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Resumen

En el presente trabajo se realiza la sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de alicina de Allium sativum, para lo cual el escrito
se divide en tres capitulos. En el primer capitulo se presentan los Antecedentes
generales, donde se hace una revision acerca de los compuestos bioactivos de
plantas, su relacion con diversos nanomateriales y se hace una investigacion de
las caracteristicas de Allium sativum y sus beneficios en la salud humana,;
terminando con el planteamiento de los objetivos de la investigacion. El segundo
capitulo trata de la Extraccién de alicina de Allium sativum considerando

parametros como el pH, temperatura, tiempo y la cantidad de solvente. Para el
tercer capitulo se trabajé en la Sintesis y funcionalizacién de las nanoparticulas
de o6xido de hierro, presentando la sintesis por el método de coprecipitacion
asistido con ultrasonido, su funcionalizacion con tetraetilortosilicato
considerando diversos factores como la temperatura y tiempo. Ademas, se
realiz6 incorporacién de la alicina en la nanoparticula. Por ultimo, el cuarto
capitulo se relaciona con la Funcionalizacion y Caracterizacion de las
nanoparticulas mediante diversas técnicas y se corrobora la incorporacion de

alicina en el material sintetizado.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. Introduccion

Los compuestos bioactivos son aquellos compuestos quimicos que ejercen un
efecto benéfico para alguna funcién biolégica de un individuo produciendo una
mejora en la salud y bienestar reduciendo el riesgo de padecer alguna enfermedad,
estan presentes en pequefas cantidades y pueden ser de origen natural o sintético
(Guaadaqui et al. 2014; Biesalski et al. 2009).

Los fitoquimicos de la dieta son compuestos bioactivos presentes en frutas,
verduras, granos enteros y otros alimentos vegetales, los cuales exhiben
propiedades anticancerigenas, antimicrobianas, antioxidantes, antidiarreicas,
analgésicas, y cardioprotectoras (Liu, 2004). Los fitoquimicos mas importantes se
pueden dividir en cinco categorias: compuestos fendlicos, compuestos
nitrogenados, compuestos organosulfurados y terpenos (Liu, 2013; Christianson et

al. 2017). La Figura 1.1 muestra la clasificacion y subgrupos de los fitoquimicos.

Fitoquimicos
I
| ] | ]
Compuestos Compuestos
Fenoles nitrogenados organosulfurados Terpenos

Figura 1.1. Clasificacion de los fitoquimicos

Los compuestos fendlicos estan presentes en gran variedad de frutas, vegetales,
nueces, semillas, flores y cortezas de arbol. Los fenoles se clasifican en diferentes
moléculas como flavonoides, estilbenos y lignanos (Cutrim y Cortez, 2018). Por otro
lado, los compuestos nitrogenados contienen atomos de nitrdgeno y son
metabolitos secundarios liberados por las plantas como mecanismo de defensa.
Existen tres grupos de compuestos nitrogenados: alcaloides, glucosinolatos y

aminoacidos no proteicos (Zenk y Juenger, 2007).

Otros fitoquimicos son los compuestos organosulfurados los cuales estan presentes
en vegetales del género Allium o Brassica y son facilmente identificables por su

aroma en caso de plantas como el ajo o cebolla (Ruhee et al. 2020). Los fitoesteroles
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son compuestos estructuralmente relacionados con el colesterol y se encuentran en
vegetales 0 nueces con una elevada concentracion de aceites (Rocha et al. 2011).
Por otra parte, los carotenoides son pigmentos liposolubles responsables de los
colores rojo, naranja o amarillo en muchos vegetales y frutas. Estas moléculas son
iIsoprenoides que constan de ocho unidades de isopreno en una cadena larga de
polieno, siendo el B-caroteno el miembro mas destacado del grupo de carotenoides
(Maoka, 2019).

Comparado con las medicinas sintéticas disponibles, muchos de los fitoquimicos
antes mencionados tienen un papel importante en la prevencion y tratamiento de
enfermedades modernas como el cancer o diabetes ya que son mas seguras,

eficaces y con menores efectos secundarios (Liu, 2013).

1.2. Compuestos bioactivos y nanotecnologia

Debido a los mdltiples beneficios de consumir compuestos bioactivos, la demanda
de estos se ha incrementado en los ultimos afios. Los factores clave que han dado
lugar a este crecimiento incluyen el aumento de los trastornos metabdlicos
(enfermedades cardiacas, obesidad, diabetes y artritis) y las enfermedades
relacionadas con la edad, por lo que es necesario tener una mayor disponibilidad
de informacién cientifica sobre la relacidn entre la dieta y la salud. Sin embargo, es
importante considerar los siguientes aspectos: la bioactividad potencial de
compuestos beneficiosos, el establecimiento de niveles 6ptimos de consumo y el
desarrollo de matrices adecuadas de suministro de alimentos y formulaciones de

productos (Frewer et al. 2003).

Generalmente, el consumo de los compuestos bioactivos se realiza en medio
acuoso porque aumenta la palatabilidad, aceptabilidad y bioactividad. Sin embargo,
la mayoria de estos compuestos no se dispersan facilmente en agua y son
susceptibles a la oxidacién. Ademas, la incorporacion de compuestos bioactivos en
alimentos presenta problemas sensoriales y de estabilidad comprometiendo los
beneficios de la salud. La nanotecnologia tiene el potencial de proporcionar nuevas

soluciones en el desarrollo de alimentos funcionales, en particular la inclusion de



compuestos bioactivos sin afectar la percepcién sensorial del consumidor y mejorar

la absorcion de ciertos componentes (Bigliardi et al. 2013; Singh, 2016).

La nanotecnologia se define como el disefio, la produccion y la aplicacién de
estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control del tamafio y la forma del
material a escala nanométrica (<100 nm). Actualmente, ha aumentado el estudio en
el desarrollo de sistemas de liberacion y proteccion de sustancias biolégicamente
activas de origen alimentario, utilizando enfoques de nanotecnologia. Muchos
nutrientes, compuestos bioactivos y fitoquimicos pueden ser cargados en
nanoparticulas biocompatibles y biodegradables, o que mejorara su solubilidad
acuosa, estabilidad, biodisponibilidad y tiempo de circulacion en el cuerpo (Vranic
et al. 2015; Singh, 2016; Visweswara et al. 2016).

En comparacién con los sistemas de tamafio micrométrico producidos por técnicas
tradicionales, los sistemas de liberacion de tamafio nanométrico proporcionan una
mayor area superficial y tienen el potencial de mejorar la solubilidad, la
biodisponibilidad, la liberacion controlada y permitir una mayor selectividad de los

compuestos bioactivos.

1.3. Nanomateriales

Los nanomateriales con diametros de particula que son inferiores a 100 nm pueden
clasificarse como nanoparticulas (Laurent et al. 2010). Este tipo de sistemas
proporcionan mayor estabilidad de los compuestos bioactivos, mejoran la absorcion
y la biodisponibilidad (McClements et al. 2009; Onwulata, 2012). Existen diversos
tipos de nanoparticulas que han sido reportadas como los liposomas, las
nanoemulsiones, las nanoparticulas poliméricas, las nanoparticulas sélido-lipido y
las nanoparticulas metéalicas (Figura 1.2) (Vranic et al. 2015; Singh, 2016;
Visweswara et al. 2016).
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Figura 1.2. Tipos de nanoparticulas utilizadas como vehiculos de compuestos bioactivos.
A=liposomas, B= nanoemulsiones C= nanoparticulas poliméricas, D= nanoparticulas sélido-lipido,
E= nanoparticulas de Ag, F= nanoparticulas de Au, G=nanoparticulas de 6xido de hierro y
H=quantum dots [Elaboracién propia]

1.3.1. Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas con diametros entre los 20 nm hasta
micrometros, los cuales estan formados por una o mas capas de moléculas
anfifilicas como los fosfolipidos. Las sustancias hidréfilas se solubilizan en el nacleo
acuoso interno y se pueden incorporar farmacos lipéfilos en las capas lipidicas
(Puglia et al. 2012). La liberacién del material encapsulado puede llevarse a cabo
por cambios de pH y temperatura (Thompson et al. 2009).

Los liposomas se han utilizado para encapsular vitamina C (Zhou et al. 2014),
antioxidantes como los carotenoides (Tan et al. 2014), proteinas como la lactoferrina
(Liu et al. 2013), minerales como el hierro (Xia et al. 2005) y &cidos grasos de
cadena media (Liu et al. 2011). Sin embargo, el uso de liposomas tiene como
desventajas el alto costo de los fosfolipidos y la produccion continua a gran escala.
Ademas, aun no hay mucha informacion de este tipo de sistemas relacionada con

la biodisponibilidad y la eficacia (Singh, 2016).

1.3.2. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones consisten en la dispersion de un liquido inmiscible en otro en

forma de gotas muy pequefas (entre 20 y 200 nm). Las nanoemulsiones pueden



ser del tipo agua en aceite (W/O) o del tipo aceite en agua (O/W) (Tadros et al.
2004). Este tipo de sistemas presentan una mayor estabilidad cinética frente a la

floculacion debido al tamafio pequefio y la baja viscosidad (Gutiérrez et al. 2008).

Las nanoemulsiones se han utilizado en la liberacion de farmacos de naturaleza
lipofila pero la aplicacion en el sector alimentario es limitada debido al alto costo de
produccion y la busqueda de tensoactivos de calidad alimentaria adecuados (Parhi
et al. 2012; Singh, 2016).

1.3.3. Nanoparticulas poliméricas

Para este tipo de nanoparticulas se utilizan las propiedades de las proteinas para
formar geles. La estructura de gel sirve como matriz para encapsular moléculas
activas. Durante la formacion del gel, se pueden producir hidrogeles, microparticulas
y nanoparticulas. La principal ventaja de las nanoparticulas poliméricas es la
variedad de modificaciones quimicas que se pueden realizar. Sin embargo, para la
formacién de este soporte se requiere de un tratamiento térmico por lo que puede
haber problemas de estabilidad de los compuestos bioactivos que sean

termolabiles.

Ademas, se liberan solventes organicos residuales los cuales pueden ser tdxicos y
la hidrélisis del polimero transcurre durante el almacenamiento por lo que es
necesario utilizar liofilizacion para conservar estas nanoparticulas (Chen et al. 2006;
Thukral et al. 2014).

Por otro lado, se han utilizado biopolimeros formados a partir de proteinas y
polisacéaridos para encapsular, proteger y suministrar compuestos bioactivos. Para
ello, se modifica el punto isoeléctrico de las proteinas cargandolas positivamente lo
gue permite que puedan interactuar con polisacaridos con grupos carboxilo, fosfato
o sulfato. Las caracteristicas de este tipo de sistema dependen de los tipos y
concentraciones de biopolimeros utilizados, asi como del pH de la solucién y de la

fuerza idnica (Jiménez-Alvarado et al. 2009).



1.3.4. Nanoparticulas solido-lipido

Las nanoparticulas solido-lipido se describen como un sistema lipofilo sélido y se
forman a partir de lipidos que se solidifican a temperatura ambiente creando una
matriz cristalina o amorfa en la que se incorporan los compuestos bioactivos (Puglia
et al. 2012). Las nanoparticulas sélido-lipido se han utilizado en la administracién
de farmacos, pero su uso en alimentos es muy limitado. Una desventaja de este tipo
de soporte es la posible descomposicion de compuestos termolabiles durante su
produccion (Singh, 2016).

1.3.5. Nanoparticulas metélicas

Las nanoparticulas metélicas tienen diferentes formas y tamafios (entre 10 y 100
nm), las cuales han sido ampliamente utilizadas para la liberacion de farmacos. Los
metales mas usados para este tipo de soportes son el oro, la plata, 6xido de hierro
o zinc, dioxido de titanio. Otro tipo de particulas metalicas utilizadas son las
nanoparticulas redox-activas y los puntos cuanticos (Mody et al. 2010; Salouti y
Ahangari, 2014, Vranic et al. 2015).

Las nanoparticulas metalicas tienen una alta superficie de contacto y debido a su
tamafio nanométrico se han utilizado en aplicaciones biomédicas como el

tratamiento de cancer (Mody et al. 2009).

1.4. Aplicaciones

Este tipo de materiales han sido utilizados con éxito en la industria farmacéutica.
(Vranic et al. 2015; Singh, 2016; Visweswara et al. 2016). Ademas, la incorporacion
de compuestos bioactivos en nanomateriales ha sido utilizada en aplicaciones
biomédicas como la liberacion de fitoquimicos, hipertermia magnética, agente de
contraste. También se ha usado en la remediacion del medio ambiente para
tratamiento de aguas residuales y en la fabricacion de filtros de contaminantes.
También los nanomateriales se han utilizado en la tecnologia alimentaria en la
liberacién de agroquimicos y en el desarrollo de antimicrobianos y nanosensores

(Ali et al. 2016; Gallocchio et al. 2015). Ademas, estos nanomateriales han sido



utilizados como aditivos, vehiculos de nutrientes y agentes que mejoran la
resistencia mecanica y durabilidad del empaque. Sin embargo, las nanoparticulas
deben ser compatibles con la matriz alimentaria y no afectar la apariencia, sabor,

color, textura y vida atil del producto (Singh et al. 2017).

Por otro lado, las nanoparticulas han sido utilizadas como sistemas de
administracion de farmacos donde las nanoparticulas se unen con medicamentos o
biomoléculas en la estructura interior o exterior de la misma. Actualmente, las
nanoparticulas se utilizan en la liberacién de farmacos, proteinas, genes, vacunas,
polipéptidos, acidos nucleicos o fitoquimicos provenientes de plantas para el

diagnéstico y tratamiento de enfermedades (Zahin et al. 2020; Yew et al. 2018).



1.5. Objetivos
1.5.1. General

Obtener nanoparticulas de o6xido de hierro mediante coprecipitacion vy
funcionalizarlas con alicina extraida de Allium sativum para caracterizarlas mediante

diversas técnicas

1.5.2. Especificos

e Extraer alicina a partir de Allium sativum mediante maceracion con solventes
para ser utilizados como recubrimiento de las nanoparticulas de éxido de
hierro.

e Sintetizar nanoparticulas de 6xido de hierro mediante coprecipitacion para
ser funcionalizadas con silice y alicina.

e Caracterizar las nanoparticulas de o6xido de hierro mediante difraccion
dindmica de luz laser, microscopia electronica de transmision, difraccion de
rayos X y espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier para

comprobar su funcionalizacion.
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CAPITULO 2. EXTRACCION DE LA ALICINA
2.1. Introduccion

El ajo (Allium sativum) es un miembro de la familia de las Aliaceas y es una
de las plantas mas utilizadas en la antigiiedad. Se han fabricado diversos productos
derivados del ajo como tabletas, capsulas, jarabes, tinturas, aceites, repelentes e
insecticidas. También el ajo se ha usado ampliamente como especia y agente
medicinal debido a la presencia de tiosulfinatos (Singh y Singh, 2008). Cuando los
dientes de ajo son cortados o molidos, la enzima alinasa se libera y reacciona con
aliina formando alicina, la cual representa el 70% (p/p) del total de tiosulfinatos
(Mathialagan et al. 2017). La alicina es el compuesto bioactivo mas importante en
ajo y ha probado su efectividad como agente cardioprotector, antitumoral,
antimicrobiano, antioxidante, e hipoglucémico (Amarakoon y Jayasekara, 2017). Por
otro lado, la alicina es soluble en solventes no polares mientras que en solventes
polares como el agua se mantiene estable. Uno de los métodos mas utilizados para
la extraccion de alicina consiste en la maceracion con soluciones hidroalcoholicas
(Mathialagan et al. 2017; Wang et al. 2014). Fujisawa y colaboradores (2008)
reportaron una alta estabilidad de la alicina en soluciones de agua-etanol (70-30%)
debido a la hidrofobicidad de este compuesto. Usualmente, los métodos para la
cuantificacion de alicina son la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
cromatografia de gases (GC). Sin embargo, la baja resolucion y la necesidad de
estandares limitan la aplicacion de HPLC y GC. Ademas, el andlisis de GC requiere
altas temperaturas afectando la estabilidad de la alicina (Zhou et al. 2015). Han y
colaboradores (1995) desarrollaron un método espectrofotométrico simple y rapido
que consiste en una reaccion colorimétrica entre la alicina y el acido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DNTB). Por lo tanto, en este capitulo se realiz0 un disefio
experimental Box-Behnken con la finalidad de evaluar el efecto de cuatro factores
independientes sobre la concentracion de alicina extraida. Para la cuantificacién de
la alicina se calculé con un método espectrofotométrico simple y una vez realizado
el andlisis estadistico se obtuvieron los factores que mas influyen en la extraccion

de alicina.
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2.2. Antecedentes generales

Originalmente de Asia Central, el ajo (Allium sativum) es una planta perteneciente
a la familia de las liliaceas que se ha cultivado a través del mundo. La medicina del
antiguo Egipto menciona el ajo como un remedio eficaz para una variedad de
malestares como afecciones bronquiales y pulmonares, incluidos los resfriados e

influenza (Murray, 2005).

A. sativum se divide en dos subespecies: A. sativum var. sativum, conocido como
ajo blando, y A. sativum var. ophioscorodon, conocido como ajo duro. Ambas
variedades se componen de un bulbo subterraneo compuesto por varios segmentos
denominados dientes, los cuales estan envueltos por pieles membranosas secas y

unidas por una placa basal (Block, 2010).

Figura 2.1. Bulbos y segmentos de Allium sativum

Las subespecies se diferencian en que el bulbo del ajo duro del cuello se compone
de seis a once dientes, mientras que el ajo blando contiene hasta veinticuatro
dientes por bulbo. A. sativum es la variedad mas comun (Figura 2.1), muchos
estudios sobre el ajo no especifican qué subespecies se utilizan, pero se supone
gue la accion quimica y biolégica es similar. A. sativum es estéril, por lo que se
cultiva asexualmente utilizando dientes de ajo sin un polinizador. Crece mejor en
climas templados, aunque la variedad sativum se adapta mejor a los ambientes mas

frios y es una especie perenne, al igual que la mayoria de los miembros del género.

El ajo se compone de compuestos organosulfurados muy fuertes que son

metabolitos secundarios, los cuales son responsables del olor y sabor pungente.
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Ademas, actian como defensa contra los depredadores (Block, 2010). Los
compuestos organosulfurados son un grupo de fitoquimicos que contienen atomos
de azufre unidos con atomos de carbono. También se encuentran en vegetales de
la familia Cruciferae como las coles. Se ha demostrado que los compuestos
organosulfurados de estas hortalizas presentan efecto anticancerigeno,
antiaterogénico, antitrombdético, antiinflamatorio, antimicrobiano y poseen una

elevada actividad antioxidante (Frankel et al. 2016).

2.2.1 Composicion quimica

El ajo se compone de aproximadamente 65% de agua, 28% de carbohidratos
(furanos), 2.3% de compuestos organosulfurados, 2% de proteinas (alinasas), 1.2%
de aminoécidos libres (arginina) y 1.5% de fibra (Santhosha et al. 2013). La Tabla
2.1 muestra la composicion proximal del ajo en los dientes y en polvo reportada por
Pruthi (1998).

Tabla 2.1. Composicién proximal de ajo en dientes y en polvo (Pruthi 1998)

Componente Dientes de ajo | Ajo en polvo
Humedad (%) 62.8 5.2
Carbohidratos (%) 29.0 71.4
Proteina (%) 6.3 17.5
Grasa (%) 0.01 0.6
Fibra (%) 0.8 1.9
Calcio (%) 0.03 0.1
Fosforo (%) 0.31 0.42
Hierro (%) 0.001 0.004
Vitamina C (mg/100 g) 13.00 12.00

A. sativum se caracteriza por su alto contenido de compuestos organosulfurados los
cuales le dan el distintivo olor y pungencia. Cuando un diente de ajo esta intacto, la
glutamil-cisteina es el principal componente azufrado (Powolyny y Singh, 2008).
Estos se hidrolizan para formar aliina y cuando el ajo es molido por masticar, cortar,
etc., la aliina reacciona rapidamente (aprox. 30 s) con la enzima aliinasa para formar

alicina en un 97%.

La alicina es un tiosulfinato de dialilo que representa el 70-80% de los tiosulfinatos
presentes en A. sativum (Harunobu et al. 2001). La alicina es altamente inestable

por lo que se oxida rapidamente para producir compuestos de azufre como sulfuros
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de dialilo, disulfuros de dialilo, trisulfuros de dialilo, vinilditinas y ajoenos (Banerjee

y Maulik, 2002). Las reacciones quimicas de estos compuestos se muestran en la

Figura 2.2.
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Figura 2.2. Reacciones y estructuras quimicas de los compuestos organosulfurados
encontrados en Allium sativum [Elaboracion propia]

2.2.1.1. Glutamil cisteina y sulféxidos de cisteina

Durante la germinacién y desarrollo del ajo, las glutamil- cisteinas (glutamil-S-trans-
1-propenil cisteina, glutamil-S-alil cisteina y glutamil-S-metil cisteina) son

hidrolizadas para formar sulféxidos de cisteina (aliina, metiina e isoaliina) (Figura
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2.3). Este proceso también ocurre en el almacenamiento y rapidamente a bajas
temperaturas. El contenido de sulfoxidos de cisteina es de 8-19 mg/g y de los
glutamil-cisteinas de 5-16 mg/g, ambos tipos de compuestos corresponden al 82%
del total de compuestos organosulfurados en ajo fresco (Lawson, 1993). El bulbo
del ajo contiene la mayor cantidad sulfoxidos de cisteina con un 85%, seguido de
las hojas con un 12% y las raices con un 2%. Como se menciond anteriormente
cuando el ajo se corta 0 muele, la enzima alinasa convierte los sulféxidos de cisteina
en tiosulfinatos. La formacion de tiosulfinatos ocurre rapidamente y su estabilidad
depende del solvente, temperatura, concentracion y pureza (Lawson, 1998).

Glutamil cisteinas
NH,

ZT

R: CH=CHCHj3; (S-trans-1-propenil cisteina)
/R

HOOC S R: CH,CH=CH, (S-alil cisteina)
R: CH3 (S-metil cisteina)

(6] COOH

Sulféxidos de cisteina

HoN S/R R: CH,CH=CH, (S-alil cisteina sulfoxido)
| R: CH; (S-metil cisteina sulfoxido)

COOH (o] R: CH=CHCH; (S-propenil cisteina sulfoxido)

Figura 2.3. Estructura quimica de las glutamil cisteinas y sulféxidos de cisteina presentes en
Alllium sativum [Elaboracién propia]

2.2.1.2. Tiosulfinatos

La alicina formada por aliinasa es el compuesto mas abundante de los tiosulfinatos
(aprox. 70%), otros tiosulfinatos se forman en concentraciones pequefias. La alicina
es soluble en solventes organicos con alta polaridad y poco soluble en agua.

Ademas, su estabilidad en agua disminuye a las 16 h (Lawson, 1993).

Por otro lado, la maceracién de alicina en solventes de baja polaridad produce
principalmente vinilditinas y ajoenos en menor proporcién, la maceracion en alcohol
forma ajoenos, trisulfuros de dialilo y viniditinas. El calor forma tiosulfinatos volatiles
como los sulfuros de dialilo, disulfuros de dialilo y trisulfuros de dialilo. (Lawson,
1993; Shantosha et al. 2013).
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2.2.2 Biodisponibilidad de compuestos organosulfurados

Guo y colaboradores (1990) reportaron la biodisponibilidad de la aliina en ratones
observando la presencia de este compuesto en estomago (7.2%), intestino (22.4%)
e higado (2.5%), por lo que la aliina no produce otros subproductos como los
tiosulfinatos. En un estudio farmacocinético, la aliina se conservo en el higado de
rata, lo que indica que la aliina no se transforma en alicina en el cuerpo (Lachmann
et al. 1994). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para entender el

metabolismo de los fitoquimicos presentes del ajo en el organismo.

2.2.3 Efectos sobre la salud humana

Allium sativum y los compuestos organosulfurados han demostrado tener una
actividad funcional como antiaterogénico, antitrombdtico, antiinflamatorio

antimicrobiano y poseen una elevada actividad antioxidante (Frankel et al. 2016).

2.2.3.1. Actividad antioxidante

Los radicales libres han sido relacionados con varias condiciones patolégicas como
el cancer, isquemia, inflamacion, diabetes y ateroesclerosis (Wilson et al. 2007; Vina
et al. 2006). El ajo viejo posee una actividad antioxidante mucho mayor que el ajo
fresco en soluciones acuosas debido a que se extraen compuestos como la S-alil
cisteina y S-alil mercapto cisteina los cuales poseen una alta actividad antioxidante
(Amagase et al. 2001). Lau y colaboradores (2006) reportaron que los extractos de
ajo viejo mejoran la actividad enzimatica de las células inhibiendo las especies
reactivas de oxigeno. Los compuestos organosulfurados también previenen la
formacién de agentes proinflamatorios al interactuar con los radicales libres (Wilson
y Demmig-Adams, 2007).

2.2.3.2. Actividad cardioprotectora

Las enfermedades cardiovasculares involucran un conjunto de trastornos del
corazén y vasos sanguineos debido a la alta presencia de lipidos (colesterol y

triglicéridos) en el suero sanguineo. Ademas, las especies reactivas de oxigeno
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interaccionan con las lipoproteinas de baja densidad (LDL) lo que se considera el

principal factor en el desarrollo de aterosclerosis (Dhawan y Jain, 2004).

Los compuestos volétiles del ajo se encuentran en la fraccion oleosa y son los
responsables de la actividad antiaterogénica (Jain y Konar, 2004). Por otro lado, la
alicina tiene un efecto en la aterosclerosis debido a que actia como antioxidante e
inhibe el incremento de LDL y la activacion por macréfagos (Gonen et al. 2005).
Otro posible efecto al consumir ajo es la inhibicién de la actividad hepaticay enzimas
colesterogénicas como la enzima malica, glucosa-6-fosfatasa deshidrogenasa y la
3-hidroxi-3-metillglutariiCoA (HMG CoA) reductasa, las cuales incrementan la

sintesis de colesterol y la supresion de LDL (Mathew y Biju, 2008).

Los trisulfuros de alilo son el principal constituyente de extractos oleosos y poseen
actividad antitrombdtica en animales debido a la inactivacion de trombina. Sin
embargo, el exceso de compuestos azufrados disminuye el conteo de plaquetas en
plasma, el mecanismo de accién aun no esta definido (Chan et al. 2007). Murherjee
y colaboradores (2009) demostraron que el ajo fresco molido tiene un efecto

cardioprotector en ratas reduciendo la apoptosis celular.

2.2.3.3. Actividad quimiopreventiva

Los compuestos sulfurados del ajo tienen la capacidad de acumular selenio, el cual
es esencial para la produccion de glutation peroxidasa que es una enzima
antioxidante. Los efectos protectores del ajo se pueden deber a su capacidad para
bloguear la activacién y la formacién de sustancias que causan cancer, mejorar la
reparacion del ADN, reducir la proliferacién celular o inducir la muerte de células
cancerosas Yy proteger las células inmunes contra las células cancerosas
(Santhosha et al. 2013).

Los compuestos volatiles del ajo han demostrado tener actividad antitumoral debido
a que presentan citotoxicidad en células tumorales (Borkowska, 2013). El ajoeno es
un compuesto soluble en aceite e induce apoptosis en células leucémicas debido a

que estimula la produccion de peroxido y la activacion de enzimas detoxificantes
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(Tsubara et al. 2011). El ajoeno y la alicina han demostrado su actividad

antiproliferativa en células tumorales (Li et al. 2002; Lin et al. 2002).

2.2.3.4. Actividad antimicrobiana

Se ha demostrado que el ajo es eficaz contra diversos microorganismos como
Salmonella enterica, Escherichia coli (Adler y Beuchat, 2002), Staphylococcus
aureus (Cavallito, 1994), Clostridium botulinum (De Witt et al., 1979), Micobacterium
(Delaha y Garagusi, 1985) y Helicobacter pylori (O’gara et al. 2000). La actividad
antibacteriana del ajo es ampliamente atribuida a la alicina, la cual tiene actividad
modificadora de sulfhidrilo (Wills, 1956) y es capaz de inhibir enzimas sulfhidrilo

aumentando la susceptibilidad de bacterias (Jonkers et al. 1999).

Los sulfuros de alilo tienen actividad antifungica la cual se cree que inhibe la
fosforilacion oxidativa la cual tiene un efecto en la actividad respiratoria

disminuyendo la formacién de ATP (Li et al. 2016).

2.3. Metodologia experimental
2.3.1. Preparacion de la muestra

Para la extraccion se utilizé ajo fresco proveniente de Zacatecas, México
(22°46'06"N, 102°34'53"0, 2480 MSNM). El ajo fresco fue limpiado para remover
tierra y algunas raices; los bulbos se almacenaron en un ambiente seco y a
temperatura ambiente. Cuando se utilizaron los ajos se retiraron las hojas que

envuelven a los bulbos (dientes) y los dientes se trituraron con un exprimidor de ajo.

2.3.2. Extraccion de alicina de Allium sativum

Se realizé una modificacién a la metodologia descrita por Olech y Zaborska (2012)
con la finalidad de obtener extractos con un alto contenido de alicina mediante un
disefio experimental Box-Behnken. Se consideraron los siguientes factores de
control: la temperatura (Factor A), el pH (Factor B), debido a que ambos factores

afectan la estabilidad de la alicina (Mishra et al. 2009), el tiempo (Factor C), al ser
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una variable termodinamica importante y la relacion masa/ solvente (Factor D)

debido a que tienen un efecto sobre el rendimiento de extraccion (Tiwari et al. 2014).

Tabla 2.2. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizacidn de extraccion

Niveles
Factor de control Descripcién seleccionados
-1 0 1
Factor A Temperatura (° C) 30 35 40
Factor B pH 4 6 8
Factor C Tiempo (min) 20 40 60
Factor D Cantidad de solvente (mL) 10 20 30

Para la extraccién se utilizé como solvente etanol: agua (30:70) ya que los extractos
de alicina presentan una mayor estabilidad en esas condiciones (Fujisawa et al.
2008). En la Tabla 2.2 se presentan los niveles de control elegidos. Considerando
los factores de control y sus niveles seleccionados, se realizaron 27
experimentos (Tabla 2.3). Los experimentos se realizaron por duplicado. Para
controlar los niveles seleccionados de pH de acuerdo con el disefio experimental

se utilizaron soluciones de NaOH 1 My HCI 1 M.

Una vez definidas las condiciones de cada experimento, se pesé 1 g de bulbos
frescos de Allium sativum previamente picado y se mezclé con una solucion de

agua: etanol (70:30).
2.3.3. Cuantificacion de la alicina

Para la cuantificacion de alicina se modifico la metodologia reportada por Han y
colaboradores (1995). Se mezclaron 0.5 mL de extracto de ajoy 1 mL de L-
cisteina 2 mM por 30 min a 30°C. Posteriormente se afiadieron 3 mL de &cido
2-nitro-5-tiobenzoico (DTNB) ajustado con una solucion buffer de fosfatos 50
mM (pH=7) y EDTA 1 mM, se mezcl6é por 2 min a temperatura ambiente y se
midio la absorbancia a 412 nm. Mediante la Ecuacién 1.1 se obtuvo la cantidad
de alicina del extracto en mM.

(Aa icina_Amues ra)xB
Calicina (mM) = l 2X14150t (11)
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Donde Caiicina €S la concentraciéon del extracto en mM, Aaiicina €S la absorbancia

de la alicina, Amuestra €S la absorbancia de los extractos obtenidos y B es el factor

de dilucioén.

Tabla 2.3. Matriz del disefio experimental para la extraccion de alicina. Dénde: Factor
A=Temperatura, Factor B=pH, Factor C=Tiempo y Factor D=Relacion masa/volumen.

Experimentos Factores

A B C D

1 30 6 40 30
2 30 6 40 10
3 35 6 40 20
4 40 6 20 20
5 40 6 60 20
6 40 8 40 20
7 35 6 40 20
8 35 8 60 20
9 35 6 60 30
10 35 6 20 30
11 35 8 40 30
12 35 4 20 20
13 40 6 40 10
14 30 4 40 20
15 30 6 20 20
16 35 6 20 10
17 35 6 60 10
18 35 6 40 20
19 40 4 40 20
20 30 6 60 20
21 35 8 40 10
22 35 8 20 20
23 35 4 40 10
24 40 6 40 30
25 30 8 40 20
26 35 4 60 20
27 35 4 40 30
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2.4. Resultados y discusiéon
2.4.1. Optimizacion de la extraccion de alicina de Allium sativum

En la Tabla 2.4 se muestra la matriz de experimentos con sus respectivas

concentraciones (mM), que corresponden al contenido de alicina del extracto.

Tabla 2.4. Matriz del disefio experimental para la extraccion de alicina. Dénde: Factor

A=Temperatura, Factor B=pH, Factor C=Tiempo y Factor D=Relacién masa/volumen.

Experimentos Factores Concgntracién

A B C D alicina, mM

1 30 6 40 30 0.206%0.015
2 30 6 40 10 0.392+0.040
3 35 6 40 20 0.315+0.015
4 40 6 20 20 0.193+0.010
5 40 6 60 20 0.324+0.033
6 40 8 40 20 0.320+0.015
7 35 6 40 20 0.304+0.003
8 35 8 60 20 0.365+0.011
9 35 6 60 30 0.147+0.021
10 35 6 20 30 0.079+0.007
11 35 8 40 30 0.110+0.023
12 35 4 20 20 0.169+0.032
13 40 6 40 10 0.388+0.039
14 30 4 40 20 0.171+0.013
15 30 6 20 20 0.204+0.001
16 35 6 20 10 0.392+0.041
17 35 6 60 10 0.392+0.039
18 35 6 40 20 0.311+0.049
19 40 4 40 20 0.262+0.021
20 30 6 60 20 0.387+0.050
21 35 8 40 10 0.391+0.038
22 35 8 20 20 0.296+0.039
23 35 4 40 10 0.379+0.036
24 40 6 40 30 0.177+0.001
25 30 8 40 20 0.273+0.018
26 35 4 60 20 0.292+0.047
27 35 4 40 30 0.159+0.016

Una vez obtenidos todos los resultados de cada uno de los experimentos, se llevo
a cabo el analisis estadistico resultando la ecuacién polinomial (Ecuacion 2.1) que
representa el efecto de cada uno de los factores (codificados) sobre la respuesta
(concentracion de alicina), donde los factores son: A=Temperatura, B=pH,

Tiempo y D=Relacién masa/volumen.
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R=0.126 + 0.0493A + 0.160B + 0.0112C + 0.0028D — 0.000491A% — 0.00654B% —
0.000048C% — 0.000231D? — 0.00111AB — 0.000131AC — 0.000129AD — 0.000338BC —
0.00077BD + 0.000085CB

(2.1)

De acuerdo con la Ecuacion 2.1 el coeficiente con mayor efecto positivo fue el pH.
Sin embargo, el coeficiente con mayor efecto negativo fue la interaccion del pH y la
temperatura. Una vez realizado el andlisis de datos se obtuvieron las superficies de

respuesta y los graficos de contorno.

En la Figura 2.4A se muestra el efecto de la temperatura (Factor A) y el pH (Factor
B) sobre la respuesta. Se observa que la concentracién de alicina aumenta cuando
el valor de pH es aprox. 6 independientemente de la temperatura. Por otro lado, la
Figura 2.4B muestra la superficie de respuestay el grafico de contorno para el efecto
de la temperatura (Factor A) y el tiempo (Factor C). Se observa una mayor cantidad
de alicina extraida cuando el tiempo de extraccibn es mayor a los 55 min

independientemente de la temperatura.

En la superficie de respuesta y gréafico de contorno (Figura 2.4C) se observa que
cuando la relacion de masa-solvente (1g-10 mL) es menor la concentracién de
alicina (mM) aumenta independientemente de la temperatura (°C) que se aplique.
Para el efecto del pH (Factor B) y el tiempo (Factor C) en la extraccion de alicina
(Figura 2.4D) se observa que la concentracion aumenta cuando el pH es de 7 y los

tiempos de extraccion son bajos (20 min).

En la Figura 2.4E se observa una mayor concentracién de alicina cuando el pH
(Factor C) se mantiene en un intervalo de 6-7 y la relacion de masa-solvente (Factor
D) se mantiene 1 g-30 mL. La Figura 2.4F muestra el efecto del tiempo (Factor C) y

la relacién masa-solvente (Factor D) en la extraccion de alicina.

La alicina se forma por reacciones enzimaticas las cuales dependen de la
temperatura. Sin embargo, la temperatura afecta la estabilidad de la alicina (Lawson
y Hughes, 1991). Se ha reportado que la alicina es inestable a temperaturas
mayores de 40°C, pero la degradacion es muy lenta a esta temperatura (Mansor et
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al.

2016). Los resultados muestran una mejor estabilidad de la alicina en

temperaturas entre los 34-36°C.
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Por otra parte, Wang y colaboradores (2014) reportaron la estabilidad de la alicina
en soluciones acuosas en un intervalo de pH de 5y 6. Cuando el pH es acido (<4)

o basico (=10) la alicina se descompone rapidamente (Mishra et al. 2000).

Para la extraccion de alicina se han utilizado diferentes proporciones de masa-
solvente. Tiwari y colaboradores (2011) reportaron que uno de los factores que
afecta en la extraccion de compuestos bioactivos en plantas es la proporcion de
muestra- solvente y mencionan una proporcion ideal de muestra-solvente 1:10. Una
alta relacion de masa-solvente podria facilitar un mayor gradiente de concentracion,
provocando un aumento de la velocidad de difusién lo que permite una mayor
extraccion de sdlidos por solvente (Al-Farsi y Chang, 2008). Sin embargo, la
concentracion de compuestos bioactivos no aumenta una vez que se ha alcanzado
el equilibrio (Herodez et al., 2003). Por lo que es necesario considerar este factor

para la extraccién de compuestos bioactivos provenientes de alimentos

Los resultados muestran una mayor extraccion cuando el tiempo es mayor (60 min)
y la relacion de masa-solvente es baja (1 g-10 mL). Tiwari y colaboradores (2011)
reportaron que el tiempo y la relacion de masa-solvente son factores importantes

en la extraccion de cualquier compuesto bioactivo.
2.4.2. Optimizacion de la extraccion

En la Tabla 2.5 se muestran las condiciones 6ptimas a las cuales se debe extraer
la alicina de ajo fresco en agua: etanol (70:30), experimentalmente se tiene una
concentracion 0.4148 mM con un %RSD de 0.049. De acuerdo con el analisis
estadistico, el intervalo predictivo es de 0.2952 a 0.5672 mM (p=0.05) por lo que los
resultados de los experimentos confirmatorios se encuentran dentro de esos

valores.

Tabla 2.5. Experimentos confirmatorios para la extraccion de alicina.

. Factores de control Concentracion (mM)
Experimentos Temperatura Tiempo Cantidad de Experimental
Confirmatorios (°C) pH (min) solvente (mL) Teaorico n=3

3 34 75 55 10 mL 0.4317  0.4148+0.0002

IP 0.2952 - 0.5672
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2.5. Conclusiones

Se extrajo alicina de Allium sativum evaluando pardmetros como la
temperatura, pH, tiempo y la relacion masa-solvente y se obtuvieron las mayores

concentraciones de extraccion.

Por otro lado, se establecieron las condiciones 6ptimas para obtener
extractos de alicina, los cuales fueron utilizados como agentes de recubrimiento en

las nanoparticulas de 6xido de hierro.

Los factores que mas influyeron en la extraccion de alicina fueron la
temperatura y la interaccién de la temperatura-pH. Ademas, la cuantificacion se

realizd con un método espectrofotométrico confiable, simple y rapido.
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CAPITULO 3. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE HIERRO.
3.1. Introduccién

La nanotecnologia es una disciplina con un gran potencial en el desarrollo de
materiales para diversos campos de la ciencia como la medicina, electrénica, fisica
y quimica. De acuerdo con la Comision de la Unidn Europea, se considera un
nanomaterial a un producto de origen natural, incidental o sintetizado, donde el 50%
0 mas de las particulas estan en un intervalo de 1 a 100 nm (Gallocchio et al. 2015;
He y Hwang 2016; Kolahalam et al. 2016). El tamafio y la forma son parametros
importantes en la fabricacion, proceso y aplicacion debido a que se puede
incrementar la reactividad o contacto de las nanoparticulas (Gallocchio et al. 2015).
Los materiales de construccion de las nanoparticulas pueden clasificarse en cuatro
grupos: materiales de base de carbono (contienen carbono), inorganicos (incluyen
metales y 6xidos metalicos), organicos (contienen materia organica) y compuestos
(combinaciébn de distintos materiales) (Jeevanandam et al. 2018). Las
nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPs) son materiales compuestos de particulas
ferromagnéticas mostrando un magnetismo inherente (Ali et al. 2016). A
comparacion de otros nanomateriales, las IONPs presentan ventajas como bajo
costo de produccion, seguridad medioambiental, gran estabilidad y compatibilidad.
Por otro lado, las IONPs se utilizan ampliamente en medicina para la separacion de
productos biolégicos y células debido a sus fuertes propiedades magnéticas, asi
como para la administracion de farmacos en sitios especificos y como agentes de
contraste para el diagnostico de cancer. También las IONPs se han utilizado en la
agricultura (fertilizantes o pesticidas); y se han aplicado para la remediacion
ambiental (filtros o sensores). Otras aplicaciones son en los campos de la energia
(baterias), automotriz (aditivos) y textil (nanofibras o recubrimiento) (Ali et al. 2016).
En este Capitulo se aborda la sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro y su
funcionalizacion con tetraetilortosilicato (TEOS) evaluando factores como el tiempo
y la concentracion de hidréxido de amonio sobre el tamafio de la nanoparticula. El
analisis de resultados permitié obtener el tamafio de particula mas pequefio y poder

utilizar estos soportes con los extractos de alicina descritos en el Capitulo 1.
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3.2. Antecedentes

Los nanomateriales se sintetizan de dos formas. La primera son los métodos arriba-
abajo (“top-down”) los cuales consisten en el rompimiento de materiales grandes
con la finalidad de generar nanoparticulas. Estos métodos de sintesis generan
nanoparticulas con diversos tamafios y morfologias siendo utilizadas en la
fabricacion de ceramicas (Biswas et al. 2012). Los otros son los métodos abajo-
arriba (“bottom-up”) y consisten en la uniébn de atomos o moléculas para formar
nanoparticulas. Estos métodos de sintesis permiten obtener nanoparticulas con una
composicién quimica mas homogénea con un tamafio y morfologia uniforme
(Biswas et al. 2012).

LaMer y Dinegar (1950) propusieron una teoria que explica los mecanismos de

nucleacion de particulas de sulfuro y esté dividida en tres etapas (Figura 3.1)

A
Concentracion Critica
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Figura 3.1. Representacién del principio de nucleacion de LaMer [Elaboracion propia]

En la primera etapa, las sales permanecen solubles y cuando su concentracion

aumenta (en el caso de las nanoparticulas metélicas es debido a reacciones redox)
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se alcanza una concentracion minima de nucleaciébn (Cmin). Conforme la
concentracion aumenta se consigue un nivel critico de supersaturacion (Cmax) Yy las

moléculas forman ndcleos (Polte, 2015).

Los nucleos son productos de la colision entre iones y moléculas de la solucién en
un proceso denominado autonucleacion (segunda etapa). Durante este proceso, la
concentracion de sales disminuye rpidamente de Cmax a Cmin Yy debido a la
formacion de aglomerados la tasa de nucleacién cae inmediatamente a cero. En la
tercera etapa, los aglomerados aumentan gradualmente hasta que alcanzan un
tamafo critico formando una estructura bien definida llamada semilla. Finalmente,
esta semilla continla creciendo para formar una nanoparticula hasta que la
concentracion de sales en la solucion disminuye a una concentraciéon de solubilidad
de nanoparticulas (Cs) (Polte, 2015; Geonmonod et al. 2017).

Las particulas mas comunes en diversos campos son las nanopatrticulas de 6xidos
de hierro (IONPs), aunque pueden contener otros elementos. Los 6xidos de hierro
mas comunes son la magnetita (FesOa4), la maghemita (y-Fe203), la hematita (a-
Fe203) y la geolita. Dependiendo de las condiciones experimentales, pueden
formarse una o mas de las fases de 6xido de hierro. La magnetita y la maghemita
son particulas con propiedades superparamagnéticas, provocando que la
susceptibilidad magnética sea mayor facilitando la acumulacién de farmacos en un
sitio objetivo (Neuberger et al. 2005). Por ello, las nanoparticulas magnéticas
pueden ofrecer una solucion para transportar medicamentos a las areas deseadas

en el cuerpo (Bucak et al. 2012).

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro

Existen diversos métodos de sintesis como la coprecipitacion, descomposicion
térmica, sintesis hidrotérmica y solvotérmica, sintesis sol-gel, microemulsion,
irradiacion por ultrasonido y sintesis biolégica para producir IONPs magnéticas.
Estos métodos se pueden dividir en rutas acuosas y no acuosas. Los métodos
acuosos poseen ventajas como bajo costo y sostenibilidad, sin embargo, es dificil
controlar el tamafio de particula. Los métodos no acuosos obtienen IONPs que solo
se disuelven en disolventes no polares. Dependiendo del método de sintesis se
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pueden obtener nanoestructuras magnéticas con diferentes morfologias y tamafios
(Wu et al. 2015).

3.2.1.1. Coprecipitacion

Es uno de los métodos mas simples para la sintesis de IONPs magnéticas. Fue
desarrollado por Massart en la década de 1980 y consiste en mezclar iones Fe?*y
Fe3* en una relaciéon 1:2 en soluciones muy alcalinas a temperatura ambiente o
incrementandola. Usualmente la reaccion se realiza con un gas protector (nitrégeno)

(Ecuacién 2.1).

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe(OH), + 2Fe(OH); —» Fe;0, | +4H,0 (2.1)

La nucleacion de Fe3O4 es mas facil cuando el pH de la solucién es menor que 11,
mientras que el crecimiento del nucleo de FeszO4 es mas facil cuando el pH de la
solucion es mayor que 11 (Wu et al. 2015). En la sintesis por coprecipitacion se
utilizan principalmente hidréxidos de amonio, potasio y sodio. La sintesis por
coprecipitacion se lleva a cabo entre 70 y 80°C (Mascolo et al. 2013).

Este método de sintesis ha sido ampliamente utilizado por sus mdultiples ventajas
como la produccion de escala de gramo y simplicidad. Ademas, es un método
acuoso lo cual es amigable con el medio ambiente. No obstante, la distribucion del
tamafio de particula no se logra controlar y la forma de las IONPs es restringida
(Faraji et al. 2010).

3.2.1.2. Descomposicion térmica

El método consiste en la descomposicién quimica de compuestos organométalicos
en solventes organicos a altas temperaturas evitando reacciones de hidrolisis.
Existen tres factores significativos para la sintesis de nanoparticulas: la temperatura
de descomposicion, la duracion de la reaccién y la concentracién de precursores
(Lu et al. 2007; Wu et al. 2015). Los precursores para esta sintesis son compuestos
organometalicos, tales como acetilacetonatos, cupferronatos o carbonilos metéalicos
(Wu et al. 2015).
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Los acidos grasos como el laurico, miristico, céprico, estearico, oleico y la
hexadecilamina son utilizados como agentes estabilizadores los cuales pueden
ralentizar el proceso de nucleacion y afectar la adsorcion de aditivos en los nucleos
y en los nanocristales en crecimiento, favoreciendo tamafios de particula por debajo
de 30 nm (Wu et al. 2015). La principal desventaja de este tipo de sintesis es que
las particulas generadas son solubles en solventes no polares, lo cual limita su uso

para aplicaciones biolégicas (Wu et al. 2008).

3.2.1.3. Sintesis solvotérmica e hidrotérmica

La sintesis hidrotérmica o solvotérmica se puede realizar a partir de soluciones
acuosas 0 no acuosas a altas temperaturas (130-250°C) en un recipiente sellado
bajo alta presion de vapor (0.3-4 MPa) (Wu et al. 2008). Con los métodos
hidrotérmicos se obtienen nanocristales de 6xido de hierro de buena calidad,
manteniendo al mismo tiempo un buen control sobre su composicion. Los métodos

solvotérmicos son extrapolaciones a sistemas no acuosos (Walton, 2002).

Deng y colaboradores (2005), reportaron la sintesis de ferritas microesféricas por
reduccion solvotérmica. EI método consiste en mezclar FeCls, etilenglicol, acetato
de sodio y polietilenglicol hasta obtener una solucion clara, la cual se somete a un
tratamiento térmico en una autoclave de acero inoxidable a 200°C, durante 8-72 h.
En este método, el etilenglicol actia como agente reductor mientras que el acetato

de sodio previene la aglomeracion.

Este método de sintesis presenta una cinética muy lenta, por lo que se ha planteado
una modificacidn, la cual consiste en calentar mediante microondas, lo cual aumenta
la formacién de cristales, sin embargo, tiene se obtienen poco rendimiento (Sreeja
y Joy, 2007)

3.2.1.4. Microemulsion

Las microemulsiones agua en aceite (W/O) son sistemas isotropicos Yy
termodinamicamente estables de una sola fase, las cuales consisten en tres

componentes: agua, aceite y un tensoactivo. Los tensoactivos reducen la tensiéon
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superficial entre el agua y el aceite, lo que permite que se mezclen (Wongwailikhit
et al. 2011).

Para la sintesis de IONPs los precursores se encuentran en la fase acuosa
(nanogotas), se someten a una coalescencia rapida que mezcla, precipitan y
aglomeran los componentes y se forman micelas. El tamafio puede ser controlado
cambiando la relacién molar de agua a tensoactivo (W:0O), valores elevados de W:O
generan tamafios de particula grandes (Gupta y Gupta, 2005).

El método por microemulsion permite producir nanoparticulas monodispersas con
diversas morfologias. Sin embargo, este método requiere de una alta cantidad de
solvente y los rendimientos de reaccion son bajos (Faraji et al. 2010). Ademas, la
agregacion de las IONPs magnéticas producidas usualmente requiere de varios
procesos de lavado y tratamientos de estabilizacion adicionales para ser utilizados

en aplicaciones biomédicas (Wu et al. 2015).

3.2.1.5. Métodos asistidos por ultrasonido

El ultrasonido de alta intensidad se utiliza para la produccion de IONPs por la
sonicacién de soluciones acuosas de hierro sin altas temperaturas, altas presiones
o largos tiempos de reaccion (Xu et al. 2013). Bajo la irradiacion ultrasonica, las
ondas acusticas expansivas y compresivas crean burbujas (cavidades) oscilatorias.
Estas burbujas acumulan energia ultrasénica mientras crecen hasta cierto tamafio
(generalmente mm). Posteriormente la burbuja se puede sobrecargar y colapsar,
liberando su energia almacenada en un tiempo muy corto. La implosion es
localizada y transitoria con una temperatura de 5000°K y una presién de 1000 bar
produciendo una gran variedad de nanocompuestos (Suslick, 1990; Wu et al. 2015).

El método sonoquimico tiene multiples ventajas como la uniformidad de mezcla y
tamafios nanomeétricos de cristales. Sin embargo, este método no permite la

fabricacion de IONPs con formas controlables y dispersas (Wu et al. 2015).
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3.2.1.6. Sintesis verde

Esta sintesis utiliza los métodos “bottom-up” para formar nanoparticulas las cuales
son productos amigables con el ambiente. Para ello, las sales precursoras se
mezclan con un sustrato “verde” el cual contiene compuestos bioldgicos. Estos
compuestos actlan como agentes reductores y limitantes estabilizando a las
nanoparticulas durante el proceso de sintesis. La concentracion de la sal
precursora, tiempo, temperatura, pH y la concentracion del sustrato “verde” son
pardmetros que pueden ser modificados durante la sintesis para obtener

nanoparticulas con diferentes propiedades y aplicaciones (Yew et al. 2018).
3.2.2. Funcionalizacién y estabilizacién de nanoparticulas de éxido de hierro

Un problema inevitable asociado con las IONPs magnéticas es la inestabilidad

intrinseca durante periodos mas largos, que se manifiesta de dos formas:

(1) pérdida de dispersabilidad, donde nanoparticulas pequefias tienden a
agregarse y formar particulas grandes reduciendo el area superficial; y

(2) pérdida de magnetismo, donde las IONPs se oxidan facilmente en el aire
debido a su reactividad, especialmente las particulas de FesO4 y y-Fe20s.

Por ello, se han desarrollado sistemas de proteccién para estabilizar quimicamente
las IONPs durante o después su utilizacion (Wu et al. 2015). Existen dos tipos de

recubrimientos en IONPs: organicos e inorganicos (Figura 3.2)
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3.2.2.1. Recubrimientos organicos

Los recubrimientos organicos mas utlizados en las IONPs son: moléculas
pequefias, tensoactivos (sales de amonio, polioles, lisina, acidos grasos),
biopolimeros (dextrano, almidén, quitosano, alginato) y otras biomoléculas

(enzimas, anticuerpos, proteinas, vitaminas, albuminas, péptidos) (Wu et al. 2008).

La adicion de moléculas pequefias como los silanos modifica y aflade grupos
terminales que permiten conectar iones metélicos, polimeros, biomoléculas u otras
entidades bioldgicas (Shen et al. 2012). Para las soluciones oleosas se utilizan
compuestos organicos como el &cido oleico y la oleyamina, los cuales poseen una
cadena C18 con un doble enlace cis en la parte media, formando una torcedura que
permite una mejor estabilizaciébn. Ademas, el acido oleico puede formar una
monocapa protectora en las IONPs, la cual es muy homogénea (Park et al. 2004;
Wu et al. 2008).

Por otro lado, la incorporacion de polimeros no soélo proporciona grupos
multifuncionales y mayor estabilidad coloidal, sino que también desempefia un
papel importante en relacién con su destino bioldgico (es decir, la farmacocinética y

la biodistribucion) (Yang et al. 2010). Sin embargo, en algunos casos la presencia
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de capas de polimero o copolimero puede influir negativamente en las propiedades
magnéticas de las IONPs (Wu et al. 2015).

Las IONPs magnéticas también se pueden funcionalizar con biomoléculas (como
enzimas, anticuerpos, proteinas, biotina, seroalbumina bovina / humana, avidina y
polipéptidos) convirtiéndose en una alternativa muy efectiva para la separacion
biolégica, deteccibn de patdgenos, sensor de contaminantes y otras bio-
aplicaciones debido a su compatibilidad. (Wu et al. 2015; Cao et al. 2012).

3.2.2.2. Recubrimientos inorganicos

Algunos recubrimientos inorganicos son: silice, carbono, metales preciosos
(plata u oro) y 6xidos (ZnO, CaO, NiO y CoO) (Wu et al. 2008).

Las IONPs recubiertas con silice (IONP@silice) son un material compuesto clasico
e importante tanto para el estudio fundamental como para las bio-aplicaciones. Los
recubrimientos con silice tienen multiples ventajas como aumentar la dispersién en
solucién debido a una atraccion dipolar magnética entre IONPs magnéticas,
ademas de aumentar la estabilidad y proteger a las IONPS de medios acidos.
Finalmente, debido a la existencia de multiples grupos silanol sobre la capa de silice,
se pueden incorporar facilmente varios grupos funcionales. Esto es muy importante
para aplicaciones biomédicas debido a que las IONPs@silice pueden administrar
farmacos de manera dirigida (Wu et al. 2015; Faraji et al. 2010; Lu et al. 2007)

Las IONPs protegidas con carbono (IONP@C) poseen una alta conductividad
eléctrica y una buena estabilidad quimica y térmica. El recubrimiento de carbono
proporciona una barrera contra la oxidacion evitando la corrosién en el nucleo
magnético. El recubrimiento hidrofilo proporciona una mejor dispersabilidad vy
estabilidad que los mostrados por IONPs sin recubrir. Uno de los recubrimientos
mas utilizados a base de carbono es el grafeno (Bae et al. 2012).

Por otro lado, se han desarrollado soportes que combinan nanoparticulas metalicas
con IONPs magnéticos debido a las propiedades fisicoquimicas combinadas y
propiedades potenciales en catalizadores, biotecnologia y biomedicina. Estas

estructuras pueden ser modificadas con diferentes cargas o grupos funcionales en
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la superficie de IONPs mejorando su estabilidad y compatibilidad (Wu et al. 2015;
Faraji et al. 2010; Lu et al. 2007).

Otro tipo de recubrimiento inorganico son los 6xidos o sulfuros metélicos debido a
gue mejoran las propiedades semiconductoras y fotocataliticas (Wu et al. 2015;
Faraji et al. 2010; Lu et al. 2007).

3.3. Metodologia experimental

3.3.1. Sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas FesOs@TEOS asistida con

ultrasonido

La sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas FesO4s@TEOS se realiz6 en dos
pasos: 1) se utilizo la metodologia descrita por Yang y colaboradores (2005) con
modificaciones. El método consistié en mezclar 4.2 g de FeCls 6H20, 1.5 g de
FeCl2 4H20 y 50 mL de agua destilada en un matraz bola con termopozo. La
solucion se coloc6 en un bafo ultrasénico de la marca VEVOR Mod. 32V118A
de 40 kHz a 50°C. Las particulas obtenidas se separaron con la ayuda de un
iman de neodimio, se lavaron con etanol al 70% y se secaron en la estufa a 70°
C.

Posteriormente 2) se funcionalizaron utilizando la metodologia descrita por
Stober (1968), la cual fue modificada. Se pesaron 100 mg de IONPs y se
mezclaron con 10 mL de etanol, 2 mL de agua destilada, 800 pL de NH4OH y
200 pL de tetraetilortosilicato. Después, se colocaron en un bafio ultrasénico a
40 KHz. Finalmente, las particulas obtenidas se lavaron con etanol al 70% y se

secaron en la estufa a 70°C.

Con la finalidad de obtener el menor tamafio de particula se realizé un disefio de
experimentos Box-Behnken. Los factores de control que se consideraron fueron el
tiempo de reaccion (Factor A), debido a que el tratamiento con ultrasonido aumenta
la capacidad de dispersion de las IONPs (Sulistyaningsih et al. 2017), la
concentracion de NH4OH (Factor B) ya que tiene un efecto en el tamafio de particula

(Tajabadi y Khosroshahi, 2012) y el tiempo de funcionalizacion (Factor C), porque
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el crecimiento de la capa de silice esta relacionado con las IONPs formadas (Yang
et al. 2005). En la Tabla 3.1. se muestra los niveles de los factores de control

elegidos.

Tabla 3.1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizaciéon de tamafio

L Niveles
Factor de control Descripcion seleccionados
-1 0 1
Factor A Tiempo de reaccién (min) 20 40 60
Factor B Concentracion de NH4OH (%) 20 25 30
Factor C Tiempo de funcionalizacion (min) 15 35 55

Considerando los factores de control y sus niveles seleccionados, se realizaron
15 experimentos (Tabla 3.2). Los experimentos se realizaron por duplicado. Para
medir el tamafo de particula se pesaron 10 mg de IONPs y se colocaron en 5

mL de agua destilada.

Tabla 3.2. Matriz del disefio experimental para la extraccion de alicina. Dénde: Factor

A=Tiempo de Reaccion, Factor B= Concentracion de NH4OH, Factor C=Tiempo de Funcionalizacion

Experimento Factores

A B C
1 60 25 15
2 60 25 55
3 40 20 55
4 20 25 15
5 20 20 35
6 20 30 35
7 40 20 15
8 40 25 35
9 40 25 35
10 40 30 55
11 20 25 55
12 60 20 35
13 40 30 15
14 40 25 35
15 60 30 35

Posteriormente, las soluciones se colocaron en ultrasonido por 30 min y se
dejaron reposando por 12 h para evitar aglomeracion. Finalmente, se realizé la
lectura en un analizador de tamafio de particula por dispersion de luz dinamica

(Zetasizer nano-zs, Malvern Instruments) a 25°C. Las nanoparticulas
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funcionalizadas con menor tamafio de particula fueron recubiertas por el

extracto de ajo previamente optimizado.

3.4. Resultados y discusiéon

3.4.1. Optimizaciébn de la sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas
FesO4@TEOS asistida con ultrasonido

En la Tabla 3.3 se muestra la matriz de experimentos con sus respectivos tamafos

de particula (nm).

Tabla 3.3. Matriz del disefio experimental para el tamafio de particula. Donde: Factor A=Tiempo de
reaccion, Factor B=Concentracion de NH4OH, Factor C=Tiempo de funcionalizacion

Experimentos Factores Respuesta
A B C

1 60 25 15 254+10.61
2 60 25 55 277+3.54
3 40 20 55 264+0.71
4 20 25 15 272+2.83
5 20 20 35 238+9.19
6 20 30 35 265+2.12
7 40 20 15 192+1.41
8 40 25 35 280+11.31
9 40 25 35 287+16.26
10 40 30 55 342+38.89
11 20 25 55 305+46.67
12 60 20 35 235+7.07
13 40 30 15 221+18.38
14 40 25 35 273+21.21
15 60 30 35 202+9.09

Una vez realizados los experimentos del disefio experimental se llev a cabo el
analisis estadistico de los resultados, obteniendo la ecuacion polinomial (Ecuacion 4.2),
que representa el efecto de cada uno de los factores (codificados) sobre la respuesta
(tamafio de particula), donde los factores son: A (Tiempo de reaccién), B

(Concentracion de NH4sOH) y C (Tiempo de funcionalizacion).

R=723+557A+71.5B—2.71C — 0.0284A% — 1.344B?% + 0.0207C2 —
0.151AB — 0.0062 AC + 0.122BC Ec. 3.1
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De acuerdo con la Ecuacion 3.1 el coeficiente que tuvo el principal efecto positivo
en la respuesta fue la concentracion de NH4OH. Por otro lado, se observa que la
interaccion tiempo de reaccion-concentracion de NH4OH tuvo el mayor efecto
negativo en la respuesta. Una vez realizado el andlisis de datos se obtuvieron las

superficies de respuesta y los graficos de contorno.

En la superficie de respuesta y grafico de contorno (Figura 8A) se observa que los
tiempos de reaccion (Factor A) bajos forman nanoparticulas de menor tamafo
independientemente de la concentracion de NH4OH. Por otro lado, la Figura 8B
muestra menores tamanos de particula cuando los tiempos de reaccién (Factor A)
y funcionalizacion (Factor C) son bajos mientras que al aumentar el tiempo de

funcionalizacion el tamafio de la nanoparticula aumenta.

La superficie de respuesta y grafico de contorno (Figura 8C) describen el efecto de
la concentracion de hidroxido de amonio (Factor B) y el tiempo de funcionalizacion
(Factor C) sobre la respuesta. Se observa un menor tamarfio de particula cuando la
concentracion es baja independientemente del tiempo de funcionalizacién. Por otro
lado, cuando la concentracion es elevada y el tiempo de funcionalizacién es bajo el

tamafio de nanoparticula disminuye.

Los métodos asistidos por ultrasonido aceleran la formacion de nanoparticulas de
oxido de hierro debido a la energia liberada por la radiacion ultrasénica, lo cual
facilita la generacion de nudcleos (Romero et al. 2013). Ademas, Yang y
colaboradores (2005) sintetizaron IONPs mediante el método de coprecipitacion
asistido por ultrasonido y observaron un incremento en la cantidad de iones Fe3*y
Fe?* que son oxidados. Por otro lado, Dolores y colaboradores (2015) reportaron la
generacion de iones de Fe®* de manera escalonada con respecto al tiempo de

sonicacion.
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Figura 3.3. Superficies de respuesta y gréaficos de contorno: tiempo de reaccién vs concentracion
de NH4OH (A), tiempo de reaccion vs tiempo de funcionalizacion (B), tiempo de funcionalizacién vs
concentracion de NH4OH (C).

En la sintesis por coprecipitaciéon, la adicion de soluciones alcalinas facilita la
generacion de IONPs (Azcona et al. 2016). Safari y colaboradores (2015) evaluaron

el efecto de NaOH y NH4OH en la sintesis de coprecipitacion y reportaron que la
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adicién NH4OH libera gradualmente grupos -OH controlando el tamafio de particula.
El tiempo de funcionalizacibn no es un parametro ampliamente estudiado, sin
embargo, Morel y colaboradores (2008) funcionalizaron IONPs con TEOS con
diferentes tiempos (1 y 3 h) obteniendo nanoparticulas con didmetros de 49 y 53 nm

respectivamente.
3.4.2. Experimentos confirmatorios

En la Tabla 3.4 se muestran las condiciones Optimas de nanoparticulas de 6xido de
hierro, experimentalmente se tiene una estimacion de tamafio de particula de 296.7
nm con un %RSD de 0.01. De acuerdo con el analisis estadistico, el intervalo
predictivo es de 72.3 a 299.9 nm (p=0.05) por lo que los resultados de los

experimentos confirmatorios caen dentro de esos valores.

Tabla 3.4. Experimentos confirmatorios para la sintesis de nanoparticulas de 6xido de
hierro.

Factores de control Estimacién de tamafio (nm)

Experimentos  Tiempo de Concentracion Tiempo de Experimental
Confirmatorios reaccion funcionalizacion Tebrico P _
) NH4OH (%) . n=3
(min) (min)
192 296.7+3.70
3 60 30 15 IP 72.3, 299.9

3.5. Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas de FesO4@TEOS evaluando parametros
como el tiempo de reaccion, concentracion de NH4OH, y el tiempo de

funcionalizacién con la finalidad de obtener nanoparticulas con menores tamafios.

Por otro lado, se establecieron las condiciones Optimas para la sintesis de
nanoparticulas con menor tamafio, las cuales fueron utilizadas como soportes del
extracto de alicina. Los factores que mas influyeron en el tamafio de las
nanoparticulas de FesO4@TEOS fueron la concentracion de NH4OH y la interaccion

del tiempo de reaccién-concentracion de NH4OH.
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CAPITULO 4. FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE FesO4s@TEOS@ALICINA

4.1. Introduccion

Las IONPs pueden ser obtenidas mediante diversas técnicas como la
coprecipitacion, hidro/solvo térmico, sol gel, microemulsién, entre otras (Shen et al.
2018; Ghorbani et al. 2018). El método de coprecipitacion es uno de los mas
empleados para la sintesis de IONPs. Estas nanoparticulas presentan mdaltiples
propiedades como un tamafio pequefio, susceptibilidad magnética,
biocompatibilidad, baja toxicidad, estabilidad, facil modificacion de superficie y
pueden ser controladas mediante un campo magnético externo (Lu et al. 2017). Sin
embargo, las IONPs son inestables por el medio ambiente y es necesario
funcionalizar la superficie con recubrimientos organicos (polimeros, moléculas
pequefias, biomoléculas) o inorganicos (silica, 6xidos metalicos, carbono) (Zhu et
al. 2018). En los ultimos afios, se han disefiado materiales de recubrimiento
biocompatibles y biodegradables como los fitoquimicos presentes en las plantas los
cuales se pueden unir a la superficie de las IONPs (Yew et al. 2018). Por ejemplo,
Nosrati y colaboradores (2017) usaron el método de coprecipitacion para la sintesis
de IONPs las cuales fueron funcionalizadas con albumina y curcumina. Por otro
lado, Ghosh y colaboradores (2015) funcionalizaron IONPs con &cido citrico y
diosgenina presente en Dioscorea bulbifera. Otro ejemplo, fueron Ramirez-Nufiez y
colaboradores (2017) los cuales sintetizaron IONPs mediante sintesis verde
utilizando polifenoles extraidos de canela y vainilla. Estas nanoparticulas mostraron
su efectividad contra celulas BV-2. Usualmente, las IONPs funcionalizadas con
fitoquimicos han sido utilizadas en aplicaciones biomédicas, remediacion ambiental
y tecnologia alimentaria (Ali et al. 2016; Gallocchio et al. 2015). En este Capitulo se
profundiza en la funcionalizacion de las nanoparticulas obtenidas previamente con
extracto de alicina. Ademas, se realizd la caracterizacion de estos materiales
resaltando sus caracteristicas (tamafio, morfologia, carga superficial, fases) y

posibles aplicaciones.
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4.2. Antecedentes

En el Capitulo 2 se analizé a detalle los diferentes métodos de sintesis de
nanoparticulas. Por otro lado, en aplicaciones como las de uso biomédico la
aplicacion de IONPs depende de tres factores: la morfologia, el tamafio y las

propiedades de superficie.

Durante la sintesis, la morfologia de las IONPs puede ser afectada por factores
severos, tales como la presencia de tensoactivos (ejemplo: oleamina),
concentracion de reactivos, temperatura o tiempo (Zhang et al. 2006; Xie et al.
2018). La morfologia puede afectar la biodistribucién y el tiempo de circulacion en
el flujo sanguineo. Algunos estudios han resaltado la influencia de la forma de las
nanoparticulas en la liberacion controlada de farmacos (Jindal 2017; Phouc et al.
2018). Sin embargo, para las IONPs el factor de la morfologia no ha sido estudiado
ampliamente. Por ejemplo, Zhou y colaboradores (2012) sintetizaron IONPs con
diferentes morfologias como octaedros, varas, cubos y hexagonos. En este estudio
las nanoparticulas hexagonales mostraron baja viabilidad (aprox. 70%) en celulas
A59 pero el efecto de las distintas morfologias en la viabilidad celular no ha sido

probada todavia.

El tamafio de las nanoparticulas es un factor que influye en la liberacion controlada
de farmacos, se han reportado que particulas con diametros menores a 10 nm son
removidos del cuerpo por aclaramiento renal. Mientras que particulas con diametros
mayores que 200 nm son concentradas en el bazo o absorbidas por las células
fagociticas del cuerpo (Chouly et al. 1996). Las nanoparticulas con tamafos entre
10 y 200 nm son ideales para aplicaciones bioldgicas debido a que aumentan su
biodistribucién y facilitan su eliminacion (Xie et al. 2018; Gupta y Wells, 2004).

Por otra parte, una alta area superficial en las nanoparticulas esta relacionada con
estabilidad coloidal. Ademas, los elevados valores de potencial zeta (negativos o
positivos) indican una buena dispersibn y baja aglomeracion durante el
almacenamiento. Las nanoparticulas utilizadas en modelos in vivo deben evitar la
adsorcion inespecifica de proteinas y otras macromoléculas biolégicas (Hu et al.
2018). Por otro lado, la carga de la superficie de las nanoparticulas determina su
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distribucion en el organismo. Las cargas neutrales interactan minimamente con las
proteinas plasmaticas y contribuyen a extender el tiempo de circulaciéon en sangre
(Reddy et al. 2012). Las IONPs anidnicas interactian eficientemente con las células
mediante endocitosis, pero si la membrana celular tiene una ligera carga negativa
las IONPs con una superficie positiva son absorbidas mediante atracciones
electrostaticas (Yew et al. 2018; Billotey et al. 2003).

4.2.1. Caracterizacion de las nanoparticulas

Una vez que se ha realizado la sintesis de IONPs, la caracterizacion de las
propiedades fisicoquimicas puede desarrollarse con diferentes técnicas, las cuales
se enfocan en investigar parametros como el tamafio, forma, distribucion de tamafio

y propiedades magnéticas (Ansari et al. 2019).

4.2.1.1. Técnicas microscopicas

Existen equipos con alta resolucién de imagen como el Microscopio Electrénico de
Barrido (SEM) y el Microscopio Electronico de Transmitancia (TEM) y se utilizan
ampliamente para determinar la morfologia de la superficie y la estructura interna
de las nanoparticulas. SEM produce imagenes utilizando electrones reflejados (o
desprendidos) mientras que TEM detecta la transmision de electrones los cuales
nos dan informacion sobre la estructura interna de las IONPs (por ejemplo, la
estructura cristalina) (Hurley et al. 2015).

4.2.1.2. Técnicas espectrofotométricas

Algunas técnicas espectrofotométricas son utilizadas para la caracterizacion de
IONPs como la difraccién de rayos X la cual nos da informacion sobre la estructura
cristalina de las particulas. La espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR) detecta grupos funcionales debido a la presencia de moléculas que
absorben la luz en la region de 2.5 pm a 15 pm (Gopal et al. 2015).

Otras técnicas como la resonancia magnética nuclear (NMR) son usadas para
estudiar la estructura de los compuestos proporcionando informacion sobre los

enlaces especificos y la estereoquimica de moléculas de interés (Babic et al. 2018).
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Ademas, la estabilidad térmica de las IONPs puede ser determinada usando analisis

termogravimétrico (Das et al. 2017).

La dispersion de luz dindmica (DLS) es una técnica que se emplea para determinar
el diametro hidrodinamico de las IONPs (entre 30 y 190 nm) mediante la ecuacién
de Stokes-Einstein (Lim et al. 2013). También la caracterizacion electrostatica de la
superficie de las nanoparticulas se puede analizar con el potencial Z (Roca et al.
2018). La espectroscopia de masas requiere una cantidad muy pequefia de muestra
y determina el peso molecular y las propiedades de la superficie con gran exactitud

y precision.

Por otro lado, la espectroscopia de fluorescencia se emplea normalmente para
estudiar los efectos de la concentracién, la difusion molecular y la cinética quimica.
La espectroscopia Raman permite determinar la conformacion estructural de IONPs

sin la necesidad de ninguna preparacién sofisticada de muestras (Ali et al. 2016).

4.2.1.3. Técnicas magnéticas

Las propiedades magnéticas de las IONPs pueden ser analizadas midiendo la
magnetizacion de las muestras aplicando campos magnéticos (desde -10000 a
10000 Oe a una temperatura dada). El magnetémetro de muestra vibrante (VSM) y
el dispositivo de interferencia cuantica superconductora (SQUID) son las técnicas
mas comunes para medir pardmetros como saturacion magnética, campos

coercitivos y magnetizacion remanente (Tarantash et al. 2018).

4.2.2. Aplicaciones de las nanoparticulas con recubrimientos bioldgicos

Las IONPs han sobresalido en los campos de la medicina debido a su alta
biocompatibilidad, magnetismo y transferencia de electrones (Arias et al. 2018). Sin
embargo, también se han utilizado en el campo del medio ambiente y los alimentos
(Figura 4.1).
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Figura 4.1. Aplicaciones de IONPs funcionalizadas con fitoquimicos

4.2.2.1. Aplicaciones biomédicas

Como se ha mencionado anteriormente, las principales aplicaciones de las IONPs
estan el campo de la medicina y se utilizan como vehiculos de liberacion controlada,
en la resonancia magnética de imagen (MRI), hipertermia, reparacion de tejidos,
entre otros (Siddiqi et al. 2016).

La MRI tiene una fuerte influencia en el diagnostico temprano de cancery las IONPs
son utilizadas comunmente como agente de contraste (Zhou y Wei, 2017). Por
ejemplo, Malekzadeh y colaboradores funcionalizaron IONPs con quercetina para
ser utilizadas en la deteccion y tratamiento de células HeLa y MDA-MB-231.
Ademas, estas nanoparticulas mostraron alta biocompatibilidad (>80%) con células
control usando concentraciones de 25-100 pg/mL. Por otro lado, Ghorbani y
colaborares (2018) funcionalizaron IONPs con oro, curcumina (agente natural
anticancer) y glutation (molécula reconocida por las células) las cuales fueron
utilizadas como agente de contraste y mostraron baja toxicidad (40%) con astrocitos
normales. En contraste, estas nanoparticulas mostraron una reduccion en la
proliferacion de células US7MG del 63% después de 48 h usando concentraciones
de 100 pg/mL.

Las IONPs pueden ser funcionalizadas con farmacos, administradas mediante una
inyeccion en el flujo sanguineo y liberadas en un area especifica mediante un campo
magnético externo (Lungu et al. 2019). Debido al pequefio tamafio, la gran area
superficial y las propiedades magnéticas de las IONPs se pueden mover hacia los
tejidos dafiados mediante la accion de un campo magnético externo (Wu y Huang,
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2017). La incorporacion de fitoquimicos en las IONPs puede mejorar la tolerancia
en células normales y disminuir la toxicidad comparado con los farmacos usados en
la quimioterapia (Wei et al. 2019). Por ejemplo, Barahui y colaboradores (2016)
funcionalizaron IONPs con quitosano y &cido fitico (compuesto natural presente en
semillas y cereales) las cuales inhibieron la proliferacién de células cancerigenas
en colon sin causar dafio a los fibroblastos. Por otro lado, se ha reportado la
funcionalizacion de IONPs con resveratrol (un antioxidante natural presente en
nueces, uvas y vino) y evitaron la proliferacion de células cancerigenas después de

24 h utilizando concentraciones de 50 uM (Salem et al. 2019).

Por otra parte, la hipertermia consiste en la generacion de calor mediante un campo
magnético externo donde las IONPs pueden generar efectos térmicos ayudando a
la destruccion de biopeliculas y células cancerigenas (Carrey et al. 2011). Por
ejemplo, Ramirez-Nufiez funcionalizaron IONPs usando extractos de canela y
vainilla, estas nanoparticulas fueron usadas para hipertermia en modelos in vitro
causando una reduccion del 88% de celulas BV-2 después de 30 min. También se
ha reportado la funcionalizacion de IONPs con galato de epigalocatequina
(compuesto natural presente en té verde) mostrando su eficiencia como agente de
contraste, vehiculo de liberacion y en la hipertermia sobre tumores de prostata de
raton (Yin et al. 2017).

4.2.2.2. Aplicaciones en el medio ambiente

Las IONPs sintetizadas a partir del extracto de hojas de té verde han demostrado
su efectividad para la eliminacién de colorantes organicos como el azul de metileno
y el naranja de metilo en medio acuoso. Ademas, son muy eficaces en la eliminacion
de colorantes catiénicos y anidénicos en un amplio intervalo de concentraciones de
10 a 200 mg/L (Shahwan et al. 2011).

Por otro lado, El-Said y colaboradores (2017), funcionalizaron IONPs con TEOS y
extracto de hojas de té verde las cuales fueron utilizadas para el tratamiento de
agua, estas nanoparticulas mostraron una eliminacion del 99% de lindano usando
90 mg/L.
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Otro ejemplo fue reportado por Ramesh y colaboradores (2018) donde
funcionalizaron IONPs con extracto de Zanthoxylum armatum DC el cual sirvio como
agente reductor y de remocion. Estas nanoparticulas se utilizaron en la eliminacion

de azul de metileno mostrando una capacidad de adsorcion de 10.4112 mg/g.

4.2.2.3. Aplicaciones en la industria alimentaria

Las IONPs han demostrado su importancia en areas como la medicina o la
remediacion del medio ambiente. Sin embargo, en la industria alimentaria no existen
muchos estudios por lo que podria convertirse en un &rea de investigacién con
grandes expectativas. Alavi y colaboradores (2019) utilizaron los extractos de
Artemisia haussknechtii para la sintesis de IONPs, las nanoparticulas mostraron
efecto antioxidante y antimicrobiano contra cepas de E. coli ATCC 25922, S.
marcescens. ATCC13880 y S. aureus ATCC 43300.

Recientemente, Bhuiyan y colaboradores (2020) reportaron la sintesis verde de
IONPs con extracto de hojas de Carica papaya, estas nanoparticulas expusieron
actividad antimicrobiana contra cepas de Klebsiella spp., E. Coli, Pseudomonas spp.

y S. aureus.

4.2.3. Toxicidad de IONPs

Los iones de hierro tienen diferentes roles en el proceso fisioldgico como sintesis
de ADN, transporte de oxigeno, respiracion celular y funciones metabdlicas a nivel
del sistema nervioso central. Por el contrario, la toxicidad de IONPs implica la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que afectan a las

macromoléculas y organelos de las células (Yarjanli et al. 2017).

Durante este proceso los iones de Fe?* reaccionan con H202 generando ROS
(reaccion de Fenton). Posteriormente, la alta concentracion de ROS provoca una
cascada de eventos como la liberacion de mas iones de hierro y efectos
perjudiciales sobre la membrana lisosomal, peroxidacion lipidica, dafio de proteinas,
rotura de cadenas de ADN y degradacion de bases, mutaciones o translocaciones
a nivel nuclear. Ademas, la concentracion de iones de hierro facilita la apoptosis a

través de las mitocondrias. También, la acumulacién de hierro contribuye a las
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enfermedades neurodegenerativas, debido a la agregacion de proteinas como AB y

a-sinucleina (Yarjanli et al. 2017; Niu et al. 2019).

Sin embargo, la toxicidad de IONPs depende del tamafio, concentracion, carga
superficial, y los grupos funcionales en el recubrimiento (Arias et al. 2018; Ansari et
al. 2017). Por ejemplo, Yin y colaboradores (2017) realizaron un ensayo de toxicidad
en ratones portadores los cuales fueron sacrificados y sus principales érganos,
como el corazén, higado, bazo, pulmones y rifiones. Los resultados demostraron
que los 6rganos principales, en todos los grupos de experimentos, no mostraron

toxicidad significativa en comparacion con el grupo de control.

Por otro lado, Ghorbani y colaboradores (2018) llevaron a cabo un ensayo de
hemdlisis donde las IONPs funcionalizadas con curcumina desarrollaron una
actividad hemolitica mas baja en comparaciéon con las IONPs sin curcumina, lo cual
podria explicarse por la carga negativa de la superficie de la nanoparticula. Ademas,
realizaron un ensayo de complemento y activacion plaquetaria con la finalidad de
evaluar reacciones de hipersensibilidad y la generacion de trombosis. Las IONPs
funcionalizadas con curcumina fueron menos propensas a causar la activacion del

complemento e impiden la activacion plaquetaria.

Otro estudio reportado por Dai y colaboradores (2017) mostraron una actividad
hemolitica extremadamente baja (<5%) en IONPs recubiertas con lignina y
resveratrol, lo que podria estar asociado por la presencia de lignina. Ademas,
utilizaron un indicador de respuesta de hipersensibilidad que no demuestra cambio
significativo en comparacion con el grupo de control. Por lo tanto, estas
nanoparticulas han demostrado poseer buena biocompatibilidad. A pesar de las
numerosas aplicaciones de las IONPs funcionalizadas con compuestos naturales
de plantas, no se dispone de suficiente informacion sobre su toxicidad. y

degradacion en el organismo.
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4.3. Metodologia experimental
4.3.1. Sintesis de nanoparticulas de FesOs@TEOS@alicina

Para la sintesis de las nanoparticulas FesO4s@TEOS@alicina se pesaron 500 mg
de nanoparticulas FesO4s@TEOS (las cuales se obtuvieron considerando las
condiciones éptimas) y se mezclaron con 1 mL del extracto optimizado de Allium
sativum durante 30 min a temperatura ambiente. Las particulas obtenidas se
separaron con un iman de neodimio y se lavaron con agua destilada y se secaron

en la estufa a 35°C por 24 h.

4.3.2. Caracterizaciéon de las nanoparticulas de 6xido de hierro
4.3.2.1. Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR se obtuvieron en un espectrofotometro FT-IR Spectrum GX de
Perkin Elmer y a partir de una pastilla de KBr, mezclando la muestra (nanoparticulas
de Fes304, FesO4@TEOS y FesO4s@TEOS@alicina) con KBr en relacion 1:100 en la
region entre 4000-400 cm™.

4.3.2.2. Difraccion de rayos X de polvos

Para las nanoparticulas Fe3Os4, Fe3Os@TEOS y Fe3sO4@TEOS@alicina se
determind la composicién y la estructura cristalina del material por difraccion de
rayos X (DXR) de polvos, con la finalidad de observar diferencias entre los métodos.
Para ello, la muestra previamente seca se colocd y se distribuyé de manera
uniforme en un portamuestras. Posteriormente, se realizé el analisis de la muestra
en un difractdmetro Equinox 2000 durante 5 min utilizando radiacién de cobalto
(Ka=1.789010 A) a 30 kV y 20 mA.

Para visualizar el patrén de difraccién obtenido para cada una de las muestras y
comparar con los difractogramas estandar de la base de datos de cristalografia
(COD) se utilizé el programa Match ! 3 (Crystal Impact, Alemania).
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4.3.2.3. Potencial Zeta

La medicion de potencial Z se realizé en un equipo Malvern Zetasizer nano-sz. Las
medidas se realizaron a diferentes valores de pH en el intervalo de 2-11. El control
de pH se realiz6 mediante un autotitulador Malvern modelo MPT-3 con soluciones
de HCl y NaOH 0.1 M.

4.3.2.4. Termogravimetria

El andlisis termogravimétrico se realiz6 en el equipo TGA modelo Q-2950 marca TA
instruments, USA utilizando atmésfera de nitrdgeno a 50 mL/min para un intervalo
de temperatura de 25 hasta 800°C y una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
Se analizaron las nanoparticulas FesOa, FesO4s@TEOS y FesO4s@TEOS@alicina

4.3.2.5. Microscopia Electrénica de Transmision

El tamafio y morfologia de las nanoparticulas Fes3Os4, Fe3Os@TEOS vy
FesO4@TEOS@alicina se observaron en un equipo TEM JEOL JEM2010 de 200
kV con alta resolucién. El andlisis de las micrografias se realiz6 mediante el
programa ImageJ Software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA).

4.3.2.6. Magnetometria de muestra vibrante

La magnetizacion y coercitividad de la muestra se determind con el magnetometro
High sensitive Quantum Design MPMS 3 SQUID a diferentes temperaturas. Se
analizaron las nanoparticulas Fe3O4, FesO4s@TEOS y FesO4s@TEOS@alicina. Se
realizaron mediciones de magnetizaciéon por calentamiento con enfriamiento de
campo cero (ZFC) y enfriamiento de campo (FC) dependientes de la temperatura
en el rango de temperatura de 2 a 300 K y las mediciones de magnetizaciéon

dependientes del campo se realizaron a temperaturas de 2 Ky 300 K.
4.3.2.7. Prueba de recubrimiento

Con la finalidad de corroborar la presencia de compuestos antioxidantes en las

nanoparticulas de Fe3Os@TEOS, se mezclaron diferentes cantidades de
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FesO4@TEOS (50, 100,150, 200, 250 mg) con el extracto optimizado de ajo por 30
min. En cada una de las mezclas se separaron las nanoparticulas con un iman de
neodimio y se recolectd el sobrenadante. Posteriormente, se evalu6 la capacidad

antioxidante via DPPH* y ABTS* de los sobrenadantes obtenidos.

Para ello se mezclaron 0.2 mL del sobrenadante con 2.8 mL del reactivo DPPH* por
1 h. Més tarde, a la solucion se le midid la absorbancia a 512 nm. La actividad
antioxidante via ABTS* se realiz6 de la siguiente manera: se mezclaron 0.1 mL del
sobrenadante con 3.9 mL de reactivo ABTS por 6 min. después, se midio la
absorbancia a 734 nm. Ademas, se determin0 la concentracion de la alicina
mediante la metodologia anteriormente mencionada. Previo a la lectura de
absorbancia, cada una de las mezclas se filtr6 con un microporo (0.2 pum). Los

analisis se realizaron por triplicado.
4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Caracterizacién de nanoparticulas
4.4.1.1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Una vez obtenidos los soportes magnéticos funcionalizados optimizados, se realiz6
el andlisis por espectroscopia en el infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR),
el espectro obtenido se muestra en la Figura 4.2.

En la Figura 4.2A se observa la banda caracteristica de Fe-O a 613 cm! (Mishra et
al. 2014) mientras que no se observan las bandas 525 y 450 cm™ (525 y 450 cm™)
las cuales indican presencia de hematita (Davar et al. 2016). Por otro lado, la
vibracion Si-O se encuentra presente en la Figura 4.2B a 1104 cm* (Mashhadizadeh
et al. 2013). Rath y Sen (2019) sintetizaron nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con alicina mostrando la presencia de bandas a 603, 1031, 1403,
1645 y 3368 cm™ las cuales corresponden a la presencia de enlaces -CH de
alquinos, -SO2 de sulfonas, -OH de carboxilatos, -C=0 de péptidos y grupos

hidroxilos.
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Fe;:0O4@TEOS@alicina
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En el espectro mostrado en la Figura 4.2C se observa que las bandas entre 1000-
1100 cm* son similares pero el pico de la muestra de FesOs@TEOS@alicina es
ligeramente mayor comparado con la muestra FesO4@TEOS. Por otra parte, las
tres muestras presentan picos en 1630 y 1450 cm los cuales estan asociados con
la presencia de agua absorbida y NH4OH residual (Huang et al. 2014, Khoshenevisa
et al. 2012). Los resultados mostrados sugieren la presencia de alicina del extracto

de ajo en la superficie de las nanoparticulas de FesO4@TEOS@alicina.
4.4.1.2. Difraccion de Rayos X de polvos

La Figura 4.3 muestra los difractogramas obtenidos de las diferentes
nanoparticulas. Para la magnetita se observan los picos caracteristicos en (220),
(311), (400) y (422), los cuales corresponden con el espectro de difraccion estandar
de Fe304 (JCPDSPDF#19-0629) (Yang et al. 2018; Wang et al. 2017). Las sefales
de XRD presentan estructura cristalina y las fases corresponden a una estimacion
semicuantitativa de magnetita. Por lo tanto, se puede considerar que las
nanoparticulas FesOs@TEOS@alicina presentan fase de magnetita debido a que

todo el polvo obtenido es atraido por un iman.
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Figura 4.3. Difractogramas de las nanoparticulas obtenidas comparado con el patron de

difraccion estandar de magnetita (rojo)
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4.4.1.3. Potencial Zeta

Las medidas del potencial Z (0) sirven para estimar la estabilidad de la suspension
coloidal y dependen del comportamiento que presentaron en suspension con

respecto al pH (Cosgrove, 2010).

Por otro lado, una gran superficie de contacto esta relacionada con la estabilidad
coloidal mientras que altos valores de { (positivos 0 negativos) indican buena
dispersion y poca aglomeracion durante el almacenamiento. Generalmente, las
nanoparticulas utilizadas en aplicaciones biomédicas deben evitar la adsorcion con
proteinas u otras macromoléculas bioldgicas. Ademas, las IONPs sin recubrimiento
tienden a aglomerarse por su gran area superficial y fuertes interacciones

magnéticas (Hu et al., 2018).

La Figura 4.4 muestra los cambios en la estabilidad de nanoparticula de
FesO4@TEOS@alicina. Los resultados indican valores negativos de ¢ cuando el pH
es mayor a 6 mientras que se observan valores de  cercanos a 0 cuando el pH es
menor a 5. Esto podria estar relacionado con la estabilidad de alicina en la superficie
de la nanoparticula debido a que valores de pH &cidos (<4) o basicos (210)
descomponen rapidamente a la alicina (Mishra et al., 2000).

—— Potencial Zeta promedio (mV) e Potencial Zeta (mv)

Potencial Zeta (mV)
S

pH
Figura 4.4. Variacién de potencial zeta de las nanoparticulas de 6xido de hierro en

suspension en funcion del pH.
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La carga superficial de las nanoparticulas determina su distribucion y asimilacion en
el cuerpo. Las cargas neutrales interacttan minimamente con las proteinas
plasmaticas y favorecen la circulacion de las IONPs en el flujo sanguineo (Reddy et
al., 2012). Por otra parte, la recepcion celular se facilita cuando la membrana de las
células tiene una ligera carga negativa la cual interactia con la superficie positiva

de las IONPs mediante atracciones electrostaticas (Yew et al.2018).

Ademas, las IONPs con carga negativa interactuan facilmente con las células y son
internalizadas por endocitosis (Billotey et al., 2003). Por lo tanto, la carga y la
estabilidad de IONPs en las aplicaciones biomédicas se puede mejorar a través del
revestimiento de la superficie. Los resultados sugieren que las nanoparticulas de

Fe304@TEOS@alicina pueden ser utilizadas en aplicaciones biomédicas.
4.4.1.4. Termogravimetria

En la Figura 4.5A se muestra el andlisis termogravimétrico de las nanoparticulas de
Fes0a4. La primera derivada muestra un unico pico, el cual esta asociado con una
pérdida de peso (aproximadamente 12%), la cual se identifica a temperaturas
menores de 250°C. Este fendmeno se debe a la presencia de moléculas pequefias
como agua o etanol, las cuales pueden quedar en la superficie de la nanoparticula
(Li et al. 2002).

Por otro lado, en la Figura 4.5B se muestra el analisis termogravimétrico de la
muestra de FesO4@TEOS. La primera derivada presenta dos picos diferentes: el
primero tiene un maximo en 180°C mientras que el segundo se encuentra alrededor
de los 300°C. Ademas, se observa una pérdida de peso hasta los 350°C mostrando
una pérdida de masa de aproximadamente 11%. El recubrimiento de TEOS
presenta alta porosidad dificultando la volatilidad de las moléculas pequefias como
agua o etanol debido a que quedan atrapadas en la superficie de la nanoparticula
(Villa et al. 2016).
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Figura 4.5. Termogravimetria de nanoparticulas de FesOs, FesOs@TEOS y Fe:04@TEOS@alicina
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En la Figura 4.5C se muestra el andlisis termogravimétrico de la muestra de
Fes04@TEOS@alicina. La pérdida de peso se identifica a bajas temperaturas hasta
los 350°C con una pérdida de masa (aproximadamente 14%). La primera derivada
presenta tres picos: el primero esta localizado cerca de los 180°C, el cual ya fue
explicado previamente. El segundo pico se muestra inmediatamente después del
primero exhibiendo una pérdida de peso hasta los 270°C. Finalmente, el tercer pico
esta en el intervalo de 270-400°C. La pérdida de masa es mayor comparada con los
termogramas presentados anteriormente, lo cual puede ser asociado a la
descomposicion de la molécula de alicina. Sin embargo, no hay muchos estudios

donde se analice la estabilidad térmica de la alicina.

Hassanzadeh et al. (2018) reportaron el analisis termogravimétrico de extracto de
ajo y concluyeron que en el intervalo de 190-340°C se produce una pérdida de
masa, la cual estd asociada con la degradacion de moléculas residuales de

compuestos volatiles presentes en el ajo como los compuestos organosulfurados.

Ademas, Rath y Sen (2019) sintetizaron nanoparticulas de Fe3O4 funcionalizadas
con extracto de ajo reportando una reduccion de peso del 25% cuando la
temperatura pasé de 110 a 600°C debido a la pérdida de agua y moléculas del
extracto de ajo. Los resultados de este trabajo muestran una reduccion de peso del
14 % lo cual puede ser asociado con la presencia de TEOS. La incorporaciéon de
SiO2 en las nanoparticulas de FesOs puede proteger compuestos bioactivos y

mejorar su liberacion controlada (Zhou et al. 2018).
4.4.1.5. Microscopia Electronica de Transmision

La Figura 4.6A muestra el tamafio y la forma de las nanoparticulas de Fe3Oas, se
observan muchas zonas alineadas lo que esta asociado a una estructura cristalina
y la distancia entre capas (valor d) fue de aproximadamente 4.789 A. Por otro lado,
la Figura 4.6B muestra el tamafio y la forma de las nanoparticulas de FesO4s@TEOS,
se observan pocas zonas alineadas, al realizar un acercamiento se observa un
patrén, el cual estd asociado a una estructura cristalina y el valor d fue de

aproximadamente 2.018 A.
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Finalmente, la Figura 4.6C muestra el tamafio y la forma de las nanoparticulas de
FesO4@TEOS@alicina, se observan muchas zonas alineadas, las cuales se
asocian a estructuras cristalinas y el valor d fue de aproximadamente 4.426 A. De
acuerdo con el analisis de microscopia, las tres muestras presentan estructuras
hexagonales y tamafios de aproximadamente 16 nm. También, los valores d
corresponden a los planos 111, 311 y 200, los cuales son valores cercanos a los

calculados por el analisis DRX.

El tamafio de las IONPs es uno de los parametros mas importantes en las
aplicaciones biomédicas debido a que influye en la farmacocinética y biodistribucién
de las nanoparticulas en el flujo sanguineo. Por ejemplo, lannone y colaboradores
(1991) administraron mediante inyeccion intravenosa IONPs funcionalizados con
dextrano de tamafio de 40 y 200 nm. Los resultados mostraron un rapido
aclaramiento renal en las particulas de 200 nm mientras que las particulas de 40
nm mostraron un lento aclaramiento facilitando su biodistribucién y direccionamiento
en un sitio especifico en el organismo. En este trabajo se obtuvieron tamafios de 16
nm por lo que las nanoparticulas FesOs@TEOS@alicina podrian utilizarse en

aplicaciones biomédicas.
4.4.1.5. Magnetometria

En la Figura 4.7A y 4.7B se muestra la curva de magnetizacion (M) vs el campo
magnético (H) a 2 y 300 K. Cuando la temperatura es de 2 K se observa que la
saturacion de magnetizacion (Ms) de la muestra de FesO4 es de 0.2 emu/g. Por otro
lado, las nanoparticulas de FesO4@TEOS y FesO4@TEOS@alicina presentan una
Ms méas baja (0.07 emu/g). Los recubrimientos no son magnéticos por lo que
disminuyen la polarizacion de las IONPs por lo que se comprueba la modificacion

de la nanoparticula de FesOa.

Cuando la temperatura es de 300 K, la muestra FesO4 presenta una Ms baja (0.17
emu/g) lo cual se debe al aumento de la temperatura (Figura 4.7B). Por otro lado,
las muestras de FesO4s@TEOS y FesO4@TEOS@alicina muestran una Ms de 0.5

emu/g debido a que no son materiales magnéticos debido a la polarizacion. Rath y
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Sen (2019) reportaron que la incorporacion de moléculas del extracto de ajo
disminuye la magnetizacion debido a la naturaleza no magnetica de los compuestos

del ajo lo cual disminuye las interacciones de intercambio en el nicleo magnético.
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Figura 4.7. Magnetogramas de Fes3Oa4, FesO4@TEOS y FesO4@TEOS@alicina

La Figura 4.7C muestra la dependencia de la magnetizacion con la temperatura
para todas las muestras. Cuando la magnetizacion por calentamiento ZFC aumenta
se observa que alcanza un punto maximo llamado temperatura de bloqueo (TB). En
este punto, el momento magnético de las nanoparticulas no se relaja durante el
tiempo de medicion (Zhang et al. 2009). Las nanoparticulas de Fe3O4 mostraron una
curva FC prolongada en comparacidon con las muestras funcionalizadas,
demostrando su recubrimiento con TEOS y alicina. Los resultados sugieren la

presencia de alicina en la superficie de las IONPs.
4.4.1.6. Prueba de recubrimiento

En la Figura 4.8A se observa como disminuye la concentracién de alicina conforme
aumenta la cantidad (mg) de FesO4@TEOS. Cuando no se afiaden nanopatrticulas,
el sobrenadante tiene una concentracion 0.34+0.09 mM pero al afiadir 250 mg
FesO4@TEOS la concentracion del sobrenadante es de 0.20+0.05 mM. La
disminucién de la concentracion puede estar asociada con la incorporacion de

alicina sobre la superficie de las nanoparticulas.

Por otro lado, la actividad antioxidante via DPPH* muestra un aumento del
remanente del reactivo conforme se incrementa la cantidad (mg) de FesO4s@TEOS.

El sobrenadante libre de nanoparticulas muestra un porcentaje de DPPH*
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remanente de 52% mientras que al aumentar la cantidad de FesO4s@TEOS a 250
mg el porcentaje de DPPH* remanente aumenta hasta el 71%. Este comportamiento
indica que los compuestos con actividad antioxidante se incorporan a las

nanoparticulas (Figura 4.8B).

Con respecto al analisis ABTS*, se observa un comportamiento similar, la actividad
antioxidante aumenta cuando se afiade mas cantidad de Fe3Os@TEOS. El
sobrenadante libre de nanoparticulas muestra una actividad antioxidante de 32. Sin
embargo, cuando la cantidad de particulas de FesO4@TEOS aumenta a 250 mg, la
actividad antioxidante disminuye a 17 mostrando que los compuestos con

capacidad antioxidante se incorporan a las nanoparticulas (Figura 4.8C).
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Figura 4.8. (A) Concentracion de la alicina vs mg de Fes04s@TEOS. (B) % DPPH remanente vs mg
de FesO4@TEOS. (C) Actividad ABTS* vs mg de FesO.@TEOS

Como se menciond anteriormente, la incorporacion de fitoquimicos en IONPs puede
mejorar su solubilidad y estabilidad quimica. Ademas, la funcionalizacién de las
nanoparticulas con este tipo de compuestos presenta una alta citotoxicidad en las

células cancerosas, en comparacion con las células normales.
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4.5. Conclusiones generales

Se obtuvieron las condiciones Optimas para la extracciéon de alicina de Allium
sativum y conseguir la mayor concentracién. Por otro lado, se establecieron las
condiciones Optimas para la sintesis y funcionalizacion de FesO4@TEOS para
obtener el menor tamafio de particula. Ademas, los extractos se utilizaron para la

incorporacion de alicina sobre la superficie de las nanoparticulas.

Finalmente, se realiz6 la caracterizacion de las Fe3:O4@TEOS@alicina
demostrando que el proceso de funcionalizacion se llevd a cabo de manera
satisfactoria. Por ello, este tipo de soportes podria ser una buena alternativa para

aplicaciones bioldgicas o en tecnologia alimentaria.
Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos durante el desarrollo de este proyecto, se

presentan a continuacion las perspectivas:

1. Desarrollar un estudio in vitro con la finalidad de evaluar el efecto terapéutico

de las nanoparticulas de FesO4@TEOS@alicina

2. Realizar un estudio farmacocinético y/o distribucién de las nanoparticulas de
Fes04@TEOS@alicina.

3. Explorar nuevas aplicaciones de las nanoparticulas de
Fes04@TEOS@alicina como antimicrobiano o nano fertilizante para plantas.
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