos metabolitos secundarios encontrados en las plantas y/o sus frutos (Natella y
col., 2008).
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En el presente trabajo se cuantificaron 3 tipos metabolitos secundarios de
naturaleza fendlica (compuestos fendlicos totales, flavonoides y taninos
condensados) procedentes del pimiento fresco color rojo variedad Fascinato,
capacidad antioxidante por DPPH y ABTS, asi mismo, fue realizd la
encapsulacién de estos compuestos a base de silice mesoporosa SBA 15 sin

funcionalizar y funcionalizada con grupos amino.
Il. JUSTIFICACION

La incidencia de enfermedades crénicas no transmisibles se ha incrementado con
el paso de los afos, todo esto debido a varios factores, tales como; mala
alimentacion, radiacién electromagnética, contaminacién (smog, incendios, humo
del cigarro, etc); actualmente se han hecho varias investigaciones para aislar una
clase de metabolitos secundarios (compuestos fendlicos), los cuales, aportan
beneficios a la salud. Estos compuestos fendlicos pueden ser encontrados en las
frutas y verduras. Gracias a estos compuestos fendlicos y debido a su capacidad
antioxidante, pueden ser usados para prevenir las enfermedades cronicas no

transmisibles (Bernal y col, 2010)

Sin embargo, debido a factores internos del cuerpo humano, especialmente los
factores gastricos, pueden desestabilizar su estructura molecular y por lo tanto,

disminuir su capacidad antioxidante.

Por otra parte, debido a estas causas, se ha reportado que el silicio es un material
muy utilizado en aplicaciones de encapsulacion de farmaco, proteinas,
antioxidantes, nutraceuticos, etc; debido a que este material puede proteger la

estabilidad de las mismas.

En la presente investigacion, se pretendid aprovechar estas propiedades
antioxidantes y aprovechar estas propiedades de proteccion para encapsular los
compuestos fendlicos y asi poder aprovechar al maximo todos los beneficios

antioxidantes de los compuestos.
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lll. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Hoy en dia, gracias a los grandes avances en la ciencia y en la tecnologia, la
comunidad cientifica especializada en farmacologia, ha sido capaz sintetizar
activos para combatir unas enfermedades que cobran miles y miles de vidas dia
con dia. A estas enfermedades se les conoce como enfermedades cronicas no
transmisibles, tal como el cancer y la diabetes. Lamentablemente estas
enfermedades hasta el dia de hoy al parecer no tienen cura, pero la noticia
emergente es que se ha logrado sintetizar activos para el control de ellas. Dado a
esta causa y al costo que tiene al tratarlas, un camino Optimo para estas

enfermedades es su prevencion.

La forma mas eficiente que existe para prevenir estas enfermedades es tener una
dieta rica en frutas y verduras principalmente, dado a que estas son fuente de
unos compuestos llamados biomoléculas. El principal interés de estos compuestos
es que se ha reportado que estos pueden prevenir dichas enfermedades crénicas

no transmisibles

La cuantificacion de estas biomoléculas es un proceso importante a considerar
porque de acuerdo a la calidad del proceso y de los solventes usados, la cantidad
de cuantificacion sera exitosa. Un factor importante a considerar en el proceso de
cuantificacion es mantener su estabilidad y su actividad antioxidante. Por ello, se
debe de encontrar un material para su encapsulacion que pueda ayudar a
prolongar su estabilidad y actividad antioxidante. En este trabajo se utilizo el silicio

debido a sus propiedades de biocompatibilidad, baja toxicidad y bajo costo.
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IV. PLANTEAMIENTO TEORICO
La encapsulacion de compuestos fendlicos del pimiento morron con
nanoparticulas de silice mesoporoso SBA 15 y SBA 15 con grupos amino (Nps
SBA 15 y SBA -NHz), pudiera evitar el deterioro estructural y aumentar la actividad
antioxidante de estos compuestos fendlicos. Estas propiedades de los metabolitos

secundarios se mantendrian o perduraria mucho mas tiempo.

V. OBJETIVOS
V.1 Objetivos generales.

Cuantificar y encapsular compuestos fenolicos del chile pimiento morrén bajo
condiciones de invernadero a base de Nps SBA 15y SBA -NH2

V.2 objetivos especificos

*Extraer y cuantificar los compuestos fendlicos, flavonoides y taninos condensados
encontrados en el chile pimiento antes y despues del proceso de encapsulacion en
Nps SBA 15y SBA -NH2

*Determinar y evaluar la actividad antioxidante de los compuestos por ABTS y

DPPH, antes y despues del proceso de encapsulacién en Nps SBA 15y SBA -NH2

*Encapsular los compuestos fenélicos con Nps SBA 15 y SBA -NH2 como agente

de pared en agitacion magnética a4y 18 horas, y agitacion ultrasonica.
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VI. ANTECEDENTES

El chile pimiento pertenece a la familia de las Solanaceae. Esta familia comprende
aproximadamente 98 géneros y unas 2700 especies, con una gran diversidad de
habitad, morfologia y ecologia. También hay otros tipos de verduras que
pertenecen a esta familia las cuales son: la berenjena, la petunia, la papa, el
tabaco y el tomate. Todas las especies del pimiento son originarias de la parte
occidental pero también son encontradas en las regiones tropicales del continente
americano principalmente en Latinoamérica. Los frutos del pimiento maduros listos
para cortar pueden ser de color rojo, naranja, café, amarillo, verde, o blanco
(De Witt y Bosland, 2009)

El chile pimiento es muy apreciado debido a su picor, su sabor, aroma, como
alimento aditivo, pigmentos y por sus usos fisioldgicos y farmacéuticos. Este tipo
de chile es econdmicamente importante en México, no solo por su preparacion
para los platos regionales como parte de la gastronomia Mexicana mundialmente
famosa, sino también debido a la vasta calidad y variabilidad genética que es
producida en todo el territorio Mexicano, principalmente las especies picantes
(Cisneros y col., 2007)

Los pimientos, ademas de contener metabolitos pungentes Illamados
capsaicinoides, también contienen otros compuestos de interés como son: los
carotenoides y los compuestos fendlicos, los cuales son usados como agentes
antioxidantes. La concentracion y composicion de carotenoides, clorofila,
antocianinas, carotenos —a y —p entre otras; son las responsables del color de los
pimientos. La principal razon por la cual existe mucho interés en los pimientos es
que aportan beneficios a la salud. El principal intereses de estas moléculas es
debido a que aportan proteccién contra enfermedades, tales como: el cancer,
previenen ulceras gastricas, estimulan la inmunidad del sistema nervioso,
protectores contra enfermedades cardiovasculares, entre otras (Pugliese y col.,
2013)
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V1.1 Compuestos con actividad bioldgica

VI1.1.1 Metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios, también conocidos como nutraceuticos, son
productos de metabolismo no esenciales para un crecimiento normal, desarrollo o
reproduccion de un organismo. Estos compuestos sirven para cumplir con los
requerimientos secundarios de los organismos. Las fuentes que producen estos
tipos de moléculas son las plantas (cultivos, raices, ramas, hojas, frutos de las
plantas), las bacterias, los hongos, y algunos organismos marinos. (Vaishnav y
col., 2011).

Entre los metabolitos mas destacantes estan: los alcaloides, flavonoides,
glicosidos, saponinos, esteroles, taninos, terpenos, compuestos fendlicos y sus
macromoléculas subclasificadas, con igual actividad antioxidante. En la tabla 1, se

puede apreciar algunos ejemplos de la clasificacion de los antioxidantes.

Varios reportes han mostrado que muchos de estos compuestos presentan
proteccion antibacterial, antifingico, antiviral, antiprotozario, antihelmintico,
antidiarreico, anticancerigeno, anti-inflamatorio y actividades antidiabéticos debido
(Martin y col., 2015)
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Origen
1. Exdgenos

Vitamina E

Betacarotenos, flavonoides, licopencs
1. Endogenos

Enzimaticos

Superéxide dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)

Glutation peroxidasa (GPx)

3. No enzimaticos

Glutation

Accion

Tabla 1. Algunos ejemplos de la clasificacion de antioxidantes (Céspedes y col., 2000)

Wentraliza el oxigeno singlete, capfura

radicales libres hidroxile, captura Oz

neutraliza perdxides

Neuntraliza el oxigeno singlete, captura
radicales libres del hidroxile, captura Os,

regenera la forma oxidativa de la vitamina

E

Neutraliza el oxigeno singlete

Cofactor
Cobre, sodio, magneso
Hierro
Selenio
Barreras

fisioldgicas que enfrenta

el

oxigeno a su paso desde el aire hasta las
células

Coenzima (), Acide Tioctico Transportadores de metales (fransfermna v

ceruloplasmina)

Gracias a estas propiedades antioxidantes y bioactivas, han sido utilizados por
mas de la poblacién mundial debido a la demanda que presentan como una nueva
alternativa para el control de enfermedades. Gracias a esto, la demanda ha estado
en constante crecimiento considerablemente durante estas Ultimas décadas

(Jiménez y col., 2013)

También se ha reportado que son agentes anticancerigenos, reducen la cantidad
de colesterol en la sangre, actlGan como inmunosupresores, como agente
antiparasitos, diagnoéstico y como herramientas de investigacion. Varios de estos
han sido involucrados en la prevencion de desérdenes biolégicos, muchos de los
cuales no tenian cura hasta que estos productos fueron descubiertos (Vaishnav y
col,, 2011).
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VI.1.1.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, los cuales constituyen las sustancias activas mas
extensas, son encontrados en muchas plantas medicinales. Estas moléculas
modulan la actividad de un amplio rango de enzimas y receptores celulares entre
otras actividades. Aparte de tener propiedades antioxidantes, los polifenoles
(fenoles unidos en cadena) tienen varias acciones biol6gicas especfificas que son
todavia poco entendibles. Ademas, no todas las moléculas fendlicas son
absorbidas de igual. Esto es debido a su origen y de su estructura molecular. Un
punto importante necesario conocer con cierta precision es la biodisponibilidad de
estas, para asi poder evaluar su actividad biolégica dentro de los tejidos o partes

especificas del cuerpo humano (Manach y col, 2012)

Estas moléculas comprenden un gran nimero de componentes, los cuales son:
los flavonoides, &cidos fendlicos, y taninos, entre otros. Los flavonoides
constituyen el grupo mas amplio de fenoles en las plantas. Estas representan mas
de la mitad de los ocho mil compuestos fendlicos presentes en la naturaleza. Las
variaciones en los patrones de sustitucion del carbono en el anillo en la estructura
de estos compuestos resulta caracterizar a los flavonoides unos de otros, como
por ejemplo los flavonoles, las flavonas, los flavonones, los flavanoles, las
isoflavonas y las antocianidinas. En la figura 1 se muestra ejemplos de las

moléculas mas comunes de origen fendlica (Martins y col., 2011)

Principalmente, las verduras y las frutas son fuente de los metabolitos
secundarios, los cuales son los encargados o usados para defenderse ellos
mismos en situaciones de estrés, ataques o repeler otros organismos. En los
alimentos, estos componentes actian como pigmentos, antioxidantes, precursores

de sabor, etc; y hoy en dia como parte de nuestra dieta (Bernal y col, 2010)
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Figura 1. Algunos ejemplos de las estructuras moleculares de los diferentes tipos de flavonoides
encontrados en las plantas: Isoflavonoides (Dalzeina, Daldzina, Gilteina, glicitina), Flavanoles
(Epigaliocatequina, Epicatequina, Epicatequina Galate, Epigalocatequina Galate), Flawones
(Apigenian, Luteorina), Flawnoles (Kaempferol, Quercetina, Miricetina), Flavonoles (Naringina,
Naringenina, Taxifolina) y Antocianidinas (Cainidinas, Malvidina) (Martins y col., 2011)

Flavanoles

Isoflavonoides

Glycitein Glycitin
Epicatechin gallate Epigallocatechin gallate

Flavonoles

Flavones

Apigenin

Myricetin

Taxifolin

CHy
0/

OH Malvidin
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El método clasico para analizar los componentes totales fendlicos es el método
Folin-Ciocalteau. En este método, las mediciones cambian de color y estan
asociadas con la reduccion del reactivo molibdeno-tugsteno inducido por los
fenoles en la muestra. Recientemente la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) se ha convertido en el método analitico
para analizar los componentes fendlicos. El HPLC fue el primero usado para la
determinacion de los flavonoides en 1976 por Fisher y Whaton. Desde entonces,
varios métodos han sido desarrollados para la deteccidon y cuantificacion de
componentes fendlicos, siendo la cromatografia de liquidos, la técnica mas usada

y también algunas técnicas espectroscopicas (Bernal y col., 2010).

VI.1.1.1.1 Taninos

Los taninos son moleculas secundarias derivadas de los compuestos fenolicos.
Estructuralmente son esteres de azucares y acidos carboénicos fendlicos o
policondensados de catequinas (flavan-3-ol). Ellos estan clasificados en base a su
estructura molecular en dos grupos: los taninos hidrolizables y los taninos
condensados. Los taninos se caracterizan por una alta actividad quimica y una
variedad de efectos biol6gicos tales como afectos antitumorales, anti-mutagénicos,
antivirales, antiinflamatorios, entre otras; varios efectos de los taninos han sido
asumidos ser no solo con accion antiradical sino también con interacciones

enzimaticas, receptores y con factores de transcripcién (Sekowski y col., 2014).

Es comun creer que los taninos interfieren en la descomposicion de ciertos
compuestos debido a dos actividades principalmente: la especificidad de union

con las proteinas y de la capacidad antioxidante (Adamczyk y col., 2014).

Las caracteristicas que distinguen a los taninos de los otros tipos de taninos
basicamente son sus propiedades de formar enlaces con proteinas, sus
componentes basicos en su estructura molecular y tambien su actividad
antioxidante. Estas caracteristicas que presentan los taninos son de gran ayuda
para establecer diferencias analiticas cualitativas y cuantitativas entre ellos. Al

mismo tiempo a estas moléculas se le ha relacionado una alta presencia de
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actividad biologica y farmacolégica con efectos positivos benéficos sobre la salud.
Sin embargo, los taninos hidrolizables han recibido menor atencion en lo que se
refiere a su impacto a la salud posiblemente debido a las dificultades en su

identificacion, aislamiento, purificacion y cuantificacion (Okuda e Ito, 2011).

VI.1.1.1.2 Flavonoides

Los flavonoides son una familia de compuestos fendlicos casi ubicuos en plantas.
Mas de 500 flavonoides distintos han sido identificados. Quimicamente, los
flavonoides consisten de un heterociclo benzopirano ligado a un anillo de benceno.
Ellos estan dividos en grupos diferentes dependiendo en el grado de oxidacion del
carbono in la posicién 4, los patrones de hidroxilacion y de la sustitucion de la

posicion del carbono 3 (Testai L., 2015).

Las principales fuentes de estas moléculas, son: las frutas y las verduras. Pero, a
pesar de eso, ha habido evidencias de que el té es la mayor fuente de estos,
especialmente para los flavonoides y las flavonas, la cuales contribuyen 300 mg
del consumo de la dieta diaria en la poblacion de Polonia. Sin embargo, la mayor
fuente de los flavonoles son las espinacas y las cebollas (120-160 mg/100 g). La
principal fuente de flavones son las alcachofas, aceitunas negras y hojas de apio,
el limén, naranja y el jugo de naranja para las flavononas, frutas rojas (arriba de
1300 mg/100 g) para antocianidinas, mientras que los isoflavones son encontrados
casi exclusivamente en los productos de soya (100,400 mg/100 g). (llaria Peluso y
Maura Palmery, 2015)

Se han llevado a cabo varios estudios epidemiolégicos y se han determinado que
el consumo de flavonoides tiene asociacién benéfica contra el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y diferentes tipos de cancer.
Desafortunadamente, estas moléculas no son sintetizadas por el cuerpo humano y
por eso deben ser obtenidas por los alimentos (frutas y verduras principalmente).
Hoy en dia m&s y mas personas, debido a los beneficios que otorgan los
flavonoides, estan siendo incluidas en su dieta diaria el consumo de alimentos

ricos en flavonoides (Magiera y col., 2014)
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VI.1.2 Factores que pueden afectar la produccion de metabolitos secundarios

El valor nutricional del pimiento es muy alto, debido a que es una excelente fuente
de compuestos fendlicos, vitmina C. (acido absorbico), vitamina A, [B-caroteno,
complejo B, complejo E entre otras; y minerales tales como el molibdeno,
manganeso, folato, potasio y tiamina. ElI pimiento contiene sietes veces mas
vitamina C que las naranjas. Los B-carotenos y la vitamina C, A y los compuestos
fendlicos en el pimiento son antioxidantes potenciales que destruyen a los
radicales libres. Por esta razén hay mucho interés de cuantificar estos metabolitos

debido a sus beneficios terapéuticos (Joshi y col., 2009).

Gracias a estos compuestos presentes en el pimiento, es muy importante
encontrar un meétodo para controlar crecimiento de la planta, tratar de que la
perdida de los cultivos sea pequeiia, no afecte la sintesis de sus moléculas
nutricionales y ayude al cultivo a sintetizar metabolitos para su defensa contra

agentes adversos (Sezen y col., 2014).

El estrés abiotico y bidtico ha restringido el potencial de rendimiento de los
cultivos. Factores abidticos que pueden influir significativamente en el rendimiento
y calidad de los pimientos son las extremas de temperatura, humedad, luz,
nutrientes y pH entre otros. Los factores bidticos que afectan su rendimiento son
las bacterias, hongos y virus (Figura 2). Esto quiere decir que es muy importante
manipular estos factores, debido a que pueden influir en la produccién de
metabolitos secundarios y también cambiar el crecimiento de la planta. En otras
palabras, el afan de la sobre prooduccibn de estos metabolitos es de

autoprotegerse de las amenazar bidticas y abioticas (Joshi y col., 2009).
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Figura 2. Algunos factores biéticos y abiéticos que influyen en la crecimiento de la planta y
produccion de metabolitos secundarios (Sepulveda y col., 2003)

Proteccion del exceso de luz
solar

Defensa al ataque por
Microorganismos
(virus, bacterias v hongos)

Competencia con

Proteccion contra herbivoros otras plantas

(insectos v mamiferos)

Proteccion contra
nematodos

El crecimiento con agua alterada (con nutrientes y/o iones) también es uno de los
factores mas influyentes que pueden intervenir en el crecimiento y rendimiento de
los cultivos. Una insuficiente cantidad de agua suministrada al cultivo durante sus
etapas de crecimiento y en la proliferaciéon de su flor o fruto, puede provocar
cambios en el rendimiento y en la calidad del pimiento. Para que se logre un alto
rendimiento, se debe de suministrar una cantidad adecuada de agua durante todo

el ciclo entero del cultivo (Sezen y col, 2014).
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V1.1.3 Actividad antioxidante

Los antioxidantes pueden ayudar al organismo a reducir el estrés causado por
efectos de los radicales libres. Los radicales libres son especies capaces de existir
con uno mas electrones desapareados en su capa externa molecular. Estos
electrones libres han sido implicados en la generacién de cancer, osteoporosis,
diabetes, desordenes neurodegenerativos y envejecimiento entre otras. Los
antioxidantes protegen al organismo contra estos radicales libres y son vitales
para neutralizar el dafio causado por los radicales libres con una adecuada

cantidad de antioxidantes (Tamuly y col., 2013)

La eficiencia de los antioxidantes depende rotundamente de tres propiedades: uno
es debido a la habilidad para limpiar o mediante la donacion de hidrégenos para
equilibrar la oxidacion de los radicales libres. Otra propiedad es la capacidad de
disminucion de la energia de oxidacion de los radicales libres y otra por Ultimo, su
desemperio para prevenir la auto-oxidacion de los antioxidantes en radicales libres
(Topalovi¢ y col., 2013).

Para conocer mas sobre las caracteristicas y propiedades de los metabolitos,
existen diferentes ensayos que han sido introducidos para medir la capacidad
antioxidante de alimentos y muestras biolégicas. En afios recientes, se ha
desarrollado un amplio rango de ensayos espectrofotométricos que han sido
adoptados para medir la capacidad antioxidantes de alimentos. Los métodos mas
populares son los ensayos 2,2’-azino-bis-3-etilbenzitiazolina-6-acido sulfonico
(ABTS) y el 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), entre otros, tales como: la capacidad
de absorcion de radicales de oxigeno (oxygen radical absorbance capacity), y la
capacidad reductora férrica de plasma (ferric reducing ability of plasma) (Floegel y
col., 2011).
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VI.1.3.1 DPPH

Todos los antioxidantes son diferentes en cuestién de actividad y comportamiento
frente a radicales libres. Por eso es muy importante conocer y determinar la
actividad antioxidante de algunos metabolitos secundario de interés. El ensayo del
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es uno de los métodos cominmente mas usados
porque en términos generales, es simple, eficiente y no es costoso. El método
original fue desarrollado por Blois (1958) y, con unas modificaciones introducidas
por Brand-Williams, Cuvelier, y Berset (1995), es usado ampliamente como un

punto de referencia (Brand-Williams y col., 1995).

El DPPH es un radical estable el cual presenta un color morado intenso, fuerte y
presenta una banda de absorcion que oscila en un rango de 515-520 nm. En la
presencia de compuestos antioxidantes, el DPPH puede aceptar un solo electron o
un atomo de hidrogeno por molécula de antioxidante para ser convertida a una
moléculas de DPPH mas estable, 60sea a la forma reducida del DPPH (figura 3)
(Khalid y col. 2013).

Su color de absorbancia pasa de color morado intenso a color amarillo; y asi, por
lo tanto, es posible determinar la actividad antioxidante estudiando el cambio de
color espectro-métricamente. El color del morado fuerte a color amarillo solamente
nos indica que tanto DPPH ha sido neutralizado. Es importante mencionar que
este método ha sido aplicado usando muchos y diferentes protocolos, en los
cuales hay diferencias al respecto en los solventes, la concentracion inicial del
DPPH, el volumen de la muestra, tiempo de incubacién y presentacion de

resultados (Carmona y col., 2014)

Figura 3. Reaccion entre el radical libore DPPH con el antioxidante donde AH es el donador de la
molécula y A es el radical libre producido (Khalid y col. 2013)
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VI.1.3.2 ABTS

El 2,2_-Azino-bis (3-etillbenzotiazolina-6-sulfonato), mejor conocido como ABTS
es un compuesto muy bien conocido usado para el analisis de calorimetria para
varios oxidantes quimicos organicos e inorganicos. La molécula de ABTS incolora
se convierte a una un radical de color verde, ABTSe+ (figura 4), por una oxidacién
de un electron. ABTS+<+ muestra una banda de absorcion amplia centrada entre
415, 648, 728 y 812 nm, es conocida por ser una especie radical persistente. El
ABTS ha sido usado para pruebas cinéticas para estudios de reacciones de

radicales libres (Changha Leey Jeyong Yoon, 2008).

Figura 4. ABTS y su producto al contacto con un electron, ABTS+<+ (Changha Lee y Jeyong Yoon,
2008).

ABTS

Ambos ensayos, ABTS y DPPH, son convenientes en su aplicacién y, por lo tanto,
son los méas populares en cuestion de utilizacién. Sin embargo, estan limitados ya

gue utilizan radicales no fisiolégicos (Floegel y col. 2011).

Comparado con el ensayo DPPH, el método ABTS puede ser llevado a cabo en
medios acuosos y organicos y en un amplio intervalo de valores de pH. Sin
embargo, el analisis de los antioxidantes mas conocidos de frutas, verduras y
bebidas de la dieta de EUA sugiere fuertemente que, comparado con el ensayo de
DPPH, el ensayo de ABTS estima mas precision en la capacidad antioxidante de
alimentos, particularmente para esos que contienen componentes hidrofilicos,

lipofilicos y pigmentos. (Carmona y col., 2014).
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VI.1.4 Extraccién de biomoléculas

Un punto importante y primordial para obtener un buen resultado, es fundamental
buscar y seleccionar un procedimiento de extraccion debido a que este pueda
incrementar la concentracidén relativa de los metabolitos en el material tratado
(Suhaj, 2006).

Hoy en dia, no podriamos encontrar una linea de produccion industrial en
alimentos, farmaceuticos, cosmeticos, nutraceuticos, o bioenergetica, de las
cuales no usen procesos de extraccion, tales como: maceracion, extraccion con
solventes, corriente o hidrodestilacién, prensado en frio, exprimido, extraccion por
fase solida, entre otras), las cuales podrian generar altos costos, no ser tan
amigables con el medio ambiente. Por eso se ha estado buscando nuevos
métodos con nuevas techologias para reducir estas causas y ademas, que
cumplan con los requerimientos legales, alto control y seguridad del proceso,

incremento en la calidad y funcionalidad (Chemat vy col., 2017).

La agitacion ultrasonica se ha convertido en un método convencional alternativo
en sistemas de agitacion en fases liquidos. Debido que se cree que este tipo de
agitacion mejora la velocidad en el cual el soluto es transferido entre las dos fases
gracias a que proporciona un alto rendimiento mezclando y emulsificando
(Daryabor y col., 2017).

Esta es una técnica en el procesamiento de alimentos, el cual pudiera mejorar la

calidad, cantidad de los componentes y la calidad del producto.

Adicionalmente, esta técnica se considera mucho méas benéfica debido a su bajo
consumo de energia, tiempo reducido de procesamiento y es una tecnica

amigable con el medio ambiente

Este proceso actla a niveles microscopicos. Esto es debido a que, la energia
suministrada mediante ondas, fractura y rompe las paredes celulares, causa una
ruptura en los enlaces entre los compuestos fendlicos y la pared celular y los libera
ylo difunde rapidamente (Abid y col., 2014).

29



Otro punto relevante y crucial para mejorar la extraccion y cuantificacion de estos
metabolites secundarios, ya una vez encontrado el método de extraccion, es
aconsejable completar la extraccion. EI material debe ser secado, congelado o
liofiizado debido a que, algunos metabolitos son inestables o pueden ser

degradados por una accion enzimatica en un muestra fresca (Suhaj, 2006).

VI.1.5 Proteccién de metabolitos secundarios

Gracias a los increibles beneficios de los fenoles hacia la salud, existe un gran
interés para usarlos como nutraceuticos en alimentos y/o bebidas (Coradini y col.,
2014).

Desafortunadamente, a pesar de sus notables contribuciones y beneficios,
presenta unas desventajas que limitan su uso clinico. Los principales factores
limitantes son: su baja solubilidad acuosa, pobre biodisponibilidad, baja estabilidad
con la luz UV y su rapida clarificacion dentro del cuerpo humano. En un intento por
vencer estos obsticulos, se considera como alternativa a la nanotecnologia para
su proteccion (Joye y col., 2015). Por esta razon, el interés en estos compuestos y
en su encapsulacion para ciertas aplicaciones en las industrias va en incremento
(McClements, 2015).

Los materiales nanométricos se caracterizan por poseer propiedades Unicas y
caracteristicas debido a su tamafio. Estos materiales estan empezando a tener
una consideracion muy apreciable y estan siendo utilizados en areas biomédicas y
medicas principalmente, todo gracias a la nanociencia y nanotecnologia. En la
figura 5, se muestra algunas ventajas de la nanotecnologia en la encapsulacién de
nutraceuticos (Bijary col. 2012).
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Figura 5. Nanotecnologia en liberacion de nutraceuticos: larga vida util del producto, mejoramiento
en la biodisponibilidad, proteccion contra la humedad, liberacion etiquetada inteligente, reduce los
sfectos téxicos, permite una liberacion sostenida, influencia en textura y sabor, mejora la
solubilidad (Arora y col., 2016).
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Pero, particularmente las nanoparticulas de silicio se han investigado muy
intensamente y han probado tener alta estabilidad quimica y alta estabilidad

térmica (Knopp y col., 2009).

Sus propiedades Opticas Unicas, su alta especificad superficial, baja densidad, su
capacidad de adsorcién, capacidad para encapsular, biocompatibilidad y su baja
toxicidad son lo que las caracterizan. Dado a estas “propiedades, las nano-

particulas de silicio han sido emergentes (Bijary col. 2012).

Estas nanoparticulas presentan un area superficial alta, una fina suspenzabilidad
en soluciones acuosas, y son relativamente inertes en los ambientes externos.
Estas pueden actuar como aislantes, las cuales pueden proteger los efectos

externos en las moléculas cargadas en su interior (Knopp y col., 2009).
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Particularmente dentro de las nanoparticulas de silicio, hay unas nano-particulas
de mucho interés, estamos hablando de las nanoparticulas siice mesoporosa
(MSNs por sus siglas en inglés) que han presentado tener varias ventajas como
vehiculos de liberacion de droga. El tamafio y la forma de las particulas son
facilmente manipulables. El alto volumen de poro y el &rea superficial permite una
carga de droga mas adecuada. Debido a que pueden ser hechas a la medida
permite una ingenieria mas detallada para evitar interacciones bioldgicas no

deseadas y consumo celular innecesario (Mamaeva Yy col., 2013).

Sin embargo, las MSNs generalmente tienen un tamafio de poro de 3 nm, los
cuales son Utiles para aplicacion como acarreadores de biomoléculas, proteinas,
farmacos, nutraceuticos, entre otras. Las ventajas de las mesoporosas son que
estas pueden acomodar grandes cantidades de moléculas huéspedes vy

protegerlas de ser dafiadas por ambientes fisiologicos (Nday y col., 2015).

De acuerdo a las investigaciones cientificas, se ha reportado que si, efectivamente
hay un gran mejoramiento en la solubilidad, la estabilidad, incremento de la
biodisponibilidad oral y un mejoramiento en los efectos terapéuticos cuando se
comparan con sus respectivas biomoléculas no encapsulados (Coradini y col.,
2014).

Todo esto tiene una meta en comun, la cual es mejorar la biodisponibilidad de
vitaminas solubles en agua, nutraceuticos y activos para su liberacion en regiones
hidrofilicas e hidrifobicas como en tejidos y/o regiones especificas (McClements,
2015).

Tales investigaciones y aplicaciones sobre los sistemas de encapsulacion,
también frecuentemente llamada nanomedicina, ha ganado recientemente
tremendas atencién. En contraste, las aplicaciones de la nanotecnologia en
nutraceuticos y farmacéutica estan en constante crecimiento debido a que las
nanoparticulas son capaces de entrar en los tejidos del sitio dafiado (Wang y col,
2014).
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Esta rama de la ciencia busca ofrecer soluciones a base de nanotecnologia para
problemas médicos con el propésito principal de mejorar la biodisponibilidad de las
biomoléculas o drogas reduciendo efectos secundarios, mas efectividad y un
régimen amigable al paciente reduciendo la concentracion de droga y la frecuencia
de dosificacion, ofreciendo una administracion mas facil y una seguridad mejorada

(Mamaeva y col., 2013)

VI1.1.6 Encapsulacion
VI1.1.6.1 Nanoencapsulacién

Las nanoparticulas pueden ser definidas como sdlidos, acarreadores de activos de
dimensiones sub-micrométricas que pueden ser o no biodegradables.
Actualmente, hay varios sistemas de liberacion controlada sobre investigacion,
algunos de ellos son: las microparticulas, nano particulas, liposomas,
dendrimeros, emulsiones, entre otras (figura 6). Dado a las investigaciones
desarrolladas durante estos dUditimos 25 afios, las nanoparticulas es lo mas
prominente. Una caracteristica sobresaliente de estas es su liberacion sustancial
(EI-Naggar y col., 2015)
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Figura 6. Tipos de sistemas estructurales nanometricos usados para la encapsulacion y liberacion
de activws. (a) nanoacarreador poliméricos: nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas,
dendrimeros, hidrogeles poliméricos, conjugados de polimero-activo. (b) nanoacarreadores
basadeos en lipidos: liposomas, nanoparticulas solidas lipidas, micelas fosfolipidas,
nanoemulsiones, sistemas de liberacion porolongada autoemulsificantes. (c) nanoacarreadores
inorganicos: puntos cuanticos, nanoparticulas de oro, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas
de silicio, nanotubos de carbo6n (Arora y col., 2016).
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Los acarreadores de activos con ligandos especificos o funcionalizados son el
camino mas viable y efectivo para detecta regiones especificas dafinas. Se ha
reportado que estos acarreadores presentan efectos adversos leves, por lo tanto
se estan considerando bastante en biomedicina. Las nano particulas
multifuncionales con propiedades fisicoquimicas y etiquetas apropiadas podrian
permitirnos diagnosticar enfermedades y evaluar tratamientos mas eficientes,
mientras son monitoreadas durante el procesos liberacion de activo (Li y col.,
2015).
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Por otro lado, un aspecto muy importante de la funcionalizacion es evitar su
desecho del cuerpo. Se sabe que el sistema reticulo endotelial, principalmente el
higado y el bazo, son los principales obstaculos para las nano particulas dirigidas
porque tienen la habilidad de reconocerlas, las remueven del sistema circulatorio
y, consecuentemente, evitan la eficiencia de la entrega del activo a los otros
organos o tejidos de interés dafiados. La funcionalizacion de estas nano particulas
con diferentes materiales tanto sintéticos o naturales es la manera mas comun de

funcionalizar y dirigir especificamente estas nano particulas (Pinto y col, 2006).

VI.1.6.2 Microencapsulacion

La microencapsulaciéon puede ser definida como un proceso por el cual, las
particulas del material solidas o liquidas son envueltas con una capa continua de
material polimérico (caparazon) para producir capsulas en un rango micrométrico
o milimétrico (Benita, 2006). Hay varias técnicas para este tipo de encapsulacion
pero, unas de las técnicas muy Utiles y usadas actualmente predominan el uso de

micro sonicacion, nanosizing, dispersion de solidos entre otras (Fjtz, 2014)

Basicamente, la estabilidad y la actividad biologica del activo no deberian
afectarse durante el proceso de la encapsulacion. Por ende, el rendimiento y la
eficiencia de la encapsulacion del activo tienen que ser alta. Otro aspecto a
retomar es que la cualidad de la micro-particula y su perfil de liberacién del activo
debe ser especifica en un limite de tiempo sin exhibir problemas de agregacion o
adherencia (Benita, 2006).

Otro aspecto, tal y vez el mas importante. es que se deben de cuidar parametros
importantes como: la temperatura, presion, tiempo de extraccion, tamafo de
particula, luz entre otros aspectos para la extraccion. Para asegurarnos de que la
micro encapsulacién fue eficiente se deben hacer caracterizaciones como por

ejemplo analisis térmicos (Romo y col., 2012).
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VI1.1.7 Materiales para encapsulacion
VI.1.7.1 Materiales Mesoporosos

Los solidos porosos tienen la capacidad para interaccionar con atomos, iones o

moléculas no solamente en sus superficies sino a través del interior de la pared de
SUS poros.

Los materiales Mesoporosos son aquellos que tienen un didmetro de poro
homogéneo en toda su superficie y de acuerdo a la IUPAC (Unién Internacional de

Quimica Pura y Aplicada) estos materiales porosos se clasifican en (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion de los materiales mesoporosos.

Tamafo de poro Clasificacion
Menor de 2 nm Microporoso

De 2a 50 nm Mesoporoso
Mayor de 50 nm Macroporoso

VI1.1.7.1.1_El material mesoporoso SBA-15

El material denominado SBA 15 (Santa Barbara Amorfo No. 15), fue desarrollado
por Stucky y col., (1994).

Tiene una estructura hexagonal de poros uniformes (honeycomb-like). Puede ser
preparado en un amplio rango de tamarfios de poro (4.6 nm a 30 nm) y espesores
de pared de poro (3.1 nm a 6.4 nm), con alta area superficial (>800 m2/g) (Tabla
3). Esto se logra variando la temperatura (35 °C a 140 °C) y tiempo de reaccion
(11 h a 72 h) durante su sintesis. En ocasiones el tamafio de poro se puede
modificar agregando un agente de hinchamiento como el 1,3,5-trimetilbenceno

(mesitileno).
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Tabla 3. Propiedades texturales de la SBA 15.

Propiedad Caracteristica
Area superficial 800-940 m?/g
Diametro de poro 4.6-30 nm
Volumen de poro 1 cmd/g

El surfactante se puede recuperar por extraccion con un solvente (etanol) o se
puede eliminar por calcinacién, en ambos casos se obtiene un material altamente

ordenado y con estabilidad térmica e hidrotérmica.

La SBA 15 se sintetiza por el método sol-gel y por medio de un mecanismo neutral
que involucra interacciones del tipo de enlaces de hidrogeno entre surfactantes
neutros (copolimeros anfiflicos de tres bloques) como agentes directores de
estructura y precursores inorganicos neutros (Figura 7). El papel del surfactante es

el de guiar la formacion de la estructura mesoporosa.

El copolimero de tres bloques es un surfactante que en solucion tiene dos partes
dentro de la misma molécula (un grupo de cabeza hidrofilico y una larga cola
hidrofébica) las cuales se agregan y auto-organizan de tal manera que minimizan

el contacto entre sus extremos incompatibles

Con la adicion del precursor inorganico, las especies inorganicas participan en
interacciones del tipo de enlaces de hidrogeno con los grupos de cabeza del
surfactante dando como resultado la formacién de una mesoestructura

(inorganico-surfactante) ordenada de forma hexagonal.

Durante la etapa de madurado, la mesoestructura se consolida adquiriendo sus
caracteristicas finales. Finalmente, el surfactante se elimina por extraccion con un

solvente o por calcinacion para obtener el material mesoporoso ordenado.

En la Figura 7 se presenta el mecanismo de formacion de la SBA-15 (Flodstrom y
Alfredsson, 2003; Lachheb y col., 2011; Van der Voort y col., 2002).
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Figura 7. Mecanismo de sintesis de la silice mesoporosa SBA-15 (Flodstrom y Alfredsson, 2003;
Lachheb y col., 2011; Van der Voort y col., 2002).
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VI1.1.8 El Proceso Sol-Gel

El proceso Sol-Gel como su nombre lo indica, es un proceso quimico homogéneo
que involucra una transformacién continua de una solucion a una dispersion
coloidal (sol) y la condensacion del sol para formar una red en fase liquida

continua (gel).

El proceso Sol-Gel se aplica en la preparacién de una amplia gama de materiales
como son materiales policristalinos y amorfos con propiedades Unicas que no
pueden ser obtenidas por otros métodos.

Los soles son dispersiones de solidos coloidales de particulas muy pequefas
(diametros menores de 500 nm) que se encuentran dispersas en un medio. No
pueden observar a simple vista ni con un microscopio Optico comun por lo que
solo es posible usando microscopios electronicos.
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Otra caracteristica es que estos no pueden ser detenidos por la mayoria de los

papeles filtro debido a su pequefiisimo tamafio

Los geles forman redes complejas tridimensionales, las cuales se forman
mediante uniones de hidrogeno formando un sélido semirrigido. En los geles el
medio de dispersion inicial se encuentra absorbido por las particulas de soles

COMO una esponja con agua.

El proceso Sol-Gel se ha utilizado desde mediados del afio 1800, ya que permite
obtener materiales de alta dureza y homogeneidad a temperaturas no elevadas en

comparacion con otras técnicas como el método tradicional ceramico.

Muchos trabajos en el campo de la preparaciéon de materiales inorganicos
(ceramicos) por el método Sol-Gel, se han realizado utilizando como precursores
alcoxidos metdlicos ya que estos brindan la posibilidad de controlar la reaccion de
hidrélisis y de condensacion por medios quimicos, ademas de que reaccionan

rapidamente con el agua.

Los alcoxidos metalicos mas ampliamente utilizados para la preparacion de la
silice son los alcoxisilanos, tales como el tetrametilortosilicato (TMOS) y el
tetraétilortosilicato (TEOS). También existen otros alcoxidos como los aluminatos

(fuente de alumina), titanatos (fuente de titania) titania anatasa., etc.

En general la sintesis de materiales ceramicos por Sol-Gel se ha reconocido por
su versatilidad, y porque permite un mejor control de la textura, composicion,
homogeneidad y propiedades estructurales de los solidos obtenidos. EI método

Sol-Gel permite obtener materiales con alta area superficial (alta porosidad).

El proceso Sol-Gel involucra diferentes etapas de las cuales las mas importantes

son:
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V1.1.8.1 Hidrdlisis y condensacién de agua y alcohol

Estas etapas son las mas importantes del proceso ya que en éstas se determina la
estructura final que presentara el material y por lo tanto sus caracteristicas fisicas

y quimicas. Estas dos etapas e llevan a cabo simultaneamente.

Al realizar la mezcla de los reactivos, los coloides (soles) se encuentran dispersos
en la solucién la cual generalmente es agua y etanol. El tetraétilortosilicato
(TEOS), precursor de la silice, reacciona con el agua dandose una reaccion de
hidrolisis.
OC,Hs ’ OH
‘ Hidralisis ‘
HsCz0 — Sl— +dH;0  c—H0 — 5] — OH + 4C;H50H (1)

OC:Hs OH

En esta hidrélisis los grupos alcéxidos (OC2Hs) son sustituidos por hidroxilos (OH)
y dan como producto etanol y silanol (hidroxidos del silicio). Simultaneamente, se
llevan a cabo las reacciones de condensacion para la formacion de los enlaces

siloxanos, Si-O-Si, que pueden ocurrir en dos formas:

VI1.1.8.1.1 Reaccion de condensacion de agua mediante la reaccidén entre dos

grupos hidroxilos de los hidréxidos de silicio.

OH OH OH OH

OH— S5i— OH + OH— 5l — OH ety OH — 51— O — 5i— OH +H;0 (2}

OH OH OH OH

VI1.1.8.1.2 Reaccion de condensacion de alcohol mediante la reaccion de un grupo

hidroxilo (Si-OH) con un grupo alcéxido (SI-OC2Hs).

OH OH OH OC2Hs

OH __ Si__OH+CiHs0 __ Si ___ OCsH5 e OH ___ 5i___ O ___5i __ OCyHs +C2Hs0H (3)

OH OH OH 0C2Hs



Esta dltima reaccién continda realizandose, hasta formar una red solida

tridimensional (gel) la cual contiene en sus poros agua y etanol.

Existe una serie de factores los cuales van a afectar las estructuras del gel como
son la temperatura, la concentracion de electrolitos, la naturaleza del precursor y
el tipo de alcoxido utilizado. Un factor muy importante que debemos controlar es la
velocidad de reaccion a la cual se realizan tanto la hidrolisis como la
condensacion, las cuales se controlan por el pH de la solucion en la cual se realiza

la reaccion.

VI1.1.8.2 Gelificacion

Es la transformacion del sol en gel. En esta etapa las particulas de silice
condensadas se unen entre si para dar forma a una red tridimensional.
Fisicamente esta etapa se puede identificar por generarse un aumento en la

viscosidad de la solucion.

VI1.1.8.3 Madurado

Esta etapa es un periodo de tiempo de reposo en el cual contindan
condensandose particulas y uniéndose hasta encontrar la estabilidad de la

estructura a formar.
VI1.1.8.4 Secado

Consiste en la eliminacion del liguido que contiene el gel, este liquido se

encuentra dentro de los poros formados por la red (Akpan y Hameed, 2010).
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VIl. METODOL OGIA
VI.1 Materiales
VII.1.1 Materiales inorganicos
VII.1.1.1 Sintesis de la Silice Hexagonal Mesoporosa SBA 15.

El material mesoporoso de silice SBA 15 se sintetizd de acuerdo al procedimiento
descrito por Flodstréom y Alfredsson (2003) y modificado por Nava y col (2007)
utilizando el copolimero de tres bloques Pluronic (BASF, EO20-PO70-EOz20, P123)
como agente director de la estructura y tetraetil ortosilicato (TEOS, 98%, Aldrich)

como la fuente de silice.

En una sintesis tipica, el copolimero de tres blogues se disolvié en una solucion de
agua y HCI 4M (HCI, J.T. Baker, 36.6%) con agitacion constante y a una
temperatura de 35°C. Posteriormente, se adiciond a la solucion anterior la
cantidad requerida de TEOS y la reaccion se mantuvdé a 35°C y con agitaciéon
constante durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion
se transfirid a un bote de polipropileno y se calientdé a 80°C durante 24 h sin
agitacion. Después de la sintesis, el solido obtenido se recuperé por filtracion, se
lavé varias veces con agua destilada, se secd a 100°C y finalmente se calcin6é a

500°C durante 6 h para eliminar el molde organico.

En la Figura 8 se presenta un esquema del procedimiento de preparacion de la
SBA-15.
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Figura 8. Esquema del procedimiento de preparacién de la SBA-15.
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VIIL.1.1.2 Funcionalizacion de la SBA 15

La funcionalizacion superficial de la SBA 15 se realizaré por el método de post-
sintesis (ex-situ), a partir de la SBA 15 previamente sintetizada, descrita por Nava
y col 2009. La SBA 15 se dispersé en una solucion de 3-aminopropil

trimetdxisilano (APTMS) (precursor de los grupos funcionales NH2 en etanol.)

La cantidad de APTMS se calculé para obtener 0.3 moles de APTMS por cada mol
de TEOS.

La reaccion se realizd a temperatura ambiente y en atmdsfera inerte de N2 por 60
minutos. Se adicionar6 agua desionizada y se mantuvd en agitacion por 45
minutos. Se recuperaré el soélido por filtracion y se dej6 secar a temperatura
ambiente y posteriormente a 110 °C por 18 horas.
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Un esquema del procedimiento de funcionalizacion de la SBA-15 se presenta en la

figura 9.

Figura 9. Esquema del procedimiento de funcionalizacion de la SBA-15 con grupos amino.
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Basicamente, en la figura 10 y 11 se resume de una manera general, la sintesis
de la nanoparticulas de silice mesoporosas y su funcionalizacion con grupos
amino

Figura 10. Pasos para la sintesis y funcionalizacién de la SBA 15SBA-15 con grupos amino,
1) sintesis y 2) modificacién (Hashemikia y col., 2015)
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Figura 11. Esquema estructural de la sintesis y funcionalizacién de la SBA 15 con grupos amino (Li

y col., 2017)
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VII.1.2 Material biol6égico
Se utiliz6 la variedad de chile pimiento (Capsicum Anmuum L.) en una sola
variedad Fascinato sembrada en un sistema de monocultivo bajo invernadero

localizado en el Centro de Investigacion y Capacitacion Koppert Rapel (CEICKOR)
VIL.1.2.1 Métodos
VII.1.2.1.1 Extraccion y cuantificacion de compuestos bioactivos

La extraccion se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por Cardador-
Martinez y col., (2002) se colocé 1 gr de muestra de chile pimiento morrén y
mezclo en un tubo falcon con 10 mL de metanol. Se cubrioé la muestra con papel
aluminio y se agité durante 24 h. Pasando las 24 horas, se tomé el tubo falcon con
la muestra y se centrifugo a una velocidad de 5000 rpm durante 10 min a una
temperatura de 4 °C. Ya centrifugada la muestra, se desech6 lo precipitado y se
tomo el sobrenadante.

VI.1.2.1.2 Determinacion de taninos condensados

Para la cuantificacion de taninos condensados se realiz0 de acuerdo a la
metodologia descrita por Feregrino-Pérez y col., (2008) en microplaca. Se realiz6
una curva de calibracion utilizando concentraciones de 0.8, 0.6, 0.2 y 0.1 mg/ml de
(+)-Catequina. (La curva de calibracién se realiz6 por duplicado, se sacé la media

de absorbancia y se determiné la ecuacion de la recta y la R?).

Se colocarén 50 pL de cada concentracion en la celda de 96 pozos por triplicado.
Se adicionardon 200 pL de la solucion 1:1 de HCI 8%: Vainillina. Se adicion6 de 50
pL a cada uno de los pozos y repetié la operacion hasta completar los 250 pL. Al
blanco se le adicionarén 50 pL de metanol mas 200 puL de HCIl 4%. Para la
muestra se tomaron 50 pL del sobrenadante (muestra) y se colocarén en los
pozos. En seguida, se adicionarén 200 uL de la solucién 1:1 de HCI 8%: Vainillina
1%. Se adicioné de 50 pL en 50 yL a cada uno de los pozos hasta completar los
200 pL, protegiendo la muestra de la luz y del oxigeno. Posteriormente, se midi6 la

absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro Multiskan ™ Go, Thermo scientific.
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Se prepar6 un blanco al cual se le adiciono 50 pL del sobrenadante (muestra y se
le afiadieron 200 puL de HCI 4%). Se ley6 en espectrofotometro Multiskan™ Go,
Thermo Scientific a 492 nm realizandose por triplicado. Se compararén con la
curva de calibracién y se expresaron como mg de (+) -Catequina por gramo de

muestra fresca.
VI.1.2.1.3 Determinacién de flavonoides

La determinacion de los flavonoides totales se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita por Oomah y col., (2005). Se realiz6 una curva de calibracién para la cual
se colocaron 50 pL de cada una de las concentraciones (200, 150, 100, 50, 25, 10,
2 pg/mL de rutina) por triplicado. Se adicionaron 180 de agua destilada, y se
incorporaron 20 pL de solucién-aminodifenil borato 1%. El blanco se realizd con
230 ml de metanol y 20 pL de solucién 2-aminodifenil borato 1%, se midié en

espectrémetro Multiskan™ Go, Thermo scientific a una absorbancia de 404 nm.

Para la cuantificacion de las muestras se tomarén 50 pL del extracto de la muestra
(sobrenadante), se adicionaron 180 pyL de metanol, se adicionaron 20 uL de
solucion 2-aminodifenil borato al 1%, se midi6 la absorbancia de 404 nm en un
espectrofotometro  Miltiskan™ Go, Thermo scientific. Los resultados fuerén
interpolados a la curva del estandar y fueron expresados como mg equivalentes
de rutina por gramo de muestra fresca. Las pruebas se realizaron por triplicado al

igual que el blanco.
VI.1.2.1.4 Determinacion de fenoles totales

Se realiz6 una curva de calibracion para la cual se preparardn las siguientes
soluciones. La solucién de Na2COz3 al 20%, se pesardn 5 gr de carbonato de sodio
y se disolvio en 20 mL de agua destilada, se sonicé hasta disolver completamente
y se afor6 a 25 mL. Para la solucion de acido galico 0.1 mg/mL, se tomarén 10 mg
de &cido galico y se afor6 a 10 mL, con agua destilada. De esta solucién se tomé

1 mL y se aforo con 10 mL de agua destilada.
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Se rotularon los tubos y se le adiciond a cada tubo y se le adiciono a cada tubo la
cantidad necesaria de la sustancia de acuerdo a la Tabla 4 y se agit6 en Vortex,
se dejar6n reposar 2 horas en la oscuridad para posteriormente leer en un
espectrofotémetro Multiskan™ Go, Thermo scientific a 760 nm.

Tabla 4 Distribucién de compuestos para curva de calibracion.

Solucion Agua Folin Na2CO3

acido galico destilada (ul)

(uL)
0 0 500 250 1250
1 20 480 250 1250
2 40 460 250 1250
3 60 440 250 1250
4 80 420 250 1250
5 100 400 250 1250
6 120 380 250 1250
7 140 360 250 1250
8 160 340 250 1250

Para la cuantificacion de fenoles totales se tomarén 40 uL del extracto metanolico
y se adicionardon 460 pL de agua destilada, 250 pL de Foliny 1250 de Na2COs. Se
dej6 reposar por 2 horas en oscuridad para posteriormente hacer la lectura en
espectrofotémetro marca Multiskan™ Go, Thermo scientific a 760 nm. Las lecturas
se hicierén por triplicado.
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VI.1.2.1.5 Determinacion de capacidad antioxidante DPPH

El método original de Brand-Williams y col., (1995) modificado por Fukumoto y
Mazza (2000) adaptado para microplaca. Este método se basé en la disminucion
de la absorbancia del radical DPPH, ya que cuando sufre reduccion por un
oxidante, esta absorcion desaparecio, lo que proporciond un indice para estimar la
capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales libres por la donacién
del hidrogeno, ésto se observo visualmente como la decoloracion del color purpura

a amarillo.
VI.1.2.1.6 Preparacion de la muestra

Se cubridé con papel aluminio un matraz aforado a 25 m; y se pesé en él 0.0015 gr
de DPPH, el cual se reservd para andlisis posteriores, en una placa de 96 pozos,
se afadieron 20 pL de la muestra en cada pozo segun el disefio experimental
mostrado en la Tabla 5; conforme se llenaron los pozos, se taparon con papel

parafilm.

En el matraz aforado que contenia el DPPH, se afor6 a 25 mL de metanol, se
agrego 200 pL de eésta solucion a la placa en menos de 1 minuto con la pipeta
multicanal, excepto en el blanco (agua HPLC). La microplaca es leida en
Multiskan™ Go, Thermo scientific bajo el programa establecido a una longitud de
onda de 520 nm en el minuto 0O, 4, 10, 30, 60, 90 y 120 ( 120 minutos) . La placa

se mantuvo cubierta y en la oscuridad a temperatura ambiente entre lecturas.
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Tabla 5 Disefio experimental

A Blanc Blanc Blanc T600 T600
B Ctrl Ctrl Ctrl T700 T700
C T50 T50 150 T800 T800
D T100 T100 T100 M1 M1

E T200 T200 T200 M2 M2

F T300 T300 T300 M3 M3
G T400 T400 T400

H T500 T500 T500

20 pL de muestra méas 200 pL de DPPH.

Blanc= Blanco.

Ctrol= Control.

T= Trolox (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 puM).
Mz1,23=Muestra 1,2 y 3.

DPPH= 2,2-difenilpicrilhidrazilo.

VI.1.2.1.7 Calculo de la Capacidad Antioxidante

T600
T700
T800
M1
M2
M3

La actividad antiradical (ARA) se calculd6 como porcentaje de decoloracion de

DPPH, usando la siguiente ecuacion (Burda y Oleszek, 2001).

ARA= 100 x ((Acontrol - Amuestra)/Acontrol)

Donde ARA= actividad antiradical, Amuestra fue la absorbancia de la muestra a 520

nm y Acontrol fue la absorbancia el control (ausencia de antioxidante).
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VI.1.2.1.8 Determinacion de capacidad antioxidante ABTS

El método fue desarrollado usando el ensayo 2,2’-asinobis (acido-6-sulfurico-3-
atilbenzotiazolina) (ABTS) descrito por Nenadis y col., (2004) modificado para ser
elaborado en microplaca de 96 pozos. Brevemente, una alicuota de 20 pL del
extracto se mezclé con 230 pL de una solucion de ABTS* previamente preparada.
El control contenia todos los reactivos excepto el extracto. La absorbancia fue
leida a 730 nm a 0, 30, 60 minutos en un espectrémetro marca Multiskan™ Go,
Thermo scientific. Los resultados para la actividad antiradical del ABTS fuerdn

expresados como la concentracion media Inhibitoria (%).

VI.1.2.1.9 Encapsulacion de los compuestos fendlicos.

Para el estudio de incorporacion de componentes fendlicos, se ralizd una solucion
de silice hidrolizada por la mezcla de ortosilicato de tetraetilo, agua destilada y
etanol, usando acido nitrico como catalizador (pH=3), dando como resultado

nanoparticulas de silice mesoporosa SBA.

Una solucion de plantilla clara sol-gel se obtuvd y se utilizo posteriormente para la

incorporacion de los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos se atrapararén intersticialmente en la red de silicio
formado durante las reacciones de poli-condensacién. La mezcla se agitd
magnéticamente a 4 °C durante 4 y 18 h, y ultras6nicamente durante 20 minutos

para completar la reaccion.
Los polvos de silicio con los respectivos encapsulados se filtraron a 24 °C durante

toda la noche y se almacenarén a temperatura -5 °C y, donde subsecuentemente,

se caracterizaron (Lacatusu y col, 2009).
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VIl.1.3.Caracterizacion fisica de los materiales
VI.1.3.1 Isotermas de adsorcién-desorcion de N2 a 77 K.

Las propiedades texturales de la silice mesoporosa SBA 15 y de la funcionalizada
congrupos amino (SBA 15 —NH2) se determind mediante las isotermas de
adsorcion-desorcion de N2 a 77 K en un equipo Autosorb iQ2 de la marca
Quanthachrome. Previo al analisis, la muestra se desgasificé para asegurar una

superficie seca, limpiay libre de especies débilmente adsorbidas.

El area especfifica de la muestra se calculé de acuerdo a la ecuacién de B.E.T.
(Brunauer-Emmet-Teller) utilizando los datos de la isoterma de adsorcion. La
distribucion del tamafio de poro se calculé mediante el método de B.J.H. (Barret-
Joyner-Halenda) y utilizando los datos de la isoterma de desorcion. EI volumen
total de poro se estim6 a partir de la cantidad de nitrégeno adsorbido a la presion
relativa de 0.98.

VI.1.3.2 Difraccion de Rayos X (DRX).

El andlisis por difraccion de rayos X (DRX) a bajos angulos del material de silice
mesoporoso SBA 15 y SBA-15 NH2 en su forma de polvo, se realiz6 para
comprobar la formacion de la estructura mesoporosa hexagonal en la SBA 15y la
conservacion de este arreglo con la funcionalizacién. Las mediciones de los
difractogramas se registraron en un difractometro D8 Advance de la marca Bruker,
utilizando radiaciéon monocromatica Cu Ka con longitud de onda A= 1.541 A en

un rango 20 angular de 0.5 °a 80 °.
VII.1.3.3 Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM).

La imagen de HRTEM de nuestro material de silice mesoporoso SBA 15 se obtuvo
en un microscopio JEOL JEM-2000FX FASTEM operando a 200 kV con muy baja

iluminacion para evitar la destruccion del material bajo el haz de electrones.
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VI.1.3.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

La imagen de SEM de nuestro material de silice mesoporoso SBA-15 se obtuvo en
un microscopio JEOL JSM-6060 LV.

Las muestras en forma de pastilla se colocaron en los portamuestras y se

recubrierén con carbon.
VI.1.3.5 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Con el propésito de verificar la presencia del grupo funcional amino -NH2 y los
grupos funcionales principales de los metabolitos encapsulados SBA 15, a través
de sus vibraciones, se realizd la espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR).

Los espectros de vibracion de IR de las muestras en polvo, se medié en un
espectrofotometro  Bruker Vector 33, en el rango de 400 a 4000 cm, con una

resolucion de 2 cm?,

VI.1.3.6 Andlisis termogavimétrico

El andlisis termogavimétrico se realizd en un equipo TA Instruments modelo Q500
para medir la variacion porcentual en el peso del sistema sintetizado al ser
sometido a un calentamiento, y ver la variacion de las eventuales

descomposiciones que experimenta dicho material con la variacién del tiempo.
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VIIl. RESULTADOS ESPERADOS Y DISCUSIONES

VII.1 Caracterizacion fisica de la silice mesoporosa SBA 15

VIIl.1.1 Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 a 77 K.

La grafica 1 se exhibe la isoterma de adsorcion-desorcion de N2 del material de
silice mesoporoso SBA 15. Como se puede ver en la grafica 1, el material SBA 15
exhibié una isoterma de adsorcidon del tipo IV con una curva de histéresis H1 de

acuerdo a la clasificacion de la IUPAC (Sing y col., 1985)

Esta isoterma fue caracteristica de los materiales mesoporosos que contienen
poros cilindricos de tamafo y forma regulares. La isoterma mostré una region bien
definida en el rango de presiones relativas altas (0.6<P/P0<0.8) que representa el
llenado espontaneo de los mesoporos debido a la condensacién capilar, indicando

la presencia de mesoporos uniformes.

La curva de adsorcion-desorcion de nitrogeno del material fue muy similar a la
reportada en la literatura para el material de silice mesoporoso SBA 15 (gréafica 1)
(Flodstrom y col., 2003).

Gréfica 1. Isoterma de adsorcion-desorcion de N2 del material de silice mesoporoso SBA-15.
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La gréfica 2 exhibe la isoterma de adsorcién-desorcion de N2 de la silice

mesoporosa SBA 15 funcionalizada con grupos amino (SBA15 -NH2).

Gréfica 2. Isoterma de adsorcidn-desorcién de N2 del material de silice mesoporoso SBA-15-NHz.
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La isoterma de la SBA 15 -NH2 fue muy similar a la de la SBA 15 pura, por lo que
se puede afirmar que la funcionalizacion de la SBA 15 con grupos amino no

destruyo la estructura mesoporosa de la SBA 15.

La grafica 3 muestra la distribucién del tamafio de poro del material de silice
mesoporoso SBA 15. La distribucién se calcul6 con los datos de la isoterma de
desercion mediante el método B.J.H. El material de silice mesoporoso SBA 15
mostré una distribucién uniforme en el tamafio de poro centrado aproximadamente

en 6.0 nm.
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Grafica 3. Distribucién del diametro de poro del material de silice mesoporoso SBA 15.
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En la grafica 4 se presenta la distribucion del tamafio de poro de la SBA 15
funcionalizada con grupos amino (SBA 15 -NH2). Esta distribucién fue mas amplia
en comparacion con la de la SBA 15 pura y con un maximo en el diametro de poro
5.3 nm. Estos resultados pusierén en evidencia que los grupos funcionales amino

fuerdn distribuido uniformemente en la superficie interna de los poros de la SBA
15.
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Grafica 4. Distribucién del diametro de poro de la silice mesoporoso SBA 15 -NHz.
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En la tabla 6 se presenta un resumen de las propiedades texturales (area

superficial, volumen promedio de poro) de la silice mesoporosa SBA 15 y de la

SBA 15 -NHo2.

En ella se observa que el material de silice mesoporoso SBA 15 present6 una alta

area superficial de 932 m?/g y un alto volumen de poro de 1.0 cm?3/g.

La incorporacion de los grupos funcionales amino en la superficie interna de los

poros de la SBA 15 provocé una importante disminucién tanto en el area

superficial como en el volumen de poro. Esta situaciéon se pudd atribuir a un

posible bloqueo de poros por el precursor de los grupos aminos. Sin embargo,

tanto el area superficial como el volumen de poro de la SBA 15 -NH2 fuerdn

apropiadas para encapsular una adecuada cantidad de compuestos bioactivos.

Tabla 6. Propiedades texturales de los catalizadores

Material Area superficial (m?/g) Volumen de poro (cm3/g)
SBA-15 932.0 1.00
SBA-15-NH2 525.0 0.70
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VIII.1.2 Difraccion de Rayos X (DRX).

La grafica 5 muestra el patron de difracciéon de rayos X a bajos angulos del
material de silice mesoporoso SBA 15. En ella se presentd una primera reflexion

muy intensa en 1.0° en 26, seguida por otras dos reflexiones muy débiles en 1.7° y
2.0° en 26, que de acuerdo a la literatura corresponden a las reflexiones [1 0 0], [1
1 0]y [2 O Q], respectivamente, asociadas con la simetria hexagonal (Flodstrom y

col., 2003; Luan y col 1999; Tuel y col., 2003).

Grafica 5. Patron de difraccion de rayos X a bajos angulos del material de silice mesoporoso
SBA 15.
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El patron de difraccidén de rayos X de la silice mesoporosa SBA 15 funcionalizada
con grupos amino, SBA 15 -NHz, se exhibe en la grafica 6. Se observa claramente
que este patron de difraccion fue muy similar a la de la SBA 15 pura, indicando

gue la incorporacion de los grupos funcionales amino en la superficie interna de

los poros de la SBA 15 no alterdé su estructura mesoporosa.
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Gréfica 6. Patron de difraccion de rayos X a bajos angulos del material de silice mesoporoso
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En la grafica 7 se muestra el patrén de difraccion de rayos X a altos angulos del
material de silice mesoporoso SBA 15. Se puede observar una reflexion amplia

centrada en aproximadamente 26 = 24° caracteristica de la silice amorfa (SiO2).

Grafica 7. Patron de difraccién de rayos-X a altos &ngulos del material de silice mesoporoso
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VIIl.1.3 Microscopia Electrénica de Transmisién de Alta Resolucién (HRTEM).

La imagen obtenida por HRTEM del material de silice mesoporoso se presenta en
la figura 12. En ella se puede observar que nuestro material de silice mesoporos
SBA 15 correspondié a una estructura mesoporosa altamente ordenada con un
arreglo hexagonal de poros uniformes y que corresponde a la estructura de la
silice mesoporosa SBA 15 reportada en la literatura (Flodstrom y col., 2003; Luan
y col 1999; Tuel y col., 2003).

Figura 12. Imagen de HRTEM del material de silice mesoporoso SBA 15.
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VIIl.1.4 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

La Figura 13 muestra la imagen de SEM de nuestro material de silice mesoporoso
SBA 15. En ella se evidencidé que las particulas del material de silice mesoporoso
SBA 15 tuvierdn la forma de cilindros curveados de tamafio altamente uniforme

(aproximadamente de 400-500 nm de diametro y de 1-1.2 um de longitud).

Figura 13. Imagen de SEM del material de silice mesoporoso SBA-15.
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VIII.2 Caracterizacién bioldgica
VIIL.2.1 Caracterizacion de encapsulaciony pruebas antioxidantes

De acuerdo a los procedimientos descritos en paginas previas para la
determinacion de taninos condensados, flavonoides y fenoles totales, se
cuantificaron estos compuestos antes y posteriormente a la encapsulacion. De
igual manera se cuantificé la capacidad antioxidante DPPH y ABTS. Todo esto fué
realizado para determinar y corroborar si existio disminucion de la concentracion

de estos metabolitos en las soluciones restantes.

La encapsulacion de los metabolitos secundarios fue realizada por 2 tipos de

sistemas:

v" Nanopatrticulas de silice mesoporosas SBA 15

v" Nanoparticulas de silice mesoporosas SBA 15 funcionalizadas con grupos

amino

Todo esto fue llevado acabo mediante dos tipos de agitacién, para determinar si el
tipo de agitacion influia en la encapsulacién de los compuestos.
1. Agitacién magnética

A) Agitacion magnética de 4 horas

B) Agitacion magnética de 18 horas

2. Agitacion ultrasonica

Se realizaron 5 graficas para cada tipo de agitacion:
o Determinacion de Fenoles totales
o Flavonoides
o Taninos totales
o Actividad antioxidante DPPH
o Actividad antioxidante ABTS.
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Cada grafica tiene 3 puntos: color rojo, azul y verde

e El punto rojo representa la concentracion de metabolitos antes de ser

encapsulados (muestra fresca o estandar)

e El punto representa la solucién que contiene metabolitos restantes

debido a la encapsulacion por la silice mesoporosa SBA 15

e EIl punto representa la solucién que contiene metabolitos restantes,
debido a la encapsulacién por la silice mesoporosa SBA 15 funcionalizada

con grupos aminos

En general, en todas las graficas, desde la grafica 8 a la grafica 22, puede ser
afirmado mediante los puntos que, efectivamente se generd una disminucién en la
concentraciéon. Todo esto debido a que el punto rojo predominé (mayor
concentracion, como se esperaba) con respecto al punto azul y verde, los cuales

estan por detrds (menor concentracion) del punto rojo.

El objetivo principal de las nanoparticulas la silice mesoporosa SBA-15 fue que
estas pudieran ser utilizadas como dispositivos para aplicaciones de entrega
controlada de agentes farmacéuticos o nutraceuticos en respuesta a cambios de
pH.

En pH acidos, los efectos de los grupos amino anclados en la silice mesoporosa
destacan debido a que estos grupos al estar en un ambiente acido (pH de 2 £1) se
transforman en grupos amonio, los cuales forman una conformacion rigida debido
a las repulsiones columbicas y a la coordinacion de aniones, los cuales blockean

los poros y evitan la salida de los metabolitos, funcionando como puertas.
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Y por el contrario, en un pH neutro, ligeramente alcalino, es logrado liberar los
metabolitos debido a que los grupos aminos estan ligeramente protonados (debido
a la ausencia de iones positivos) en este ambiente, la repulsion Columbica y la
afinidad por estos aniones se reduce significativamente, lo cual permite que haya
una abertura y liberacion de metabolitos a través de los poros de la silice
mesoporosa (Ruiz-Rico y col., 2016) (Song y col., 2015), (Casasus y col., 2008)

Una imagen general de este comportamiento puede ser apreciado en la figura 13

Figura 14. Representacion esquematica del mecanimos de liberacion de activos
(Casasus y col., 2008)
@
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Este increible e inteligente efecto sugiere que este material puede ser un
candidato apto para la liberacion de nutraceuticos y/o farmacos en el tracto
gastrointestinal, debido a que los poros de la silice mesoporosa permaneceran
cerrados en el pH del estbmago (pH 1.2) y comenzaran a abrirse los poros en el

intestino (pH 6.8) para asi, ser liberados al torrente sanguineo (Huang y col., 2017)

En los andlisis, se esperd6 que la nanoparticulas de siice mesoporosas
funcionalizada hubiera predominado en todas las graficas, pero en cada método
hubo variaciones (las tablas 7, 9 y 11 resumen los resultados obtenido en el

proceso de agitacién magnética 4 horas, 18 horas y ultrasénica respectivamente).
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VIIl.2.1.1 Agitacion magnética 4 horas
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Gréfica 11. Cuna de determinacion de capacidad antioxidante DPPH
DPPH 30 minutos
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Grafica 12. Curva de determinacion de capacidad antioxidante ABTS
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Tabla 7. Datos generales de concentracién de metabolitos antes y después de ser encapsulados

en el método de agitacion 4 horas donde, la muestra fresca representa el antes y los residuos sbha
y residuos sha -NH2 representan el despues de la encapsulaciéon

AGITACION MAGHNETICA 4 HORAS
ferales [ palmll Havonoides [ pafml] taninos (pgiml] OFPH [inhibicion] 8BTS [inhibician]

Muestra fresca 01255 4515835 0.3730 351535 33.2535
Residuo sha 0.1240 241144 01850 13.5377 a2 9782
Residuo sha NH2 0.1045 17.5229 0.z20z0 32133 63.6336
Capsulas sba 0.0303 -0.60710 0.0001 -5.2551 -4. 7450
Capzulas sba NHZ 02375 -1.30M 0.1003 B.5330 13.1570
¥ encapsulacidn sba 35,5632 93,3623 43.5373 55.5782 53.3734
¥ encapsulacion sba NHZ 3. 1473 3E.TTES 54.1555 3.1403 63. 2061
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Tabla 8. Cuadro comparativo que establece donde se encapsulo mas metabolito en el proceso de
agitacion de 4 horas

Silice mesoporosa Silice mesoporosa
funcionalizada

predomine
predomin
Predoming
predomino
Predomino

VIIl.2.1.2 Agitacién magnética 18 horas

Grafica 13. Curva de calibracién y cuantificaciéon de fenoles
0.e000

¥ = 0.6839x - 0.0157
0.5000 Ri—0.9957 —

0.4000 - ,/y"

01000 /",.//l'
0.0000 4—

T T T T T T T T 1
0.0000 0.1000 0.2000 0.2000 0.4000 0.5000 0.5000 0.7000 0.3000 0.5000
-0.1000

Absarbancia
(=] =
B 8
(=) (=]
(=] [=]

concentracion pg/mi

Gréfica 14. Curva de calibracion y cuantificaciéon de flavonoides
0.8000

0.7000 y = 0.0034x - 0.0033 /
z_

0.6000 R*=10.9365 /

0.5000 /

0.4000

0.3000 /
0.2000

0.1000 4

Absorbancia

0.0000

0.
-0.1000

20,0000 400000  e0Q.0000  20.0000 1000000 120.0000 1400000 160.0000 120.0000 200.0000

Concentracién pgfmlL

68



% |

%l

Grafica 15. Curva de calibracién y cuantificaciéon de taninos condensados
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Tabla 9. Datos generales de concentracién de metabolitos antes y después de ser encapsulados

en el método de agitacién 18 horas donde, la muestra fresca representa el antes y los residuos sha
y residuos sha NHz representan el despues de la encapsulacién

AGITACION MAGNETICA 18 HORAS

fenales (patml] flavonoides (pglmll taninos [walmll OPPH (inhibician] 8BTS (inkibician)

Muestrafresca 012558
Residuo sba 01233
Residuo sba NHZ 01057
Capsulas sba 0.0351
Capsulas sba MHZ 0.0z4z
¥ encapsulacion sba 8.M27
¥ encapsulacidn sba NHZ . 0223

45,1535 0.3730
44,4133 0.2364
J1.6203 025835

00132 -0.000005

0.0583 0.0001
35.2334 B3.3780
633740 TE.005d

351535
33.6521
34073
16,0612
6.3037
35.8144
26.7R06

33.2535
92.0532
38,7062

15253
20,3061
927393
334476

Tabla 10. Cuadro comparativo que establece donde se encapsulo mas metabolito en proceso de

ABTS

agitaciéon de 18 horas

predomind

predomind

Silice mesoporosa

Silice mesoporosa

funcionalizada
predomind
predominé

predomind
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VII.2.1.3 Agitacion ultrasonica

Grafica 18. Curva de calibracion y cuantificaciéon de fenoles
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Gréfica 21. Cunva de determinacion de capacidad antioxidante DPPH
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Gréfica 22. Cunva de determinaciéon de capacidad antioxidante ABTS
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Tabla 11. Datos generales de concentracion de metabolitos antes y después de ser encapsulados
en el método de agitacién ultrasonica, la muestra fresca representa el antes y los residuos sba y
residuos sba NH2 representan el despues de la encapsulacion

fenales (palml] flavonoides [pafmll taninos [ palml] OPPH linhibician] AETS linhibicidan)

AGITACION ULTRASONICA

Mueztra fresca 01255
Fesiduo sba 01056
Fesiduo sba MH2 0.0303
Capsulas sba 0.0251
Capsulas sba MHZ 0.0323
¥ encapsulacidn sba 83,9428

¥ encapsulacian sba MHZ TZ.2576

451335
23.5315
13,2650

0. 1045

02372
654617
42 6352

0.3730
0.z2712
0.2333
0.000a
0.2372
727073
Gz, 5463

351535
17.3365
-2. 2702
-23.2530
-21.7010
43,4351
-6.4550

33.2535
Gz.1233
§3.1287
-4.5520
34.0500
Gz.53354
33. 7453
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Tabla 12. Cuadro comparativo que establece donde se encapsulo mas metabolito en el proceso de
agitacién ultrasonica

Silice mesoporosa Silice mesoporosa
funcionalizada

Predomin
Predoming
Predoming
Predoming
Predominé

Se estimo que, a causa de la funcionalizacion y al tipo de proceso de agitacion, las
nanoparticulas de siice mesoporosa funcionalizadas presentes en la agitacion
ultrasénica, hubieran predominado en cantidad y por ende, reducido la actividad
antioxidante al minimo en las soluciones resultantes (tabla 12), debido a la
intensidad de las ondas liberadas comparadas con sus respectivas, las de
agitacion magnética.

En base a la literatura, se estimaba que los reultados, proporcionados por la

agitacion ultrasonica fueran los siguientes (tabla 13)

Tabla 13. Cuadro comparativo que establece la situacion ideal esperada donde se encapsularia
mas metabolito

Agitacion Agitacion Agitacion

magnética 4 magnética 18 ultrasénica
horas horas

Fenoles totales predomino
flavonoides predomino

Taninos predomino
condensados

DPPH predomino
ABTS predomino

Sin embargo, los resultados no se comportaron como se esperaba y los datos
obtenidos se muestran en la tabla 14. En la tabla 14 se muestra de manera
general, que método fue el mas eficiente, en cuestién a una mayor encapsulaciéon

y por ende, una menor capacidad antioxidante en la solucion restante.
73



Tabla 14. Cuadro comparativo que establece donde se encapsulo mas metabolito, comparando los
3 métodos realizados

Agitacion Agitacion Agitacion

magnética 4 magnética 18 ultrasénica
horas horas

Fenoles totales Predomino
Flavonoides Predomino

condensados
Predomino
Predomino

Los valores pudieron variar por varios factores, pero principalmente, se le atribuye

a dos aspectos, los cuales son: el tipo de solvente usado y el tipo de agitacion.

Los resultados obtenidos generan interrogantes como:

¢, Por qué predominaron los taninos condensados en la agitacion ultrasénica y por

gué no los flavonoides ni compuestos fendlicos?

¢,Por qué predominaron los compuestos fendlicos y flavonoides en la agitacion

magnética y no en la agitacion ultrasénica?

El tipo de solvente usado

El solvente usado en las pruebas fue metanol. Esto pudo haber afectado la
solubilidad de los taninos y mejorado la de los compuestos fendlicos y flavonoides.

Es bien sabido que, la polaridad de un solvente involucrado depende de la
constante dieléctrica € del mismo, la cual afecta o aumenta la capacidad del
solvente para solubilizar moléculas. Se ha reportado que, en un rango en la
constante dieléctrica € entre 50 y 60, se ha logrado solubilizar una gran cantidad
de taninos condensados. Y por otro lado, la constante dieléctrica € del metanol es
de 32.7 (Bosso y col., 2016).

74



Y por otro lado, se ha reportado que el metanol es el solvente mas usado para la
extraccion de algunos metabolitos secundarios, especialmente es un solvente
fundamental para la extraccidbn de compuestos fendlicos. Esto es debido a la
polaridad presente y la estructura molecular de los compuestos fendlicos, las
cuales en conjunto, forman matrices fibrosas polares macromoleculares

compatibles (Suhaj y col., 2006).

Esto pudiera ser atribuido por la posible union del radical hidroxilo presente en el
medio metanolico al anillo aromatico de los compuestos fendlicos durante las
reacciones quimicas. Ademas, la adicion del segundo grupo hidroxilo a las
posiciones -orto o -para también tiene relevancia porque estos grupos hidroxilo
aumentan la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos. (Abid, M y col.,
2014)

Y para corroborar, en un trabajo realizado, se reportd que usando 3 solventes
organicos puros, la extracciéon de los compuestos fenolicos incrementd con el
incremento de la constante dielectrica €: 6.02 para el etil acetato, 20.7 para la
acetone y 24.7 para el etanol. El metanol, a las mismas condiciones fue mas
atractivo que el etanol (Bosso y col., 2016).

Debido a esto, se pudiera confirmar que, el solvente pudo haber afectado la
solubilidad de los taninos en la muestra de agitacion magnética, pero no en la

agitacion ultrasonica (en el punto B se explicd porque)

Por éste motivo, se podria afirmar que la agitacion magnética de 18 horas fue la
que predomind en cuestion a la encapsulacion de compuestos fendlicos y
flavonoides porque a comparacién con la ultrasénica, aparte de que tuvo a su
favor al solvente, la agitacion no generd tanta inestabilidad por la baja energia
involucrada en el proceso y, ademas, por el tiempo de agitacion de 18 horas, lo

cual favorecio la solubilidad de los metabolitos.
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El tipo de agitacion

El proceso ultrasénico funciona de una manera increible, peculiar e ingeniosa. Se
estimé que, debido a esto, pudo haber mejorado la solubilidad y transferencia en
este caso la de los taninos; esto es debido a que cuando las ondas que son
emitidas por el dispositivo pasan a través del medio liquido, el liquido es

comprimido y descomprimido llevando la generacion de microburbujas.

Estas microburbujas crecen, oscilan rapidamente y colapsan violentamente. Este
colapso de estas microburbujas produce una alta temperatura y presion local. La
energia liberada por estas ondas ultrasonicas es convertida en calor y cavitacion.
Esto lleva a efectos fisicos y quimicos en el medio liquido (Daryabor y col., 2017)..

Un ejemplo de este fendmeno se puede apreciar en la figura 15

Figura 15. Imagen de una burbuja generada por ondas ultrasénicas de alta energia. Dentro de la
burbuja, en la interfase y en el medio masivo (Daryabory col., 2017).

inside the bubble
(T=4500-5000 K)
at the interface

(T= 850-2000 K)

in the bulk media
(T= ambient)

Por esta razdn, la irradiacion con ondas ultrasénicas produce emulsiones mas
efectivas, comparadas con las ondas que se producen con una agitacién
mecanica convencional y debido a esto, se promueve una transferencia de masa

mas eficaz en una fase liquida (Daryabor y col., 2017).

Con esto, se podria asumir que gracias a este comportamiento ultrasonico, los
taninos condensados pudieron solubilizarse e difundirse en las nanoparticulas de

silice mesoporosa funcionalizadas y predominar, a pesar del solvente involucrado.

Pero a su vez, pudo haber desestabilizado las estructuras de los compuestos
fendlicos y flavonoides, debido a la temperatura interna de las burbujas, alta
presion y las vibraciones violentas. Por esta razén, no pudo haber predominado la

encapsulaciéon de los fenoles y flavonoides en la agitaciéon ultrasonica.
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Se hipotetiz6 que, debido al tipo de solvente, los compuestos fendlicos y
flavonoides estuvieron dispersados en toda la solucion uniformemente y los
taninos condensados estuvieron aglomerados, creando asi estos Ultimos una
pequefa resistencia al paso de las ondas ultrasonicas mientras que los
compuestos fendlicos y flavonoides no, creando asi una desestabilizacion en su

estructura molecular.

Y en cuestion a la actividad antioxidante, predomind en la agitacion magnética (en
general). Estos pudo haber sido, como se comenté anteriormente, debido a los
cambios bruscos de temperatura dentro de las burbujas generadas, alta presion, a
las vibraciones violentas y a la alta liberacién de energia involucrada en el

proceso.

Obviamente, esto no quiere decir que los metabolitos secundarios se encuentren
encapsulados y/o no haya porciones dentro de las nanoparticulas de silice. Pero
de lo que si se estd seguro es que si, efectivamente hubo disminucién en la

concentracion de estos en las solucion restante.

Para determinar, de una manera cualitativa, la presencia de los metabolitos
secundarios por toda la superficie de las nanoparticulas de silice mesoporosa, se
levd a cabo un andlisis de caracterizacion por espectroscopia infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), esto para identificar las vibraciones de los grupos
funcionales caracteristicos de: la siice mesoporosa funcionalizada, no
funcionalizada y de los grupos funcionales de los metabolitos secundarios

caracteristicos.
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VIII.3 Caracterizacion cualitativa de los sistemas obtenidos

VIIL.3.1 Caracterizacidn por espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)

Para analizar que efectivamente habia metabolitos secundarios encapsulados en
las nanoparticulas de siice mesoporosa SBA 15, fue hecho un analisis de
espectroscopia infrarrojo para determinar las vibraciones de las nanoparticulas y

de los metabolitos secundarios correspondientes.

VII.3.1.1 Caracterizacion de los blancos

Primeramente, se obtuvd los espectros de las nanoparticulas de silice
mesoporosa SBA 15 sin funcionalizar pura y nanoparticulas de silice mesoporosa

SBA 15 funcionalizada pura (blancos).

Gréfica 23. Espectro de las nanoparticulas de silice mesoporosa 15 sin funcionalizar
blanco
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Gréfica 24. Espectro de nanoparticulas de silice mesoporosa 15 funcionalizadas con grupos amino
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Todos los datos posteriores estan basados en las graficas 23 y 24

Una frecuencia caracteristica presente, es el punto situado
aproximadamente en 800 (Bahrami y col., 2014; Sevimli y col., 2012) y 811
(Hernandez-Morales y col.,, 2012), el cual denota vibraciones de

estiramiento simétricas de la silice Si-O-Si.

Otro frecuencia caracteristica esta presente en el punto aproximado 960
(Hernandez-Morales y col., 2012; Miah y col., 2017; Sevimli y col., 2012), el
cual representa vibraciones de torsion débiles del grupo Si-OH

respectivamente.

Otra frecuencia asociado en el valor aproximado entre 1075 (Hashemikia y
col, 2015; Huang y col, 2017) y 1068 (Ziarani y col.,, 2012), el cual
determina la longitud de onda de las vibraciones de estiramiento
asimétricas del grupo Si-O-Si, el cual est4d asociado con la formacion de

una red de silice condensada. Este valor sugiere la existencia de la silice.
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Al igual, en el punto 1635-1632 aproximadamente, se presenta la vibracion
deformacional de las moléculas de agua absorbidas (Latifi y col., 2017;
Miahy col., 2017).

Otro punto en comun en ambas graficas es el punto situado en el rango
entre 3440-3392 (Hashemikia y col., 2015; Li y col.,, 2017; Zarani y col.,
2012), el cual expresa la vibracion del agua absorbida y del grupo Si-OH.
Cabe destacar que estas bandas estan asociadas porque el agua
interacciona fisicamente con los grupos —OH del Si-OH mediante puentes

de hidrogeno.

Ahora, los puntos caracteristicos que diferencian la silice mesoporosa SBA 15 sin

funcionalizar de la silice mesoporosa SBA 15 funcionalizada, en decir la grafica 24

de la 23 son:

Los puntos localizados en el rango 1494-1405, se puede apreciar que esta
mas definido en la grafica 24, debido a que este punto expresa la vibracion
de estiramiento C-N asimétrico, el cual se le atribuye a las vibraciones del
compuesto 3-aminopropil trimetéxisilano (APTMS), precursor de los grupos
funcionales NH2, (Si-(CH2)3 —NH2) (Latifi y col., 2017; Ziarani y col., 2012),

Otro punto caracteristico esta situado entre el rango 1535-1600, aqui se
puede observar las vibraciones asimétricas del enlace N-H del grupo
aminopropil anclado a la superficie en la grafica 24. Donde la banda de
absorcion indica la deformacién del N-H del grupo -NH2. Ademas aqui se
puede apreciar que casi la banda se entrelaza con la banda que interpreta
el agua absorbida (Crocella y col., 2017; Hashemikia y col., 2015; Sevimli y
col., 2012; Ziarani y col., 2012)

Otro punto situado esta entre en el rango 2870-2980 de la graficas 24, se
puede apreciar la banda de estiramiento del C-H, presente en el grupo
aminopropil del 3-aminopropil trimetéxisilano (APTMS) de la grafica 24.
(Bian y col., 2016; Hashemikia y col., 2015; Latfi y col., 2017;
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Li y col,, 2017) vy si la banda es muy pequefa casi insignificante, significa

un aumento de -NH2 (Huang y col., 2017)

e Otro punto que, el cual esth encimado a la molécula Si-OH,
aproximadamente entre el de rango 3380-3303 en la grafica 24 indica la
macromolécula de siice mesoporosa funcionalizada. Indica la banda de
estiramiento N-H, la cual denota que hubo vibraciones simétricas del injerto
del —-NH2 (Crocella 'y col, 2017; Huang y col, 2017,
Miahy col., 2017; Sevimli y col., 2012)

Todo lo descrito anteriormente, nos aseguré que efectivamente, se obtuvieron
nanoparticulas de silice mesoporosas sin funcionalizar y funcionalizadas con

grupos amino puras.

Acontinuacién, se muestran las gréaficas de la muestra deshidratada.

VIII.3.1.2 Cracterizacion de la muestra deshidratada

Grafica 25. Espectro de la muestra de chile pimiento deshidratada
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De acuerdo a (Martin y col., 2015), hay varios tipos de metabolitos encontrados en
el chile pimiento, tal como: los alcaloides, flavonoides, glucésidos, saponinas,
esteroides, taninos, terpenos, compuestos fendlicos; y dentro de cada familia, hay
una sub-clasificacion estructuralmente bastantemente compleja. Y para recalcar,
de acuerdo a (Latifi y col.,, 2017; Zarani y col.,, 2012) entre otros autores; han
expresado que, las bandas pueden ser traslapas o pueden coincidir en ciertas

frecuencias.

Debido a la gran variedad y complejidad molecular presente en los metabolitos
secundarios de la muestra fresca deshidratada, se procedié a identificar las
estructuras moleculares base y grupos funcionales caracteristicos de los
metabolitos secundarios (Alu'datt y col., 2017; Derenne y col., 2013; Dias y col.,
2016; Martinez-Florez y col., 2002; Martins y col., 2011; Nifio-Medina y col., 2017,
Ozdal y col., 2013; Verriy col.,, 2012; Zhu, F. (2015)

Nomenclatura: H expresa atomos de hidrogeno, C de carbono, Xn la letra X
expresa un atomo y el subindice expresa el nimero de atomos, N de nitrégeno, O
de oxigeno, P de fosforo, R es un radical, -X- expresa enlaces simples al atomo,

X=expresa enlaces dobles al &tomo, Ar de aromaticos.

Todos los puntos situados posteriormente estan basados de acuerdo a la grafica
25.

e En el punto situado, aproximadamente entre 750-790, hay un pequfia
frecuencia, la cual pudiera expresar la deformacion de un enlace C-H de
pirimidinas y purinas, la presencia de grupos -CH2- de alcanos, las
vibraciones en los anillos de moleculas aromaticas monociclicos vy

policiclicos como: bencenos, antracenos. fenantreno.

e Oftra frecuencia situada entre 800-850, denota compuestos con enlace
nitrogeno y oxigeno -N-O- alquenos trisustituidos R1R2C=CHRg3,
deformacion del enlace C-H de los aldehidos, compuesto con grupos
fosfato -P-O-C-, esqueleto de alcanos -C(CH2)-, ,estiramientos de enlace

cis C-O de eteres simetricos alifaticos y epoxidos. Tambien se indica la
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presencia de nitrilos R-O-N=O de la forma trans o cis, al igual vibraciones

simetricos de eteres ciclicos de 3 carbonos.

Otra frecuencia situada entre 940-980, expresa las vibraciones asimetricos
eteres y epodxidos ciclicos —O-CH2-O, la deformacién del grupo -OH de los
acidos carboxilicos, alquenos disustituidos R1CH-CH2, estiramiento
asimetrico de aldehidos, deformacion de la estructura de los ciclohexanos y

vibraciones asimetricas de eteres aromaticos con 4 carbonos.

Otra frecuncia situada entre 1050-1080 aproximadamente, expresa la
presencia de alcoholes primarios R-OH o alquenos di o tri sustituidos,
vibraciones de la deformacion de la estructura de los ciclohexanos y
vibraciones asimetrico de eteres aromaticos con 5 carbonos al igual, eteres

intermedios uniendo grupos fenilos

Otra frecuncia situada entre 1180-1220, compuestos aromaticos que
contienen fosforo P-O-R, la presencia de fenoles CeHsO, aminas alifaticas
R—NH2.

Otra frecunacia localizada entre 1240-1250, se wvuelve a expresar la
vibracion de fenoles, estiriramiento de la union C-H de los alcanos, eteres y
epoxidos aromaticos, la presencia de &cidos carboxilicos —COOH, eteres
conjugados o alifaticos CHs3-O-R, presencia de esteres aromaticos y

lactanos

Otra frecuencia situada entre 1375-1480 aproximadamente, puede expresar
la presencia de la deformacion de los enlaces C-H de los alcanos, la
deformacion del enlace R-OH de los fenoles y alcoholes, la deformacion de
las acetonas, las vibraciones simetricas de los acidos carboxilicos y las
vibraciones de los compuestos con fosforo, vibracion asimetricas de —CHa-

de ciclohexanos.
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En la frecuencia entre 1625-1730, indica la presencia de piridinas, la
presencia de compuestos insaturados que contienen nitrogeno, por
ejemplo: oximas, purinas, pirirmidinas y quinolinas, compuestos ciclicos alfa
y beta insaturados C=N, compuestos con enlaces -N=0, alfa aminoacidos,
cetonas de 6 y 7 anillos, amidas -CO-NH-CO- primarias, secundarias y
terciarias; alfa y beta aldehidos insaturados, benzopiranos, &cidos
carboxilicos aromaticos, alquenos cuaternarios u 0-hidroxi-aminos,
oxazinas, oxazolinas, oxazolones y azometinas aciclicas. Otro punto
caracteristico es la presencia de lactanos largos con anillos ciclicos, los
cuales representan compuestos aromaticos policiclicos, imidas ciclicas alfa

y beta insaturadas. esteres aromaticos.

En la frecuencia, aproximadamente 1875, expresa la presencia de

aminoacidos.

La pequeia frecuencia situada en 1970 aproximadamente, denota la

presencia de alquinos y alenos

En la frecuncia entre 2080-2090, indica las vibraciones de estiramineto de

aminoacidos

En la frecuncia presente en 2260 aproximadamente, indica la presencia de

alquinos y alenos, de nitrilos y purinas e isocianatos

En la frecuencia aproximadamente 2625, se corrobora que hay presencia

de aminoacidos primarios y compuetos organicos con fosforo.

En la frecuencia entre 2810-2875, indica la presencia del estiraiento
asimetrico de alcanos y de eteres, vibraciones simetricas de las estructuras

de los ciclohexanos.

La frecuencia situada entre 2990-3050 aproximadamente, indica Ila
presencia de moleculas aromaticas monociclicos y policiclicos como:
bencenos, naftalenos, antracenos. fenantreno, entre otros. y la vibracion de

alcanos alifaticos y de ciclohexanos,
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e La frecuencia situada, aproximadamente 3190, se indica las vibraciones de

amidas cis, de arenos con grupos OH, aromticos Ar-OH

e En este punto, aproximadamente 3300, se puede apreciar la presencia de

fenoles polimericos, la presencia de amidas, arenos polimericos y alquinos.

e En al frecuencia, aproximadamente 3410, se vuelve apreciar las vibraciones
de fenoles polimericos, la presencia de pirroles, aminas primarias y
secundarias (Mistry, 2009; Simons, 1978)

VIII.3.1.3 caracterizacion de los productos resultantes en la agitacion magnética
18 horas

Grafica 26. Espectro de las nanoparticulas cargadas: A) SBA 15 y B) SBA 15 funcionalizada con
grupos amino en agitacién magnética de 18 horas

A) B)

% Transmitancia
% Transmitancia

1/ *\// o

—71r r 1T r 1 - 1 1 - 1 r 1T T
— 1 T T T T * T * T * 1 4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50 ]
) Frecuencia de onda cm-1
Frecuencia de onda cm-1

Un punto importante con respecto a los resultados biologicos obtenidos, hubo una
mayor encapsulacion o concentracion de metabolitos (de compuestos fenolicos y
flavonoides, taninos menor pero hubo) en el proceso donde se involucro
nanoparticulas de silice funcionalizadas que sus respectivas homolgas no

funcionalizadasen en el proceso de agitacion magnetica de 18 horas.
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Todos los puntos explicados estan explicados en base a la grafica 26 A) y B)

Una frecuencia situada aproximadamente en 800, expresa vibraciones de
estiramiento simétricas de la silice Si-O-Si, compuestos nitrogeno y oxigeno
N-O, alquenos trisustituidos R1R2C=CHRs3, deformacion del enlace C-H en
aldehidos, compuesto con fosfato -P-O-C-, esqueleto de alcanos -C(CH2)-,
nitrilos R-O-N=0O de la forma trans o cis, al igual vibraciones de eteres
ciclicos de 3 carbonos (Bahrami y col.,, 2014; Hernandez-Morales y col.,
2012; Mistry, 2009; Sevimli y col., 2012; Simons, 1978).

Otro punto aproximadamente 960, representa vibraciones de torsion débiles
del grupo Si-OH respectivamente, expresa eteres y epoxidos ciclicos
—0O-CH2-O-, la deformaciéon del grupo -OH de acidos carboxilicos,
vibraciones de alquenos disustituidos R1iCH-CH2 y estiramiento asimetrico
de aldehidos, deformacién de la estructura de los ciclohexanos y
vibraciones asimetricas de eteres aromaticos con 4 carbonos. Se puede
observar que la frecuencia esta mas definida en la espectro B de la Grafica
23, esto pudiera ser debido a la previa funcionalizacién de la nanoparticula,
la cual atrapo mayor concentracion que el espectro A de la misma Gréfica.
Cabe destacar que, al estar funcionalizada la nanoparticula, el par
electronico presente en el nitrogeno —NH2 ya sea del ligando o de las
mismas macromoleculas (aminoacidos, compuestos ciclicos o alifaticos con
nitrogeno, etc) forman puentes de hidrogeno con las demas moleculas
organicas formando asi, redes macromoleculas. Tambien hay que remarcar
los puentes que se generan debido al par electronico presente en el
oxigeno, presente tanto en las capsulas y en las moleculas organicas (;
Hernandez-Morales y col., 2012; Miah y col., 2017; Mistry, 2009; Sevimli y
col., 2012; Simons, 1978).

Se puede apreciar una frecuencia expandida aproximadamente entre
1075-1250, el cual determina las vibraciones de estiramiento asimétricos
del grupo Si-O-Si, el cual estd asociado con la formacién de una red de

silice condensada, sugiriendo asi la existencia de la siice. También
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expresa la presencia de compuestos aromaticos que contienen fosforo, la
presencia de fenoles ,aminas alifaticas, estiriramiento en la union C-H de
alcanos; esteres y epdxidos aromaticos, la presencia de acidos carboxilicos,
eteres conjugados y alifaticos CHs-O-R, alcoholes primarios R-OH vy
alquenos di y tri sustituidos, vibraciones de la deformacion de la estructura
de los ciclohexanos y vibraciones asimetrico de eteres aromaticos con 5
carbonos, eteres intermedios uniendo fenilos, presencia de esteres
aromaticos y lactanos (Hashemikia y col., 2015; Huang y col., 2017; Ziarani
y col., 2012; Mistry, 2009; Simons, 1978).

Otro punto que aparece en ambas espectros, son las pequefias frecuencias
presentes en el rango 1405-1494, estas frecuencias corresponden a
enlaces C-N, los cuales aparecian so6lo en el espectro de la SBA 15
funcionalizada, procedentes de APTMS, las cuales eran precursores de los
grupos —NHz, pero, como la muestra esta compuesta de materia organica,
existen varias vibraciones C-N, procedentes de los aminoacidos u otros
ciclos con nitrogeno. En el espectro B) de la grafica 26, esta mas
sobresaliente la frecuencia que su homéloga A), esto pudiera atribuir
también a la deformacion de alcanos, deformacion del grupo —OH de
fenoles, la deformacion de las acetonas, las vibraciones de los acidos
carboxilicos y las vibraciones de los compuestos con fosforo, vibracién
asimetricas de —CH2- de ciclohexanos. Ambas tienen los mismos grupos,
pero la diferencia radica en la concentracion. Esta diferencia puede ser
atribuida a la presencia de los grupos -NH2, los cuales retuvieron mas
materia organica (Latifi y col., 2017; Mistry, 2009; Simons, 1978; Ziarani y
col., 2012).

Otro punto primordial importante, presente en las dos espectros Ay B de la
Grafica 23, y mas sobresaliente que sus respectivos blancos, situado entre
el rango 1535-1680, se observar vibraciones asimétricas del enlace N-H, el
cual indica la deformacion del enlace N-H, del grupo -NH2. Esta vibracién se
le puede atribuir a los grupos -NH2 anclados por toda la superficie, a los
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aminoacidos y a los ciclos y cadenas alifaticas con nitrégeno e hidrégeno.
Ademas se puede apreciar que casi la banda se entrelaza con la banda que
interpreta el agua absorbida. También pudiera expresar la presencia de
piridinas, la presencia de compuestos insaturados que contienen nitrogeno,
por ejemplo: oximas, purinas, pirirmidinas y quinolinas, benzopiranos,
compuestos ciclicos alfa y beta insaturados con enlaces -C=N-; compuestos
con enlaces -N=0O, alfa aminoacidos, cetonas de 6 y 7 anillos; amidas
primarias, secundarias y terciarias; alfa y beta aldehidos insaturados; acidos
carboxilicos aromaticos, alquenos cuaternarios u o0-hidroxi-aminos
benzoatos, oxazinas, oxazolinas, oxazolones y azometinas aciclicas; otro
punto caracteristico es la presencia de lactanos largos con anillos ciclicos,
los cuales representan compuestos aromaticos policiclicos, imidas ciclicas
alfa y beta insaturadas. esteres aromaticos (Crocellda y col., 2017;
Hashemikia y col., 2015; Mistry, B. D. 2009; Sevimli y col., 2012; Simons,
W., 1978; Ziarani y col., 2012)

Otro punto es, la gran expansion de la frecuencia situada, entre 2600-3700
aproximadamente, definitvamente, es un claro ejemplo de un
traslapamiento. Estd frecuencia es notable es los blanco, a menor
frecuencia y mas compactada claro, pero en las presentes espectros A) y
B), estd mucho mas expandida. Esto pudiera ser un traslape de frecuencias
de grupos SI-OH, el cual expresa la vibracién del agua absorbida. Cabe
destacar que estas bandas estan asociadas porque el agua interacciona
fisicamente con los grupos —OH del Si-OH mediante puentes de hidrogeno.
Esta banda se encuentra traslapada con la banda de estiramiento de
enlaces N-H, la cual denota que hubo vibraciones simétricas del injerto del
—NH2. También muestra el traslape de las vibraciones que corroboran la
presencia de aminoacidos primarios y compuetos organicos con fosforo,
estiramiento asimetrico de alcanos alifaticos y de eteres, vibraciones de las
estructuras de los ciclohexanos, vibraciones de grupos aromaticos

monociclicos y policiclicos de bencenos, naftalenos, antracenos.
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fenantrenos, entre otros; vibraciones de amidas cis, de arenos con grupos
OH, aromaticos Ar-OH, fenoles polimericos, la presencia de amidas, arenos
polimericos y alquinos, la presencia de pirroles, aminas primarias y
secundarias (Mistry, B. D. 2009; Simons, W. 1978)

Una frecuencia a recalcar, presente en el punto 2870-2980, este punto demuestra
la existencia de grupos —NH2. Lo curioso es que, también aparecio en el espectro
A de la silice SBA 15 sin funcionalizar, esto se le pudiera atribuir a la presencia de
los grupos —NH2 en los aminoacidos presentes en los metabolitos secundarios
formando puentes de hidrogeno con los oxigenos presentes en la misma capsula
(Crocella y col., 2017; Huang y col., 2017; Latifi y col., 2017; Li y col., 2017; Miahy
col., 2017; Mistry, B. D. 2009; Sevimli y col., 2012)

VIIIL.3.1.4 caracterizacion de los productos resultantes en la agitacion magnética 4
horas

Gréfica 27. Espectro de las nanoparticulas cargadas: A) SBA 15 y B) SBA 15 funcionalizada con
grupos amino en agitacion magnética de 4 horas
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Tambien, al igual que en la agitacion magnetica de 18 horas con respecto a los

resultados biologicos obtenidos, hubo una mayor encapsulaciéon de metabolitos

(de compuestos fenolicos y flavonoides, taninos menor pero hubo) en el proceso

donde se involucro nanoparticulas de silice funcionalizadas que sus respectivas

homolgas no funcionalizadas.

Los espectros A) y B) de la gréfica 27 tienen mucha similitud con sus
respectivos espectros A) y B) de la Grafica 26 de la agitacion de 18 horas
en cuestion a la trayectoria de la grafica. Ambos espectros A) y B), de la
Gréfica 27 nos expresa que si, efectivamente hubo encapsulacion de
metabolitos secundarios. Comparando ambas graficas, la frecuencia
situada aproximadamente 960, esta mas definida y prolongada en el
espectro B). Esto podria ser atribuida a los grupos funcionales por toda la
superficie de las nanoparticulas, que, por ende, se obtuvo una mayor

concentracion de encapsulacion.

VII.3.1.5 caracterizacion de los productos resultantes en la agitacién ultrasénica

Gréfica 28. Espectro de las nanoparticulas cargadas: A) SBA 15 y B) SBA 15 funcionalizada con

grupos amino en agitacién ultrasonica
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Este proceso de agitacién ultrasonico fue diferente, a comparacion con los
procesos de agitacion magnetica, por que hubo una mayor encapsulacion de
taninos condensados y menor de compuestos fenolicos y flavonoides (a lo
contrario con lo que paso en en el proceso de agitacion magnetica) en el proceso

donde se involucro nanoparticulas de silice funcionalizadas.

e Se observd que, las graficas 28 A) y B) siguen teniendo la misma
morfologia y trayectoria grafica base que tienen los espectros de agitacion
18 y 4 horas. Un dato peculiar se presentd en el espectro B) de la grafica
28, el cual se puede apreciar que todas las frecuencias estan mucho mas
definidas y notable que su homéloga espectro A), esto pudiera ser
explicado, aparte de la funcionalizacion de las nanoparticulas, por la mayor
concentracién de taninos condensados encapsulados. Al suceder esto, las
vibraciones conjuntas muestran este comportamiento mucho mas

exagerado.

Finalmente, para determinar y corroborar de manera mas precisa y objetiva acerca
de la presencia de biomoléculas en las nanoparticulas, se realizO otra técnica
analitica denominada analisis termogavimétrico (TGA) para saber si
efectivamente, las nanoparticulas funcionalizadas encapsularon o retuvierbn mas

biomoleculas que las nanoparticulas no funcionalizadas

91



VIIL.3.2 Caracterizacion por analisis termogravimetrico (TGA)

Como se puede observar en las grafica 29 y 30, hubo una perdida significativa de
peso, la cual empieza inmediatamente con el incremento de la temperatura.
Comparada con el 9.2% de peso perdido de la SBA 15 de la grafica 29
aproximadamente, la grafica 30 SBA 15 -NH2 present6 una perdida de peso

mucho mayor, aproximadamente de 17%.

El gran peso perdido de la SBA 15 —NH: (grafica 30), con respecto a la SBA 15
(grafica 29) significa la perdida de los grupos amino anclados en la SBA 15.
Ambas muestras, SBA 15 y SBA 15 —NH2 muestran curvas de inflexion en 45°C y
250 °C respectivamente. Esto quiere decir que tanto la SBA 15 y la SBA —NH2
tuvieron una deshidratacion y una deshidroxilacion, componentes estructurales
presentes en la silice mesoporosa. Adicionalmente, la muestra de la SBA 15 —NH2
presentd puntos de inflexion aproximadamente en los 298 °C y 317 °C, los cuales
estan relacionados a la descomposicionde los grupos amino y etilenos. Asi, los
resultados de los andlisis termogravimetricos confirmaron la presencia de grupos
funcionales por toda la supeficie de la SBA 15. Estos grupos tiene una alta
estabilidad térmica (sobre los 250 °C), sugeriendo que la muestra SBA 15
presenta efectos sobre las especies ancladas suérficialmente sobre si misma

(Hernandez-morales vy col., 2012)

En la grafica 31, que exhibe la muestra biolégica, se puede apreciar una pérdida
de peso demasiada amplia, aproximadamente de 71%. Hay varios puntos de
inflexion, los mas definidos estuvierén situados en: 25, 72, 110, 150, 190, 325 y
397 °C (también se puede apreciar una frecuencia amplia entre 30 y 110 °C)
respectivamente. Esto quiere decir que, la gran variedad y complejidad
biomolecular presente en la muestra, de acuerdo a su estabilidad molecular,
tamafio y grupos funcionales, presentaron diferentes valores de temperaturas de
descomposicion. También se puede apreciar que, los valores de la temperatura de
descomposicion de deshidratacion, deshidroxilacion, de la perdida de grupos
amino y etileno presentes en la SBA 15 y SBA 15 —NH2 se translapan con las de

las biomoléculas.
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En la grafica 32, que exhibe las nanoperticulas SBA 15 con biomoleculas del
proceso de agitacion magnética, se presenta una perdida de peso considerable, la
cual es de 21% aproximadamente. Esto quiere decir que, a pesar de no estar

funcionalizadas la SBA 15, fue capaz de encapsular

Pero su similar de la grafica 32, la grafica 33, que exhibe las nanoperticulas SBA
15 funcionalizada y con biomoléculas encapsuladas del proceso de agitacion
magnética, presentd algo inesperado, una menor encapsulacion, alrededor del

15%. Aqui surgen dos hipétesis:

1) Tedricamente, se podria asumir que no se encapsuldé nada por qué el peso
de los grupos amino Yy etilenos calcinados anclados a la SBA 15 fue de 17%
aproximadamente. Pero se sabe que, de acuerdo a los datos obtenidos por

FTIR, esta hipétesis queda descartada por qué si hubo encapsulacion.

2) El porcetanje de peso calcinado de los grupos amino y etilenos anclados a
la SBA 15 fue de 17%, este valor es relativo, no exacto. La muestra
SBA 15 —NH2 pudo haber tenido una menor cantidad de grupos aminos
anclados a la superficie, y por lo tanto, haber tenido un menor porcentaje de
peso calcinado y haber encapsulado una pequefia fraccion de

biomoléculas.

La grafica 34 presenta datos interesantes, los cuales son pertenecientes a las
nanoperticulas SBA 15 con biomoleculas del proceso de agitacion ultrasonica.
Estos denotan que hubo un porcentaje de peso de 22%, esto quiere decir que

ciertamente, hubo calcinacion de biomoléculas encapsuladas.

Pero la grafica 35, perteneciente a las nanoperticulas SBA 15 funcionalizadas y
con biomoleculas del proceso de agitacidén ultrasénica, indica que se calciné un
18% del peso, esto quiere decir que se encapsulo una menor concentracion,
coparandola con su similar grafica 34. Al igual y como pasé en la agitacion
magneética, se asume que si se encapsularon biomoléculas pero en menor

cantidad por los analisis FTIR.
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De acuerdo a los datos obtenidos, se confirma que las nanoparticulas de silice
mesonporosa SBA 15 sin funcionalizar actuaron mejor que las nanoparticulas de
silice mesoporosa SBA 15 funcionalizadas. Esto es debido a que los grupos
funcionales se sobreacomularén en los contornos de los poros de la SBA 15, de
acuerdo a los datos obtenidos por las isotermas de absorcion-desorcion (la tabla
5) dando como resultado tamarfio y volumen de poro menores que los de la SBA

15 sin funcionalizar.
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VI11.3.2.1 SBA 15 sin funcionalizar blanco

Grafica 29 A) TG y B) DP de la SBA 15 sin funcionalizar
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VIII.3.2.2 SBA 15 funcionalizada con grupos amino —NH2 blanco

Grafica 30 A) TG y B) DP de la SBA 15 funcionalizada con grupos amino
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Peso (%)

VIIL.3.2.3 Muestra biolégica deshidrata blanco

Gréfica 31 A) TG y B) DP de la muestra fresca
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VIIL.3.2.4 Muestra del proceso de agitacibn magnetica (agitacioén 4 horas)

SBA 15

Grafica 32 A) TG y B) DP de la muestra agitacion magnética SBA 15 sin funcionalizar (agitacién 4

horas)
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Grafica 33 A) TG y B) DP de la muestra agitacién magnética SBA 15 funcionalizada (agitacion 4

horas)
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VIIL.3.2.5 Muestra del proceso de agitacion ultrasonica
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IX.CONCLUSIONES

Todas las técnicas cualitativas y cuantitativas realizadas para el analisis de las
nanoparticulas  puras, demostraron que efectivamente se  obtubieron
nanoparticulas de silice mesoporosa sin funcionalizar y funcionalizadas. Y, para
determinar de manera visual lo sintetizado, se corrobor6 mediante las

espectroscopias HRTEM y SEM realizadas

Al igual, se determind que el tipo de agitacion, tiempo y tipo de solvente influye en
el proceso de encapsulacion. Para corroborar la encapsulacion de metabolitos
secundarios, se realizaron analisis FTIR

Pero, los datos obtenidos por las isotermas de absorcién-desorcién y por los
analisis termogavimetricos, mostraron resultados totalmente inesperados. Estos
resultados demostrarobn que las nanoparticulas SBA 15 sin funcionalizar
encapsularon o retuvierbn mas biomoléculas que sus similares funcionalizadas
SBA 15 —NH2

Finalmente, las nanoparticulas de silice mesoporosa SBA 15, podrian ser Utiles
para transportar activos a ciertas areas del cuerpo, no solo nutraceuticos, Sino
también farmacéuticos protegiendolas asi de ambientes: &cidos o alcalinos,
enzimaticos y ambientes relativamente térmicos, llevando asi la mayor cantidad
posible de activo al torrente sanguineo (biodisponibilidad) con el fin de llevarlo a
un sitio especifico del cuerpo, dificil de intervenir quirdrgicamente, ya sea un

nutraceuticos o un farmaco para prevenir, tratar o curar una enfermedad particular.
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