Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo

Facultad de Quimico Farmacobiologia
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas
Opcion en: “Biotecnologia Alimentaria”

TESIS

“Estudio de la estabilidad del acido folico contenido en nanofibras
de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno obtenidas por
electrohilado”

Para obtener el grado de: Doctora en Ciencias Biologicas

Presentada por:
M.C. Karen Aloha Zavala Castillo

Directora de tesis: D.C. Nelly Flores Ramirez
Co-director de tesis: D.C. Salomon R. Véasquez

Morelia, Michoacan. Julio de 2024.



UMSNH

RESUMEN

“Estabilidad del acido folico contenido en nanofibras de carboximetilcelulosa-
6xido de polietileno obtenidas por electrohilado”

El acido folico (AF) es esencial para prevenir enfermedades y malformaciones
congénitas durante el embarazo, obteniéndose a través de alimentos fortificados. Sin
embargo, su estructura se degrada por radiacion ultravioleta, pH acido y altas temperaturas
en la industria alimentaria. Este estudio busca preservar su integridad mediante su interaccion
con carboximetilcelulosa (CMC) y 6xido de polietileno (PEO) en nanofibras obtenidas por
electrohilado. El andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier FTIR
reveld puentes de hidrogeno entre carboximetilcelulosa y o6xido de polietileno, y
posiblemente un enlace amida entre carboximetilcelulosa y AF. La microscopia electronica
de barrido (MEB) mostro6 fibras sin acido folico con diametro promedio de 119 nm, mientras
que con acido folico disminuy6 a 88 nm, con eficiencia de encapsulado del 94.5%. La
estabilidad del acido folico en las nanofibras ante UV y pH acido fue mayor que en el acido
folico sin proteccion. Termogravimetria (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)
demostraron proteccion térmica de las nanofibras con &acido folico, con interferencia
reciproca entre CMC y PEO, y mejorada estabilidad térmica e influencia en la temperatura
de fusion y el calor de fusion. La liberacion del AF de las nanofibras fue mayor a pH 3.0 que
a 1.2 en condiciones in vitro, con 95% de liberacion a pH 7.6, similar a las condiciones

intestinales.

Palabras clave: vitamina B9, fotoestabilidad, biopolimero, degradacion, nanoestructura.
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ABSTRACT

Folic acid (AF) is essential for preventing diseases and congenital malformations during
pregnancy, obtained through fortified foods. However, its structure degrades due to
ultraviolet radiation, acidic pH, and high temperatures in the food industry. This study aims
to preserve its integrity through interaction with carboxymethylcellulose (CMC) and
polyethylene oxide (PEO) in electrospun nanofibers. Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) analysis revealed hydrogen bonds between carboxymethylcellulose and
polyethylene oxide, and possibly an amide linkage between carboxymethylcellulose and AF.
Scanning electron microscopy (SEM) showed fibers without AF with an average diameter of
119 nm, while with AF decreased to 88 nm, with an encapsulation efficiency of 94.5%. The
stability of AF in nanofibers against UV and acidic pH was higher than in unprotected folic
acid. Thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC)
demonstrated thermal protection of nanofibers with AF, with reciprocal interference between
CMC and PEO, and improved thermal stability influencing the melting temperature and
enthalpy. The release of AF from nanofibers was higher at pH 3.0 than at 1.2 under in vitro

conditions, with 95% release at pH 7.6, similar to intestinal conditions.

Keywords: nanofibers, electrospinning, folic acid, carboxymethylcellulose
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GLOSARIO DE TERMINOS
Disolvente. Liquido empleado para disolver una o mas sustancias y obtener una disolucion.

Eficiencia de encapsulacion. Se refiere la cantidad del compuesto que fue cargado,
relacionada con la concentracion inicial utilizada.

Enlace por puente de hidrdgeno. Es un tipo de interaccion electrostatica donde el hidrogeno
forma un enlace covalente con un atomo electronegativo como el oxigeno y adquiere una
carga positiva parcial. Esta carga positiva parcial del hidrégeno puede interactuar con otro
atomo electronegativo y los tres atomos se alinean formando un puente de hidrogeno.
Nanoencapsulacion. Consiste en atrapar un compuesto bioactivo en el interior de una matriz
o agente encapsulante (generalmente un polimero) y de esta manera transportarlo y
protegerlo de factores ambientales y de procesamiento.

Solucion o disolucion. Es una mezcla homogénea conformada por dos 0 mas sustancias.
Transicion térmica. Consiste en los cambios energéticos que experimenta un material
polimérico por efecto de la temperatura, es decir, cuando se calienta o enfria.

Viscosidad. Es una propiedad que presentan los liquidos para fluir, es decir la facilidad o

dificultad que tienen para moverse.
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CAPITULOI.
INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La deficiencia nutricional de 4cido folico conlleva a la aparicion de padecimientos
cardiovasculares, algunos tipos de cancer, anemia megaloblastica, problemas neuroldégicos,
defectos del tubo neural durante la gestacion (Henry et al., 2017; Ferrazzi et al., 2020) y en
los ultimos afios, se ha investigado su posible participacion en problemas de fertilidad
masculina (Najafipour et al., 2017; Yuan et al., 2017). Dada su gran importancia para el ser
humano, hoy en dia, los principales recursos dietético de acido folico son los suplementos
alimenticios y los alimentos fortificados de alto consumo como la harina de maiz para
facilitar su consumo adecuado (Naderi et al., 2018). Sin embargo, el acido fdlico es
degradado durante la elaboracion de este tipo de alimentos ya que se afiade de forma directa
y su estructura quimica resulta dafiada cuando se encuentra en medios acuosos con pH acido
(rango de pH de 3 a 5.8), cuando se expone directamente a luz ultravioleta durante algunos
procesos de esterilizacion y/o temperaturas elevadas, lo cual provoca que pierda su efecto
benéfico sobre la salud humana (Off et al., 2005; Vora et al., 2007; Neves et al., 2019;
Crnivec et al., 2020; Pamunuwa et al., 2021). Por lo tanto, diversos estudios han propuesto
proteger de una manera mas eficiente diversos compuestos bioactivos termolébiles e
hidrosolubles como las vitaminas a través del empleo de nanofibras fabricadas por medio del
método de electrohilado (Behrouz y Tucker, 2015; Pérez et al., 2015; Mohammadi et al.,
2020) sin modificar las caracteristicas organolépticas de los alimentos fortificados. Con
respecto al acido folico, diversos reportes mencionan un incremento en su estabilidad frente
a algunos de los factores que causan su degradacion después de ser encapsulado en nanofibras
con matrices poliméricas naturales como almidon (Borah et al., 2019; Fonseca et al., 2020),
alginato-pectina (Pamunuwa et al., 2020), zeina (do Evangelho et al., 2019), caseina
(Malekhosseini et al., 2019), aislado de proteina de amaranto (Amaranthus hypochondriacur
L.) con pululano (Aceituno et al., 2015) y entre los polimeros sintéticos usados para dicho
fin se menciona el uso del alcohol polivinilico-alginato, alcohol polivinilico-gelatina (Parin
et al., 2021), alginato-pectina-6xido de polietileno (Alborzi et al., 2014), entre otros. No

obstante, son escasos los reportes actuales acerca de la liberacion del acido folico

-1-|Padgina



UMSNH

encapsulado en nanofibras bajo condiciones de pH similar al encontrado en el tracto
gastrointestinal. Asimismo, hay pocos estudios que mencionen una proteccion del acido
folico conferido por nanofibras poliméricas frente a los tres principales factores que causan
su degradacion, ya que solo se menciona alguno de ellos. Por lo tanto, en el presente trabajo
se estudiod si es posible reducir la degradacion del acido félico en nanofibras electrohiladas
al emplear como matriz una mezcla de carboximetilcelulosa (polisacarido) con 6xido de
polietileno (polimero sintético) ademds de permitir una liberacion adecuada en condiciones
de pH similares al gastrointestinal en ausencia de enzimas. Se optd por la
carboximetilcelulosa (CMC) debido a que es un polielectrolito aniénico derivado de la
celulosa, ampliamente usado en la industria farmacéutica y alimentaria, principalmente se
debe a sus propiedades no tdxicas, facil de manejar, de costo accesible, estable en condiciones
acidas, disponible en varios grados de viscosidad y capaz de atrapar altos niveles de firmaco
(El-Newehy et al., 2016; Pettignano et al., 2019). Asimismo, el 6xido de polietileno (PEO)
ademas de ser un polimero sintético, también se considera biocompatible y no idnico, lo cual
ayuda a reducir las fuerzas repulsivas entre las cadenas poli-anionicas de la
carboximetilcelulosa y promueve la generacion de fibras més uniformes con menor presencia

de defectos (Basu et al., 2017; Gasparic et al. 2020; Maver et al., 2020).

1.2 Objetivo general

Preservar la integridad de la estructura molecular del 4cido félico a través de su
interaccion con carboximetilcelulosa-6xido de polietileno en nanofibras obtenidas por
electrohilado para evitar su degradacion por radiacion ultravioleta, medios acidos y elevadas

temperaturas.

1.2.1 Objetivos particulares
e Obtener nanofibras de carboximetilcelulosa con 6xido de polietileno a través del
proceso de electrohilado convencional bajo condiciones controladas.
e Generar nanofibras de carboximetilcelulosa, 6xido de polietileno y acido folico a

través del proceso de electrohilado empleando una solucion bicomponente.
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e Determinar el arreglo morfoldgico y estructural de las diversas nanofibras obtenidas,
a través de microscopia electronica de barrido (MEB) y mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

e Evaluar el efecto de proteccion conferido por las nanofibras obtenidas sobre la
estabilidad estructural del acido folico frente a factores como la radiacion ultravioleta,
estrés térmico y medios acidos, mediante espectrofotometria ultravioleta-visible
(UV-Vis), termogravimetria (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

e Conocer la eficiencia de la interaccion del acido foélico en las nanofibras de
carboximetilcelulosa/ 6xido de polietileno, por medio de un perfil de liberacion

mediante espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis).

1.3 Justificacion de la investigacion

En México, se han implementado algunas medidas preventivas que pueden seguir las
mujeres para prevenir la apariciéon de malformaciones congénitas debido a que representan
una de las causas mds frecuentes de muerte en niflos y nifias que aun no han cumplido un
afo. Una de esas medidas se relaciona principalmente con mejorar su dieta para asegurar que
consuman una cantidad adecuada de vitaminas y minerales, especialmente de acido folico o
vitamina B9 desde la etapa reproductiva, durante el transcurso del embarazo y la lactancia,
ya que casi todos los embarazos no son planeados. Asimismo, en nuestro pais con el objetivo
de evitar la aparicion de defectos del tubo neural durante la gestacion, se puso en marcha la
fortificacion voluntaria con acido folico de las harinas de trigo y maiz (2 miligramos de acido
folico por cada kilogramo de harina) en 2008 (Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-
2008) (Rosado et al., 1999). Sin embargo, de acuerdo con lo reportado a través de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (2022), no se ha podido cumplir de manera satisfactoria con
el objetivo de aumentar el consumo de acido folico en mujeres en edad reproductiva debido
a que las mujeres de entre 19 y 39 afios mencionaron un bajo consumo bajo de alimentos
fortificados con acido folico, lo cual también se debe a que durante la elaboracién de este
tipo de alimentos industrializados, el acido f6lico podria ser degradado por efecto de las altas
temperaturas, radiacion ultravioleta, pH 4cido de algunos productos liquidos, entre otros. Por

consiguiente, ha surgido la necesidad de usar nanoestructuras como barreras fisicas que
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permitan proteger la estabilidad del acido folico frente a los factores que provocan su

degradacion para que pueda ejercer un efecto benéfico sobre la salud humana.

1.4 Planteamiento del problema

El estilo de vida actual ha propiciado que sea cada vez mas frecuente el consumo de
alimentos procesados, en la busqueda de comestibles faciles de preparar, de costo accesible
y nutritivos. Siendo los alimentos fortificados con vitaminas y minerales una opcion
adecuada para complementar la dieta basica de la poblacion y evitar una deficiencia
nutricional. Sin embargo, algunas vitaminas son sensibles a las altas temperaturas, a procesos
de esterilizacion, al pH acido de productos liquidos, entre otros. Por lo tanto, la industria
alimenticia ha recurrido al uso de la nanotecnologia para modernizar la proteccion de las
vitaminas durante la elaboracion de este tipo de alimentos sin modificar las caracteristicas
organolépticas de los productos finales. En este contexto se han realizado diferentes
investigaciones respecto a nanofibras polisacaridas con posibles aplicaciones alimentarias,
como matrices de transporte y liberacion que ofrecen proteccion a las vitaminas encapsuladas
contra su posible degradacion. Sin embargo, el éxito de este tipo de nanofibras para dicho fin
dependera de las caracteristicas fisicoquimicas de los polimeros, de la interaccion quimica
entre las vitaminas y la matriz empleada, del método de generacion de las nanofibras y al

producto so6lido o liquido al cual se desea incorporar.

1.5 Hipétesis
El 4cido folico después de su incorporacion al complejo carboximetilcelulosa-6xido
de polietileno en nanofibras evitara su degradacion por radiacion ultravioleta, medios acidos

y elevadas temperaturas a través de su adecuada interpenetracion en la matriz polimérica.
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CAPITULO II.
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En los ultimos afos, se han empleado tanto polimeros naturales como sintéticos en la
generacion de nanofibras electrohiladas para encapsular diferentes vitaminas hidrosolubles
como el acido folico para evitar su degradacion por factores ambientales y de procesamiento
industrial. Se encapsularon distintas concentraciones de acido folico en nanofibras de
almidon de papa mediante la técnica de electrohilado y se reporté que la morfologia de las
nanofibras se vio afectada por la presencia del acido félico. A mayor contenido de acido
folico fue menor la presencia de defectos en las nanofibras con un didmetro promedio en un
rango de entre 75 a 81 nm. La eficiencia de encapsulado fue de entre 73 y 95% conforme se
incremento la cantidad de 4acido folico. También se reportd que las nanofibras protegieron al
acido folico contenido frente a radiacion ultravioleta durante 1 h y se mantuvo estable al
alcanzar una temperatura de 310°C. Por ultimo, el mayor porcentaje de liberacion de acido
folico ocurridé en condiciones de pH alcalino similar al encontrado en el tracto intestinal
(Fonseca et al., 2020).

Por otro lado, se reportd el uso de nanofibras de quitosano con un polimero sintético
(polivinil alcohol) para encapsular 4cido folico y cuyo didmetro promedio fue de 75 nm con
una porosidad del 55%. Asimismo, los resultados termogravimétricos indicaron que la
presencia del acido folico disminuyo la degradacion de la matriz polimérica ya que actud
como un agente antioxidante a altas temperaturas. Finalmente, el acido folico tuvo una
liberacion mayor en condiciones de pH 8.04 (95.2%) en comparacion con condiciones de pH
5.44 después de 8h en dichas condiciones (Parin et al., 2021).

De igual importancia se utilizaron microfibras electrohiladas de Eudragit S 100
(polimero sintético) para encapsular acido folico, las cuales presentaron una superficie lisa
con baja presencia de defectos. Al incrementarse el voltaje empleado y la concentracion de
acido folico en solucion (1.25%) las microfibras fueron mas homogéneas sin porosidad. La
eficiencia de encapsulado fue del 90% y la resistencia a condiciones acidas fue mayor al

70%, es decir que se degrado un 30% del contenido total acido folico (Akhgari et al., 2022)
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2.2 Nanotecnologia en la industria alimenticia

Actualmente, se ha hecho evidente el empleo nanotecnolédgico en areas relacionadas
con la salud humana como la medicina, ingenieria de tejidos, entre otras. Sin embargo, se ha
popularizado su uso dentro de la industria alimentaria para prolongar el tiempo de vida util
de algunas frutas, para mejorar la calidad y seguridad alimentaria mediante biosensores.
Ademas de innovar en el desarrollo de productos nuevos denominados nanoalimentos, los
cuales contiene nanoparticulas o nanofibras que evitan la pérdida de compuestos volatiles
(que aportan sabor u olor), evitan el contacto entre ingredientes incompatibles al interior del

mismo alimento y de esta manera disminuir la pérdida de nutrientes (Dasgupta et al., 2015).

2.3 Nanoencapsulacion

La nanoencapsulacion es un método efectivo para proteger diversos compuestos
bioactivos de la degradacion ambiental mediante sistemas de liberacion controlada que van
desde varios micrometros a nandmetros (Dan, 2016). Se ha considerado a la
nanoencapsulacion como opcion viable para disminuir la inestabilidad quimica de diferentes
compuestos solubles en agua que pueden degradarse facilmente al ser incorporados a
productos liquidos, ademds de ser sensibles a oxidantes, frente a radiacion ultravioleta y

elevadas temperaturas como las vitaminas del complejo B (Soto y Lopez, 2011).

2.3.1 Métodos de nanoencapsulacién

Entere las técnicas mas empleadas para realizar la nanoencapsulacion de componentes
bioactivos dependen principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas tanto del material
de recubrimiento como del compuesto a encapsular, debido a que debe existir una
compatibilidad entre ambos materiales. Por consiguiente, los procesos de encapsulacion se
dividen en dos grupos principalmente: quimicos y mecéanicos. Con respecto a los procesos
quimicos se incluye la coacervacion, emulsion inversa, gelificacion i0nica, atrapamiento en
liposomas, etc; mientras que dentro de los procesos mecanicos se encuentra el secado por
aspersion (Santosh et al., 2020), liofilizacion (Nesterenko et al., 2013), destacando la técnica
de electrohilado por ser un proceso sencillo, versatil y escalable a nivel industrial

(Rostamabadi et al., 2020), entre otros.
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2.4 Proceso de electrohilado

El electrohilado es considerado como uno de los procesos mas simples en la
fabricacion de fibras poliméricas naturales y/o sintéticas ya que permite obtener didmetros
que se encuentran dentro del orden micrométrico o nanométrico. Este método ofrece la
ventaja de llevarse a cabo en condiciones ambientales, escalable a nivel industrial, es
econdémico y permite la encapsulacion de compuestos bioactivos termolabiles. El principio
basico de dicha técnica consiste en aplicar un campo eléctrico sobre un polimero en solucién
depositado en un capilar, con ayuda de una fuente de voltaje. Una vez que se carga
eléctricamente la solucion que sale del capilar, esta es atraida hacia el colector por diferencia
de potencial eléctrico formando el cono de Taylor, con lo cual es eyectado la solucion
polimérica y en su trayecto el solvente se evapora para dejar depositadas las fibras en el

colector, tal y como se ilustra en la Figura 1 (Okutan et al., 2014; Duque et al., 2014).
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Cono de Tavlor -

Capilar

Fibras

electrohiladas

Colector cilindrico

Fuente de voltaje

Figura 1. llustracion del proceso de electrohilado tradicional.

2.4.1 Equipo de electrohilado

Basicamente el equipo de electrohilado incluye cuatro partes como se ilustra en la
Figura 2 y en referencia a lo reportado por Rogina et al., (2014):
1) Una jeringa donde se carga el polimero en solucion sin burbujas y que se conecta a un
capilar o aguja con diametro interno variable de entre los 0.8 mm a 0.3 mm.

5) Una bomba de infusién donde se coloca la jeringa para suministrar un flujo constante.
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6) Una fuente de alto voltaje.
7) Un colector en forma de placa metalica conectada a tierra para recibir el material el
producto final electrohilado.

El equipo de electrohilado se puede colocar de forma horizontal o vertical de acuerdo
al espacio destinado al equipo e incluso a las condiciones ambientales. Uno de los problemas
mas frecuentes al momento de trabajar en forma vertical es la salida de gotas de la solucion
polimérica desde el capilar hacia la placa colectora, las cuales pueden caer sobre las fibras
depositadas haciendo que se mojen y se deforme la superficie del material colectado y se
tenga que interrumpir el proceso (Li et al., 2004). Las fibras fabricadas son estructuras
ultrafinas con didmetro micro o nanométrico cuyo ancho no supera los 50 nm debido a que
poseen una gran area superficial por unidad de masa y porosidad controlable. Estas
caracteristicas morfoldgicas hacen que las peliculas compuestas por fibras electrohiladas
sean consideradas como candidatos para diferentes aplicaciones como sistemas de

encapsulacion, de transporte y en la formacion de peliculas comestibles (Zhang et al., 2005).

2.5 Parametros del proceso
2.5.1 Voltaje aplicado

Un pardmetro crucial para llevar a cabo proceso de electrohilado, es el voltaje
eléctrico aplicado sobre el polimero en solucion. Se debe inducir la carga eléctrica necesaria
sobre el polimero en solucion depositado en el capilar para iniciar el proceso como tal debido
a que es importante cargar eléctricamente la superficie de la solucion para que sea traida
hacia el colector con carga contraria. Experimentalmente se ha comprobado que la forma
inicial de la gota cambia con el voltaje aplicado y se sugiere que al utilizar voltajes altos hay
mas eyeccion del polimero y esto facilita la formacion de una fibra con mayor o menor
diametro, dependiendo de las propiedades fisico-quimicas del polimero empleado (Son et al.,

2004).

2.5.2 Velocidad de flujo
La velocidad de flujo de la solucidon polimérica permite la formacion de fibras.
También puede influir en la morfologia y el tamano de las mismas, ademas se ha reportado

que a velocidades muy bajas, el flujo del polimero en solucién a través del capilar es
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insuficiente para reemplazar la solucion expulsada por lo cual no se puede mantener el cono
de Taylor y por lo tanto, el disolvente no alcanza a evaporarse de forma adecuada evitando
la formacion de fibras ultrafinas. Si se incrementa la velocidad de salida, puede ocurrir un
incremento en el tamafo de las fibras formadas y la aparicion de defectos en su morfologia

como perlas (Yuan et al., 2004).

2.5.3 Tipos de colectores

El colector empleado en el equipo de electrohilado es de suma importancia debido a
que actua como un soporte conductor donde se depositan las fibras conforme se van
generando. Comunmente se emplean placas cuadradas de aluminio como colectores o
cilindros de cobre. Sin embargo, en ocasiones resulta dificil retirar o despegar las fibras
depositadas en el colector por lo cual se debe emplear un material intermediario conductor
que facilite el retiro de las fibras. Por lo tanto, dependiendo de su aplicacion se pueden
emplear diferentes tipos de colectores como papel o tela conductora, mallas de alambre,

barras cuadriculadas o alineadas, cilindros giratorios, entre otros (Burger et al., 2006).

2.5.4 Distancia del capilar al colector

Tanto la morfologia como el didmetro de las fibras fabricadas pueden verse afectadas
por la separacidn existente entre la punta del capilar y el colector. Varios reportes mencionan
que es necesario establecer una distancia minima donde las fibras tengan el tiempo suficiente
para que se evapore el solvente y lleguen secas al colector, de lo contrario podrian llegar
hiimedas y fusionarse con las otras fibras ya depositadas en el colector. De igual manera, si
la distancia empleada es demasiado grande, se corre el riesgo de dar lugar a la formacion de
perlas o defectos a lo largo de las fibras. Por lo tanto, se debe establecer una distancia 6ptima
entre la punta del capilar y el colector para permitir que el solvente se alcance a evaporar y

se obtengan fibras continuas sin defectos (Jalili et al., 2005).

2.6 Parametros de la solucion polimérica
2.6.1 Concentracion
Para favorecer la fabricacion de fibras durante el proceso de electrohilado, es

necesario establecer la concentracion mas baja que se puede usar del polimero en solucién
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para lograr el electrohilado. Por otro lado, hay estudios que reportaron que a menor
concentracion de la solucion se da lugar a la formacién de particulas en vez de fibras y por
el contrario, a mayor concentracion se pueden obtener fibras con mayor didmetro. Por lo
tanto, se debe establecer la concentracion ideal de la solucion polimérica para realizar el
electrohilado correctamente ya que a bajas concentraciones la solucion es atraida en forma
de gotas en lugar de ser eyectada como un hilo y a altas concentraciones, las fibras generadas
pueden tener un mayor didmetro o presentar una forma no continua como si fuera cortada en
partes. Asimismo, tanto la tension superficial como la viscosidad de la solucion polimérica
son importantes para la fabricacion de fibras continuas y homogéneas (Bhardwaj y Kundu,

2010).

2.6.2 Peso molecular

Otro de los parametros importantes para facilitar el electrohilado de polimeros en
solucion es el peso molecular debido a que también tiene un efecto significativo sobre
algunas de las propiedades fisicas como la viscosidad, tension superficial, conductividad e
incluso la resistencia dieléctrica. Dicho parametro afecta la morfologia de las fibras
fabricadas y en algunos estudios, se menciona que generalmente, las soluciones poliméricas
con un peso molecular elevado son las ideales para realizar el proceso, ya que cuentan con la
viscosidad adecuada para la formacion de fibras, las cuales pueden presentar un diametro
mayor. También, se ha reportado que una solucién con un peso molecular demasiado bajo
tiende a formar perlas o defectos a lo largo de las fibras e incluso con un didmetro menor al

esperado (Bhardwaj y Kundu, 2010).

2.6.3 Viscosidad

La viscosidad del polimero en solucion es el pardmetro de mayor importancia para la
obtencion de tanto la morfologia como del didmetro adecuado dependiendo de la aplicacion
de las fibras. Hay reportes donde se menciona que si la viscosidad es demasiado baja no se
permite la formacion de fibras continuas y en contraste, cuando se tiene una viscosidad muy
elevada se presenta la dificultad de eyeccion de la solucion del capilar al colector propiciando
la ausencia de fibras generadas. Por lo tanto, resulta fundamental trabajar con una viscosidad

Optima para fabricar fibras con una morfologia adecuada ademas del didmetro deseado, lo
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cual va a depender de las propiedades del polimero en solucidn principalmente si se hace uso

de coadyuvantes que permitan facilitar el electrohilado de la solucién (Haghi y Akbari, 2007).

2.6.4 Tension superficial relativa

El tipo de solvente utilizado para la preparacion de cualquier solucion polimérica es
fundamental para el proceso de electrohilado debido a que debe evaporarse por completo. En
términos generales, se menciona que la presencia de defectos en las fibras se puede deber a
la presencia de una baja tension superficial. Mientras que la presencia de una tension
superficial elevada no permite el electrohilado por la inestabilidad en la eyeccion y dificultar
la fabricacion de fibras (Hohman et al., 2001). Por otro lado, dependiendo de la tension
superficial del polimero en solucion se debe considerar el campo eléctrico utilizado para que
pueda ser estirada hacia el colector. Sin embargo, una tension superficial baja no
necesariamente sera la ideal para el proceso de electrohilado también depende de los otros

parametros de la solucion (Pham et al., 2006).

2.6.5 Conductividad electrica

Dependiendo del tipo de polimero, el disolvente utilizado y de las sales ionizables
presentes, se establece la conductividad de la solucion polimérica. En diversos reportes se
menciona que al incrementarse la conductividad eléctrica se favorece la disminucion del
didmetro promedio de las fibras fabricadas. Por el contrario, la presencia de una
conductividad eléctrica baja da como resultado un alargamiento deficiente de la solucion

eyectada y por lo tanto se generan fibras no homogéneas con defectos (Demir et al., 2002).

2.7 Parametros ambientales

Otros parametros que afectan la fabricacion de fibras son la temperatura ambiental y
la humedad. Dependiendo del porcentaje de humedad, pueden aparecer poros de tamafio
variable sobre la superficie de las fibras. En general, a una baja humedad el disolvente podria
evaporarse mas rapido dependiendo de su volatilidad, lo cual podria ocurrir en el transcurso
de algunos minutos antes de que la punta del capilar se obstruya con el mismo polimero en

solucion. Por su parte, la temperatura puede aumentar la velocidad de evaporacion
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provocando una disminucion de la viscosidad y dificultando la formacion de fibras (Casper

et al. 2004).

2.8 Acido félico como componente bioactivo

La estructura quimica del acido folico (AF) como se ilustra en la Figura 2, esta
constituida por la unién de un doble anillo pterinico con una molécula de acido p-
aminobenzoico mediante un puente metilénico, lo cual se une a una molécula de acido

glutamico mediante un enlace peptidico (Suarez, 2003).

O
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Figura 2. Estructura quimica del acido félico.

Los seres humanos no sintetizan folatos y los adquieren a través de la dieta ya sea
mediante vegetales de hoja verde o a través de alimentos fortificados. Sin embargo, durante
su coccion se puede destruir entre el 50 al 80% del contenido total, por lo tanto, se emplea su
forma sintética y monoglutdmica denominada &cido folico, ya que es mds estable y
biodisponible en comparacion con los folatos (McKillop et al., 2002).

La deficiencia nutricional de acido folico es una de las causas de defectos del tubo
neural durante la gestacion, padecimientos coronarios e incluso, anemia megaloblastica. Con
respecto a las embarazadas la administracion de acido folico evita la presencia de defectos
congénitos como espina bifida o anencefalia, especialmente si hay antecedentes de fetos con
dichas deficiencias (Brito et al., 2012). De acuerdo a la OMS la dosis recomendada es de 0,4
mg (400 pg) de acido folico 1 mes antes del embarazo (OMS, 2014).

2.8.1 Estabilidad del acido folico
El enriquecimiento de alimentos con 4cido félico (AF), fundamentalmente productos
lacteos y cereales, resulta ser un proceso complicado debido a que dicha vitamina es sensible

cambios de temperatura, exposicion a luz ultravioleta y cambios de pH, entre otros factores.
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Los productos de degradacion resultantes no poseen ningunaactividad biologica; por lo tanto,
es necesario proteger al acido folico afiadido durante la produccion de nutracetticos,
suplementos alimenticios e incluso productos farmacéuticos de factores de procesamiento y
ambientales. Uno de esos factores, es la radiacion con luz ultravioleta usada en algunos
procesos de esterilizacion donde puede ocurrir la fotdlisis del acido folico. Ocurre debido a
la luz ultravioleta absorbida por el grupo de pteridina y con una absorcion de 350 nm, lo cual
provoca la ruptura del enlace amida (C9 y N10), dando lugar a la formacion del 2-amino-4-
hidroxi-6-formil-pterina (6-FPT) y p-aminobenzoil-L-acido glutamico (PABG) (Lopera et
al., 2009); en la reaccion de fotodlisis se da lugar a reacciones secundarias donde el 6-FPT es
oxidado al correspondiente 6-acido carboxilico (6-CBPT) y éste posteriormente sufre
descarboxilacion formando 2-amino-4-hidroxi-pteridina (Hua et al., 2007; Mahmood et al.,
2014).

Otro factor de degradacion es la temperatura que se empleada durante la elaboracion
de alimentos industrializados con acido folico. Se ha estudiado la estabilidad estructural del
acido folico cristalino mediante termogravimetria, en un rango de 20°C a 600 °C y se reportd
que cerca de los 139.38 °C se pierde la porcion correspondiente al 4cido glutdmico y al
alcanzar los 200°C la degradacion fue mayor ya que el acido félico cristalino se volvid
amorfo; enseguida ocurri6 la degradacion del anillo de pterina y el 4cido p-aminobenzoico
que se traslapan en un rango de 265.98 °C a 404.26 °C (Vora et al. 2002).

Por ultimo, se menciona en diversos estudios que el acido folico es mas estable en
condiciones alcalinas (pH rango 8.05-10.40) con solo 6.9% de degradacion después de 48 h
en comparacion en condiciones acidas (la degradacion fue del 5 al 15% a pH 3.51 y 4.68

(Liang et al., 2013).

2.9 Carboximetilcelulosa sodica
2.9.1 Generalidades

La carboximetilcelulosa sddica (CMC-Na) se obtiene al modificar quimica la celulosa
haciéndola mas soluble en agua. Durante la sintesis, se introducen grupos quimicos de
“carboximetil de sodio” (CH2COONa) en las unidades repetitivas de la celulosa, como se
ilustra en la Figura 3, los cuales son los responsables de aumentar el grado de solubilidad en

agua, una propiedad que la celulosa no posee.
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Otra de las propiedades importantes de la carboximetilcelulosa es el denominado
grado de sustitucion (DS). La magnitud del DS se refiere al nimero promedio de grupos
hidroxilo sustituidos por grupos de CH2COONa por unidad de anhidroglucosa. Cada unidad
de anhidroglucosa en la celulosa posee tres grupos hidroxilo que estan disponibles para un
DS maximo de tres. Por ejemplo, en una CMC-Na con un DS de 1.5, significa que en
promedio 50% de los grupos hidroxilos son eterificados con el CHCOONa y 50% promedio
restante de cada unidad anhidroglucosa queda libre (Reyes et al., 2011).

prupos hidroxila

O ne'
Figura 3. Estructura quimica de un segmento representativo de las cadenas
poliméricas de la carboximetilcelulosa.

2.9.2 Aplicaciones en la industria alimentaria

La carboximetilcelulosa (CMC) clasificado como un polisacarido anidnico sintetizado
por una hidrolisis 4cida y posteriormente por una alcalinizacion de la celulosa, es considerado
como un material semisintético empleado para espesar productos liquidos, estabilizar
emulsiones, retener agua, mejorar la textura de productos solidos e incluso evitar la
formacion de cristales de hielo en helados. También se caracteriza por disolverse tanto en
agua caliente como fria; otra ventaja que ofrece es que no aporta calorias lo cual lo clasifica
como un ingrediente idoneo para desarrollar alimentos dietéticos (Bayarri, Gonzélez y
Costell, 2009).

Con respecto a la cantidad que se puede emplear de carboximetilcelulosa de acuerdo
a las buenas practicas de fabricacion dependera del alimento y se establecera la dosis méxima
adecuada para que cumpla su funcion dentro del alimento y en caso de consumir en exceso
podria tener un efecto laxante lo cual se restablece con una hidratacion adecuada (FAO/OMS,

2015).
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2.10 Oxido de polietileno
2.10.1 Generalidades

Quimicamente la estructura del 6xido de polietileno (PEO) se escribe como H-(O-
CH»>-CH2)N-OH tal y como se ilustra en la Figura 4. Dicho polimero es sintético y se clasifica
como biocompatible, biodegradable, hidrosoluble, con capacidad de formar puentes de
hidrégeno con otros polimeros, asi como también es empleado como un espesante y como
un vehiculo de farmacos (Colin y Zapata, 2013). También, como reactivo quimico se
encuentra con diferentes pesos moleculares y dentro de sus aplicaciones en el area
farmacéutica se utiliza para la formacion de micro o nanoparticulas, hidrogeles y liposomas

como sistemas de liberacion de principios activos (Dhawan et al., 2005).

H
¢
H

— n

Figura 4. Estructura quimica del 6xido de polietileno (PEO).

2.11 Métodos de caracterizacion de nanofibras poliméricas
Enseguida, se describen las técnicas de caracterizacion mas comtinmente empleadas

para el andlisis de nanofibras obtenidas por electrohilado.

2.12 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La técnica mas empleada para identificar compuestos quimicos de una muestras es la
espectroscopia de adsorcion infrarroja (IR) y recibe su nombre debido a la region dentro del
espectro electromagnético donde se realiza. En general, la region infrarroja del espectro
electromagnético se considera en un rango de longitud de onda de 2,800 a 10 cm™'. Desde el
punto de vista de los instrumentos se puede dividir en tres zonas: IR cercano (NIR) que

comprende de 12,800 a 4,000 cm™, el IR medio que comprende de 4,000 a 400 cm™ (es
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donde se realizan las mediciones analiticas tradicionales ) y por ultimo, el IR lejano que
abarca de los 400 a los 10 cm™'. Una vez que ocurre la absorcion dentro del espectro infrarrojo
medio por parte de la muestra, las moléculas comienzan a vibrar y ocurre un cambio en el
momento dipolar del enlace quimico, en otras palabras la intensidad de su absorcion sera
mayor conforme sea mas polar la molécula. Cada enlace quimico vibra de forma diferente
donde ocurren estiramientos o deformaciones y por lo tanto, dard sefiales caracteristicas
dentro del espectro infrarrojo con lo cual se podra identificar el tipo de enlace quimico del
que se trata (Skoog y Leary, 1995).

Se denomina espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier porque emplea un
interferémetro en el cual la luz infrarroja se produce desde una fuente incandescente y se
dirige a un separador de luz luminoso, una parte de la luz generada atraviesa el separador y
la otra parte es reflejada. Dicha luz reflejada incide sobre un espejo estacionario, mientras
que la transmitida incide sobre un espejo que se mueve a velocidad constante. Despues de
eso, la informacion es recaba por la computadora y se emplea un algoritmo computacional
estandar llamado transformada de Fourier, lo cual permite convertir el dominio de tiempo en
el espectro de dominio de frecuencia para visualizar la intensidad de la absorcion como una
funcién de la frecuencia o de longitud de onda y arroja como resultado un espectro infrarrojo

con las sefales caracteristicas del material analizado (Rouessac y Rouessac, 2003).

2.13 Microscopia electronica de barrido (MEB) con detector de energia dispersiva
Para analizar la morfologia y superficie de cualquier material polimérico se recurre
a la generacion de una imagen tridimensional a nivel microscopico. Para lo cual, se requiere
de un microscopio electronico de barrido para detectar, procesar y poder visualizar las sefiales
que se obtienen al hacer incidir un haz de electrones de alta energia sobre la muestra a analizar
y obtener una imagen de la superficie. El microscopio electronico de barrido esta conformado
por un cafion electronico en una columna de alto vacio, del orden de 10-5 mm de Hg, donde
se genera un haz de electrones de alta energia (5 - 30 kV). También tiene detectores que
registran las sefiales originadas por la interaccion entre el haz de electrones y la muestra, las
cuales son procesadas conforme el haz de electrones se desplaza sobre cada parte de su
superficie, es decir, se hace un barrido linea por linea abarcando pequefias zonas en forma

rectangular y finalmente se visualiza una micrografia completa (Sperling, 2006).
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Otra caracteristica importante del microscopio electronico de barrido es que puede
contar con diferentes tipos de detectores, entre los cuales se menciona al detector de energia
dispersiva (EDS), el cual consiste en emitir rayos X sobre una zona puntual de la muestra y
detectar la energia de cada foton incidente sobre la muestra. Después dichos pulsos
electronicos son procesados por un analizador multicanal y finalmente se obtiene un espectro
que permite identificar rapidamente los elementos quimicos presentes en una muestra si su

concentracion es superior al 1 % (Goldstein et al., 2007).

2.14 Espectroscopia ultraviolet-visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis cuantifica la cantidad de radiacion que absorbe o transmite
un analito dentro del espectro electromagnético entre las longitudes de onda del ultravioleta
(380-200 nm) y luz visible (780-380 nm). Cuando ocurre la absorcion de este tipo de
radiacion se produce la transicion de los electrones que se encuentran en la parte mas externa
de los atomos en las moléculas, que va de los niveles mas fundamentales hacia niveles mas
altos de energia. La ley de Lambert-Beer menciona la relacion entre la intensidad de la luz
que es absorbida o transmitida y la concentracion presente en la muestra. La cuantificacion
de la absorbancia se realiza utilizando un espectrofotometro, el cual tiene un monocromador
(prisma o red de difraccion) que regula la longitud de onda de la radiacion que se hace incidir
sobre la muestra, también cuenta con un sistema optico que recibe la luz transmitida por la
muestra y posee un detector que recibe la sefial de la intensidad de la luz transmitida a cada
longitud de onda y la transforma en sefal eléctrica que un ordenador procesay compara con

la de “referencia” (Misra y Dubinskii, 2002).

2.15 Termogravimetria (TGA)

El andlisis termogravimétrico se emplea para analizar la descomposicion térmica de
materiales solidos, midiendo la pérdida de peso en funcidén de la temperatura. También se
pueden analizan diferentes procesos de desorcion, adsorcion y reacciones de descomposicion
bajo en un ambiente de gas inerte como el nitrdgeno o usando oxigeno (agente oxidante).
Dicho andlisis consiste en monitorear de forma continua los cambios de masa del material de
interés de acuerdo a la variacion de la temperatura a una tasa térmica constante (cambio de

temperatura lineal). Los datos que se obtienen a través de este tipo de analisis muestran los
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cambios de masa con respecto a la temperatura y se genera un Termograma que es la
representacion grafica de los cambios porcentuales de la masa de la muestra (Rodriguez y

Villegas, 2012).

2.16 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

De manera complementaria al andlisis del comportamiento térmico de algunos
materiales se realiza la calorimetria diferencial de barrido debido a que cuantifica los cambios
energéticos de una muestra, es decir, que determina la cantidad de calor que absorbe o libera
el material analizado a temperatura constante, durante un determinado tiempo o al someterlo
a calor o enfriamiento a velocidad constante en un intervalo establecido de temperatura.
Dicho analisis se basa en someter a calentamiento una muestra y también se requiere de un
compuesto de referencia para que ambos se mantengan a la misma temperatura, empleando
sensores y realizando ajustes a las potencias de calentamiento. Posteriormente, se realiza un
barrido de la muestra con una velocidad de calentamiento constante tanto a la muestra como
al material de referencia y las transiciones térmicas se presentan graficamente y recibe el
nombre de diagrama o curva DSC (por sus siglas en inglés de la técnica) y normalmente se
registran cuatro barridos, donde los tres primeros son de calentamiento y el Ultimo de
enfriamiento. El primer barrido se realiza a 20 °C/min y se obtiene informacion sobre la
temperatura de fusion de la muestra y también se obtiene informacion sobre su grado de
cristalinidad. Cuando se presentan discontinuidades en la linea base al elevarse la
temperatura, puede ser un indicio de descomposicion térmica lo cual puede compararse con
un analisis termogravimétrico de la misma muestra. Enseguida, el segundo barrido de
calentamiento se utiliza para verificar la fusion de la muestra cristalizada a partir del fundido
y posteriormente la muestra es enfriada rapidamente con el objetivo de obtener el polimero
en estado amorfo. Finalmente, se efectia un tercer calentamiento para determinar la
temperatura de transicion vitrea del material e identificar si se produce una cristalizacion en

frio (pico exotérmico) o fusion (pico endotérmico) (Surifiach et al., 1992).
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CAPITULO III.
METODOLOGIA

3.1 Reactivos y solventes

Acido folico (acido pteroil-glutamico, Ci9Hi19N70¢). Polvo de color amarillo con peso
molecular de 441.4 g/mol y pureza de >97 %. Producto de grado farmacéutico de la
marca Sigma-Aldrich.

Agua destilada. Liquido incoloro, insipido con una pureza del 100%. Sustancia no toxica sin
efectos adversos a la salud.

Carboximetilcelulosa (sal sodica de un éter policarboximetilico de la celulosa). Polvo
granuloso blanco e higroscopico tras su desecacion. Cuyo peso molecular es de
250,000 g/mol y un DS de 0.7. Se dispersa en agua dando disoluciones coloidales y
es insoluble en acetona, etanol y tolueno. Producto de grado alimenticio de la marca
QUIAL.

Etanol (alcohol etilico, C2HsO). Liquido volatil a temperatura ambiente, incoloro y con olor
caracteristico. Producto de la marca J.T. Baker.

Oxido de polietileno (PEO, (-CH,CH>0-), ). Polvo de color blanco cuyo peso molecular es
de 400,000 g/mol, viscosidad de 2.250-4.500 cP (25 °C). Producto de grado

farmacéutico de la marca Sigma-Aldrich.

3.2 Procedimientos experimentales
3.2.1 Preparacion de soluciones poliméricas sin y con acido félico

Se prepararon soluciones de carboximetilcelulosa 5% (p/v) y 6xido de polietileno 5%
(p/v) por separado utilizando como solvente agua desionizada-etanol (1:1 v/v) bajo agitacion
durante 24 h hasta su completa disolucion. Después se prepar6 una solucion de CMC-PEO
porcentual (50:50) de forma similar al reporte de Maver et al. (2020) y Gasparic et al. (2017).
A continuacion, se prepard una solucion de carboximetilcelulosa-acido folico (0.5 mg/g de
CMC) bajo agitacion durante 48 h en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadi6 por goteo una solucion de 6xido de polietileno (PEO) bajo agitacion

por 24 h a temperatura ambiente y en oscuridad.
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3.2.2 Obtencidn de nanofibras por electrohilado

La obtencion de las nanofibras de CMC con acido f6lico se llevo acabo en 2 etapas:
a) nanofibras de CMC/PEO sin acido félico y b) nanofibras de CMC-AF/PEO con acido
folico en solucion.

El proceso de electrohilado se aplicd en cada una de las etapas mencionadas con
antelacion de forma similar al estudio de Basu et al., (2017). Se emple6 una jeringa de 5 ml
equipada con una aguja con un diametro de 0.8-0.6 mm, un potencial eléctrico de 30-40 Kv,
velocidad de inyeccion de 0.1-0.01 ml/min y una distancia entre la punta de la aguja y el
colector de 8-20 cm. Una vez formadas las nanofibras se secaron en estufa a 80 °C durante

12 h'y se colocaron dentro de un desecador para evitar que absorban humead del ambiente.

3.3 Técnicas de caracterizacion de las soluciones poliméricas
3.3.1 Viscosidad

Para determinar la viscosidad de las soluciones preparadas descritas en el apartado
3.2.1, se empleo un viscosimetro digital Brookfield mostrado en la Figura 5, utilizando un

volumen de 16 ml de cada solucion.

Figura 5. Viscosimetro digital de Brookfield.
3.3.2 Conductividad eléctrica

Se utilizé un potencidometro portatil similar al que se ilustra en la Figura 6 para medir

la conductividad eléctrica de cada una de las soluciones mencionadas en el apartado 3.2.1.
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Figura 6. Medidor portatil de conductividad eléctrica.

3.3.3 Angulo de contacto

Para dicho analisis se utiliz6 un goniémetro, como se aprecia en la Figura 7 junto con
el software Imagel para el procesamiento de datos. El angulo de contacto fue cuantificado
realizando la prueba de la gota, para esta prueba se colocd un soporte universal al lado del
gonidmetro sujetando una jeringa con agua de la cual se dejo caer una gota en cada una de
las laminillas, la muestra se colocara sobre la superficie de vidrio del goniémetro y una vez
que la gota caiga sobre ella se tomo6 una foto, la cual fue procesada en el software para
determinar el angulo que se logra formar entre la superficie del sustrato y la gota que se

encuentra arriba. Se realiz6 por triplicado para cada muestra.

Figura 7. Goniémetro manual.

3.3.4 Tension superficial de liquidos por pesada hidrostéatica (Ley de Tate)
Una forma manual de medir la tension superficial relativa (y) de un liquido se puede

realizar usando gotas de esa sustancia y del agua como referencia. Para lo cual se requiere un
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tubo de vidrio donde se coloca el liquido a analizar y en cuanto una gota se desprenda del
extremo del tubo debido a que su peso iguala las fuerzas de tension superficial que la
sostienen y que actian a lo largo de la circunferencia (AB) de contacto con el tubo como se
ilustra en la Figura 8. Debido a que la gota no se desprende justo al final del tubo, més bien
por debajo de la linea denominada A'B” que es de menor didmetro y que no hay seguridad
de que el liquido situado entre los niveles AB y A'B’ sea arrastrado por la gota, la formula a

emplear es la siguiente: P=2mry.

Figura 8. Perfil de una gota colgante mostrando las variables de la Ley de Tate.

Experimentalmente se ha determinado el peso de la gota (denominado P) y de un
coeficiente de contraccion denominado k. Esta es la denominada Ley de Tate, el peso de la
gota es proporcional al radio del tubo R y a la tension superficial del liquido y. La aplicacién
de esta ley permite realizar medidas relativas de la tension superficial de liquidos de interés
al conocer la tension superficial del agua destilada ya que se utiliza como liquido de
referencia para realizar dicha medicion. La técnica es sencilla y consiste en utilizar un
cuentagotas para colocar un numero determinado de agua destilada por goteo (yi, tension
superficial es de 72.8 dinas/cm) y se mide su masa (m1). Después con ayuda de un gotero se
toma un liquido al cual se le desea conocer su tension superficial relativa (y2) y se deja caer

el mismo nimero de gotas para medir su masa (my).

Formula 1. m _ Y1

Ley de Tate. —
mj Y2
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3.4 Técnicas de caracterizacion de las nanofibras
3.4.1 Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Para conocer interaccion quimica de las nanofibras fabricadas se empled la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier usando el equipo PERKIN ELMER
Spectrum 400 FT-IR con una lampara de tungsteno en un rango de longitud de onda de 4000-
600 cm™.

3.4.2 Analisis morfoldgico mediante microscopia electréonica de barrido (MEB)

Para visualizar la morfologia de las nanofibras obtenidas se utilizd un microscopio
electronico de barrido (MEB) de la marca JEOL modelo JSM 7600F de alta resolucion,
equipado con un haz atenuante especial para muestras no conductoras; el cual también esta
provisto con un microanalizador de energia dispersiva de rayos X para determinar la

composicion quimica de la muestra.

3.4.3 Eficiencia de encapsulado del acido foélico (EE)

La cantidad de 4cido folico contenido en las nanofibras poliméricas, se cuantifico
midiendo la absorbancia del acido félico a 280 nm usando la curva de calibracion
previamente elaborada a partir de una solucidn patron de acido folico, realizando diluciones
consecutivas en el rango de 0.02 — 1.0 mg/ml empleando una soluciéon de NaOH 0.1 M y
después para extraer el dcido folico encapsulado, se coloco la solucidon en un bafio ultrasénico
y después de transcurrir 5 minutos, se centrifugé a 2,500 rpm por 5 minutos y después de
tomar el sobrenadante fue analizado mediante espectrofotometria UV-Vis y la eficiencia de

encapsulacion se calculd aplicando la formula 2.

mg AF encontrado

Formula 2 |%EE= x 100

mg de AF tedrico
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3.4.4 Estudio de la estabilidad estructural del acido folico en nanofibras frente a
radiacion ultravioleta tipo A

Para determinar la fotoestabilidad del acido folico después de ser expuesto a radiacion
ultravioleta (UV) tipo A, se sigui6 la metodologia usada por do Evangelho et al., (2019) con
algunas modificaciones.

Se colocaron 5 mg de las nanofibras de CMC-PEO con écido f6lico en 5 ml de una
solucion de fosfatos (PBS) a pH de 7 y se colocd a 20 cm de una ldmpara Osram Ultra-
Vitralux (300 W con una A=365 nm) durante 60 minutos para acelerar la oxidacion de la
vitamina. Una vez transcurrido el tiempo de irradiacion, el acido félico fue extraido mediante
bafio ultrasonico que dur6 5 minutos y después, se centrifugd a 1,500 rpm por 5 minutos para
tomar el sobrenadante, el cual fue lavado con una solucion de NaOH 0.2 M y por ultimo fue
analizado espectrofotometria UV-Vis con una absorbancia de 350 nm. Se siguid el mismo
procedimiento de analisis para una solucién control con la misma cantidad de nanofibras que
se mantuvo en condiciones de oscuridad para fines comparativos.

Las mediciones se realizaron por triplicado y el andlisis estadistico se hizo por medio
del programa Stata/SE 10.0 para Windows. Para determinar la diferencia estadistica
significativa entre tratamientos se hizo un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y la
prueba de intervalo multiple de Tukey. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas para p < 0.05.

3.5 Estudio de la estabilidad del acido félico en nanofibras en pH acido

El estudio sobre la degradacion del &cido folico en medio acuoso bajo condiciones de
pH acido en el transcurso de 15 y 30 dias, se realiz6 de manera similar a lo reportado por
Alborzi et al. (2014), con algunas modificaciones.

Se colocaron 5 mg de las nanofibras poliméricas con 4cido folico en soluciones de
HCI con diferente pH (3 y 5.8, respectivamente) a 25 °C y alejados de la luz solar, es decir
en oscuridad. Para cada solucion se tomaron alicuotas en diferentes tiempos (a los 15 y 30
dias), las cuales fueron sometidas al método de extraccion (bafio ultrasonico, centrifugado,
lavado con una solucion de NaOH 0.2 M) y después fueron analizadas por espectrofotometria

UV-Vis a una absorbancia de 350 nm. Se sigui6 el mismo procedimiento de andlisis para una
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solucion control con la misma cantidad de nanofibras que se mantuvo en condiciones de pH
neutro y en oscuridad para fines comparativos.

Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se resumen en
la tabla 16 y el andlisis estadistico se hizo por medio del programa Stata/SE 10.0 para
Windows. Para determinar la diferencia estadistica significativa entre tratamientos se hizo un
analisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba de intervalo multiple de Tukey. Las

diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas para p < 0.05.

3.6 Estudio del comportamiento térmico del acido félico en nanofibras mediante
termogravimetria (TGA/DTG) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis del comportamiento térmico del acido folico contenido en las nanofibras
se realizard de manera simultanea usando el equipo NETZSCH modelo STA 779 F6. Las
muestras se colocaran en el equipo en crisoles de aluminio para calentarlas de 55 °C hasta
600 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C min" en una atmodsfera inerte de

nitrégeno gaseoso (10 ml/min).

3.7 Perfil de liberacion del acido folico contenido en nanofibras a pH &cido y alcalino in
vitro similar al pH gastrointestinal

Para determinar el porcentaje de liberacion del acido folico contenido en las
nanofibras poliméricas se siguio la metodologia reportada por Alborzi et al., (2014) con
algunos cambios.

El ensayo se realiz6 colocando 10 mg de las nanofibras en 40 ml de soluciones de
HC1 0.1 M (pH de 1.2 y de 3) y buffer de fosfatos (pH de 7.8) similares al pH géstrico e
intestinal, a 37+1 °C con agitacion de 125+5 rpm. El proceso de liberacion fue monitoreado
tomando alicuotas en periodos de 30, 60, 90 y 120 min de agitacion para las condiciones
acidas y para el pH ligeramente alcalino se tomaron alicuotas a los 60, 120, 180 y 240 min.
Después de aplicar el método de extraccion descrito en el apartado 3.4.3 fueron analizadas
por espectrofotometria a 280 nm para calcular el porcentaje de AF liberado. Se obtuvieron
los valores promedio en cada intervalo por triplicado y los calculos se realizaron empleando

la curva de calibracion de acido folico con solucion patron previamente elaborada.
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CAPITULO IV. /

RESULTADOS Y DISCUSION

Maver et al. (2020) emplearon una solucién polimérica de carboximetilcelulosa y
oxido de polietileno para incorporar extractos medicinales (polifenoles) y generar nanofibras
electrohiladas con propiedades antimicrobianas. Por lo mencionado anteriormente, se optod
por realizar una reaccion quimica de forma directa entre el polimero de carboximetilcelulosa
(CMCQ) y acido folico (AF) para posteriormente afiadir 6xido de polietileno con el objetivo
de asegurar la interpenetracion de la vitamina en cuestion en la matriz polimérica y favorecer
el proceso de electrohilado al incorporar 6xido de polietileno. Con respecto a los pardmetros
de equipo se tomaron como referencia los estudios realizados por Basu et al., (2017) y Maver

et al., (2020) con algunos cambios.

4.1 Solucidn de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin acido félico (CMC/PEO)
En la Figura 9 se muestra una soluciéon transparente y sin precipitados de

carboximetilcelulosa con 6xido de polietileno sin acido folico.

*II |

Figura 9. Muestra representativa de la solucién de carboximetilcelulosa y 6xido de
polietileno sin &cido fdlico.

i i

En la tabla 1 se resumen los parametros reportados por Maver et al. (2020) de
soluciones poliméricas de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno las cuales se tomaron
en cuenta como referencia para realizar el proceso de electrohilado empleando las soluciones

sin acido folico.
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Tabla 1. Parametros de soluciones de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno
reportados en la literatura
Parémetros reportados

Cdédigo  Solucion Proporcion Viscosidad Conductividad Tension
polimérica porcentual (cP) eléctrica superficial
(p/v) (volumen) (uS/cm) (mN/m)
CMC 5% - 12545 *NR 74.1+0.2
PEO 5% - 4554+1 102 63.8+0.5
CP-1 50:50 1045+1 754 62.3+0.3
CP-I1 40:60 3900+1 *NR *NR
CP-1I1 30:70 3600+2 *NR *NR

Los resultados son expresados en promedio (n=3) +desviacion estandar. *NR: no reportado en la literatura.

Se trabajo con diferentes proporciones porcentuales de las soluciones de CMC/PEO
(50:50, 40:60 y 30:70 v/v) de manera similar a lo reportado Gasparic et al., (2017) y se
descartaron las soluciones de CMC/PEO (80/20, 90/10, 95/5 v/v) debido a que al incrementar
la cantidad de carboximetilcelulosa no se formaron nanofibras. En contraste, al aumentarse
la cantidad de PEO se facilitod el electrohilado y también al disminuir la tension superficial.
Ademas de incrementarse la viscosidad por la formacioén de puentes de hidrégeno entre los
atomos de oxigeno de los grupos éter del PEO con los grupos hidroxilo de la CMC.

En la tabla 2 se muestran los pardmetros medidos de las soluciones de CMC-PEO de

manera individual y de las diferentes proporciones porcentuales en volumen.

Tabla 2. Pardmetros experimentales de las soluciones de carboximetilcelulosa y 6xido
de polietileno sin acido félico

Cadigo Solucion Proporcion Viscosidad aparente  Angulo de contacto
polimérica porcentual (v) (cP) (grados)
(p/v)
CMC 5% - 5600+0.6 -
PEO 5% - 1500+0.6 -
CP-1 - 50:50 7800+0.5 50.6+0.5
CP-1I - 70:60 6900+0.1 57.840.1
CP-1II - 60:70 6600+0.1 55.6140.1

Los resultados son expresados en promedio (n=3) +desviacion estandar

La viscosidad experimental difiere del reportado por Maver et al., (2020) y Gasparic
et al., (2017) debido a que las materias primas utilizadas son de distinto peso molecular y
grado de sustitucion. También se cuantifico el angulo de contacto para evaluar si la presencia

de etanol cambia el caracter hidrofilico de la CMC en las soluciones poliméricas.
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4.2 Solucién de carboximetilcelulosa y O6xido de polietileno con éacido folico
(CMC/PEO/AF)
En la Figura 10, se observa una solucién de carboximetilcelulosa y 6xido de

polietileno con acido félico de color amarillo por la presencia de la vitamina.

Figura 10. Muestra representativa de la solucion de carboximetilcelulosa y oxido de
polietileno con &cido folico.

En la tabla 3 se resumen los parametros experimentales de las soluciones de

CMC/PEO/AF consideradas para realizar ensayos en el equipo de electrohilado.

Tabla 3. Parametros experimentales de la solucién de carboximetilcelulosa y 6xido de
polietileno con acido félico

Cadigo Proporcién Cantidad de AF  Viscosidad Angulo de
porcentual (v) (mg/g CMC) (cP) contacto (grados)

CAP-1 40:60 0.5 7700+0.5 56.77+0.5

CAP-II 30:70 0.5 6800+0.5 17.56+0.5

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar.

Como se puede apreciar, la incorporacion de acido folico incremento la viscosidad de
las soluciones poliméricas lo cual sugiere una interaccion con los polimeros empleados de
forma similar a estudios recientes acerca del uso de nanofibras para proteger acido folico
donde se utilizd6 como matriz zeina (do Evangelho et al., 2019) y almidon (Fonseca et al.,
2020). Dichos investigadores también reportaron que tras la incorporacion de acido folico se
disminuy6 la conductividad eléctrica favoreciendo la generacion de fibras ultrafinas de

menor diametro.
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4.3 Generacion de nanofibras poliméricas por el método de electrohilado /
La obtencion de nanofibras poliméricas de CMC-PEO se logr6 usando el equipo que
se muestra en la Figura 11, como primer paso se inicid la busqueda de condiciones adecuadas
para la generacion de nanofibras variando las proporciones porcentuales de los polimeros en
solucion sin acido félico y también se realizaron modificaciones de los pardmetros del

equipo.

Figura 11. Equipo de electrohilado: a) empleo de una caja de acrilico para control de
parametros ambientales y b) partes del equipo de electrohilado.

4.3.1 Parametros de equipo para electrohilar la solucion de carboximetilcelulosa-6xido
de polietileno sin acido folico
Las condiciones de operacion inicial para obtener nanofibras a partir de la solucion

polimérica de CMC/PEO en ausencia de acido folico se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Pardmetros iniciales del equipo para el electrohilado de las soluciones de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno sin acido folico
Solucidn polimérica

Codigo CP-I CP-lI CP-111
Proporcién porcentual en CMC-PEO CMC-PEO CMC-PEO
volumen (50:50) (40:60) (30:70)
Disolvente Agua-etanol Agua-etanol Agua-etanol
(50:50) (50:50) (50:50)
Diametro del capilar (mm) 0.8-0.6 0.8-0.6 0.8-0.6
Velocidad de flujo de salida 0.1-0.01 0.1-0.01 0.1-0.01
(ml/min)
Voltaje (kV) 30-35 30-35 30-35
Distancia entre el capilar- 8-20 8-20 8-20
colector (cm)
Tipo de colector Plano Plano Plano
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En la tabla 5, se muestran las condiciones que permitieron electrohilar las soluciones

poliméricas sin acido folico, después de multiples ensayos.

Tabla 5. Condiciones de operacidn para el electrohilado de las soluciones de
carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin &cido folico
Solucién polimérica

Codigo CP-l CP-111
Proporcion porcentual (volumen) CMC-PEO (70:60) CMC-PEO (60:70)
Disolvente Agua-etanol (50:50) Agua-etanol (50:50)
Diametro del capilar (mm) 0.6 0.6
Velocidad de flujo de salida (ml/min) 0.05 0.05
Voltaje (kV) 60 65
Distancia entre el capilar-colector (cm) 8 10
Tipo de colector Plano Plano

Como resultado se observo que después de cierto tiempo de trabajo en el equipo, fue
posible electrohilar las soluciones con el codigo CP-II y CP-III debido al incremento de la
cantidad de PEO a fin de generar fibras adecuadas con una menor presencia de gotas sobre
las fibras. Adicionalmente, se observé que la solucion polimérica no fue depositada de forma

homogénea sobre la totalidad del area del colector fijo como se observa en la Figura 12.

Figura 12. Proceso de electrohilado: a) equipo de electrohilado, b) producto final de la
solucién CP-I1, c) equipo de electrohilado y d) producto final de la solucién CP-I11.
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La solucion con el codigo CP-I no fue posible electrohilar debido a que su alta
viscosidad dificulto la salida de la solucidon polimérica hacia el colector y finalmente provocd

el taponamiento del capilar empleado durante el proceso, como se observa en la Figura 13.

Figura 13. Evidencia de la dificultad para electrohilar la solucion CP-I.

4.3.2 Parametros de equipo para electrohilar la solucion de carboximetilcelulosa-6xido
de polietileno con acido félico

Se realizaron multiples pruebas para establecer las condiciones que permitieron la
formacion de nanofibras tras la incorporacion del 4cido folico a la solucion polimérica,
tomando como base las condiciones de operacion ensayadas anteriormente, lo cual se resume

en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros iniciales del equipo para el electrohilado de las soluciones de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con &cido félico
Solucion polimérica

Cadigo CAP-I CAP-II
Proporcion porcentual CMC/PEO (40:60) CMC/PEO (30:70)
en volumen
Cantidad de AF 0.5 0.5
(mg/g de CMC)
Disolvente Agua-etanol (50:50) Agua-etanol (50:50)
Diametro del capilar (mm) 0.6 0.6
Velocidad de flujo de salida (ml/min) 0.05-0.02 0.05-0.02
Voltaje (kV) 30-35 30-35
Distancia entre el capilar-colector (cm) 10-12 10-12
Tipo de colector Plano Plano
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En la tabla 7 se presentan las condiciones que permitieron llevar acabo el electrohilado de las

soluciones CMC/PEO/AF.

Tabla 7. Condiciones de operacion para el electrohilado de las soluciones de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con &cido félico
Solucién polimérica

Cadigo CAP-I CAP-II
Proporcion porcentual (volumen) CMC/PEO (40:60) CMC/PEO (30:70)
Cantidad de AF 0.5 0.5
(mg/g de CMC)
Disolvente Agua-etanol (1:1)  Agua-etanol (1:1)
Didmetro del capilar (mm) 0.6 0.6
Velocidad de flujo de salida (ml/min) 0.01 0.01
Voltaje (kV) 30 35
Distancia capilar-colector (cm) 10 12
Tipo de colector Plano Plano

Después de cierto tiempo de trabajo en el equipo, se logrd electrohilar las soluciones
con el codigo CAP-I y CAP-II tras la formacion de una pelicula con algunas zonas de color
amarillo, lo cual sugiere una posible distribucion no homogénea del 4cido folico en solucion

como se percibe visualmente en la Figura 14.

Figura 14. Proceso de electrohilado: a) Equipo de electrohilado, b) producto final de la
solucién CAP-I, c) equipo de electrohilado y d) producto final de la solucién CAP-II.
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4.4 Andlisis morfolégico por microscopia electrénica de barrido (MEB) con detector de
energia dispersiva (EDS).

Las fibras fabricadas fueron puestas en estufa a 60°C por 8 h para secarse y retirar el
remanente de disolvente y fueron analizadas por MEB para observar su forma tridimensional,
textura y didmetro. También se efectio un analisis semicuantitativo de la composicion

quimica de las mismas con ayuda de un detector de energia dispersiva (EDS).

4.4.1 Fibras de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno sin &cido fdlico

En la Figura 15 se ilustran micrografias obtenidas por MEB a diferentes ampliaciones
(1,000x, 2,500x, 5,000x y 10,000x) de una zona representativa de la pelicula CP-II donde se
observa la presencia de algunas fibras planas con superficie lisa sin presencia de defectos en

coexistencia con particulas esféricas y se determiné un diametro aproximado de 395 nm.

Figura 15. Micrografias por MEB de zonas representativas de la muestra CP-11 a
diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x, ¢) 5,000x y d) 10,000x con medicion
aproximada de diametro.

En la Figura 16 se ilustran micrografias obtenidas por MEB a diferentes ampliaciones
de una zona representativa de la muestra CP-III donde se observa la presencia de algunas

fibras ultrafinas con superficie lisa y nula presencia de defectos, las cuales se aprecian junto
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con particulas esféricas de diversos tamafios y también, se determind un didmetro

aproximado de 239 nm.

Figura 16. Micrografias por MEB de zonas representativas de la muestra CP-1l1 a
diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x, c) 5,000x y d) 10,000x con medicion
aproximada de didmetro.

En la tabla 8, se contemplan los resultados obtenidos por EDS del analisis quimico
de elementos que se identificaron en la superficie de la muestra con el codigo CP-III, junto
con su espectro EDS mostrado en la Figura 17, donde se identificé la presencia de carbono,

oxigeno y sodio, elementos caracteristicos de los polimeros.

Tabla 8. Anélisis EDS de la muestra CP-I111

Elemento % Peso % Atomico

guimico

Carbono 38.02 46.45

Oxigeno 50.08 45.94
Sodio 11.9 7.61
Total 100 100
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Figura 17. Espectro EDS de la muestra CP-I11.
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4.4.2 Fibras de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con &cido félico
En la Figura 18 se ilustran las micrografias obtenidas por MEB a diferentes

ampliaciones de una zona representativa de la pelicula CAP-I donde se identifico la presencia
de algunas fibras planas sin poros y con un didmetro aproximado de 135 nm. Se observan
perlas en su morfologia, lo cual se consideran defectos que pueden deberse a que la solucion

no logro ser estirada totalmente al colector y se atribuye a la baja viscosidad.

Figura 18. Micrografias por MEB de zonas representativas de la muestra CAP-I a
diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x, c) 5,000x y d) 10,000x con medicidn
aproximada de diametro.
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En la Figura 19 se ilustran micrografias a diferentes ampliaciones (1,000x, 2,500x,
5,000x y 10,000x) de una zona representativa del producto final CAP-II donde se observa la
presencia de fibras escasas distribuidas al azar, con menor longitud y diametro aproximado

de 103 nm, ademas de una mayor cantidad de defectos en forma de perlas.

Figura 19. Micrografias por MEB de zonas representativas de la muestra CAP-I11 a
diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x, c) 5,000x y d) 10,000x con medicién
aproximada de didmetro.

En la tabla 9, se resumen los resultados de EDS de la muestra con el cédigo CAP-II,
junto con su espectro EDS mostrado en la Figura 20, donde se aprecid el aumento en la
concentracion de carbono y oxigeno por la incorporacion del acido folico. Sin embargo, no

se detecto la presencia del nitrogeno (elemento caracteristico del &cido folico).

Tabla 9. Anélisis EDS de la muestra CAP-I11

Elemento quimico % Peso % Atémico

Carbono 52.82 62.76
Oxigeno 40.09 32.02
Sodio 6.33 4.65
Calcio Trazas Trazas
Total 100 100
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Figura 20. Espectro EDS de la muestra CA:[D-II.

Las micrografias tomadas muestran que al incrementarse la proporcion de PEO en la
solucién polimérica se puede disminuir el espesor o diametro de las fibras fabricadas
considerando la influencia del voltaje usado y también la distancia capilar-colector. Sin
embargo, debe optimizarse la solucion polimérica y el electrohilado para evitar la formacion

de particulas poliméricas y obtener fibras continuas con orientacion aleatoria.

4.5 Optimizacién de los parametros de las soluciones poliméricas y del equipo

De los ensayos y resultados previamente obtenidos se encontrd que la solucion de
CMC/PEO (30:70) con el cédigo CP-III, tiene la proporcion porcentual (en volumen)
maxima para la posible fabricacion de fibras ultrafinas mediante la técnica de electrohilado.
Sin embargo, se opto por trabajar con la solucion de CMC/PEO (40:60) con el codigo CP-II,
tomando en cuenta los resultados obtenidos por MEB, a la cual se le modifico la proporcion
porcentual del solvente en volumen agua:etanol (40:60) para favorecer el proceso de
electrohilado. De igual manera, se empled el mismo solvente (agua:etanol 40:60) para
preparar la soluciéon de CMC/PEO/AF (40:60) con el codigo CAP-I, a la cual se le incrementd
la concentracion de acido folico de 0.5 mg a 1.5 mg por cada gramo de CMC; también se
determind la tension superficial relativa de las soluciones poliméricas sin y con acido félico
mediante la ley de Tate como se describe en el apartado 3.3.4. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla 10.
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Tabla 10. Parametros ensayados y 0ptimos de las soluciones de carboximetilcelulosa y
Oxido de polietileno sin y con acido félico
Solucién polimérica

Ensayo Optimo Ensayo Optimo
Cadigo CP-11 CP-111 CAP-I CAP-111
Proporcion porcentual  CMC/PEO CMC/PEO  CMC/PEO/AF CMC/PEO/AF
(volumen) (40:60) (30:70) (40:60) (30:70)
Cantidad de AF - - 0.5 1.5
(mg/g de CMC)
Disolvente empleado  Agua-etanol  Agua-etanol Agua-etanol Agua-etanol
(50:50) (40:60) (50:50) (40:60)
Viscosidad (cP) 3900+0.1 3890+0.6 4400+0.5 4560+0.6
Conductividad 593+2 644+1 41012 419+1
(uS/cm)
Angulo de contacto 24.8+0.1 23.9+0.5 23.47+0.1 23.67+0.5
(grados)
Tension superficial 126.65+1.4  132.21+1.5 75.66+0.2 76.83+1.2

relativa (dinas/cm)
Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar.

Respecto a los parametros del equipo de electrohilado, se aument6 el diametro del
capilar usado de 0.6 mm a 0.7 mm. La distancia y el voltaje se incrementaron para la solucion
polimérica con 4cido folico con el fin de generar fibras ultrafinas con ausencia de

nanoparticulas y defectos, tal y como se resume en la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de operacion para el electrohilado de las soluciones de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno sin y con &cido félico
Solucion polimérica

Ensayo Optimo Ensayo Optimo
Cadigo CP-lI CP-1V CAP-I CAP-111
Didmetro del capilar (mm) 0.6 0.7 0.6 0.7
Velocidad de flujo de salida 0.05 0.05 0.01 0.02
(ml/min)
Voltaje (kV) 30 30 30 35
Distancia capilar-colector (cm) 8 10 10 12
Tipo de colector Plano Plano Plano Plano

Los cambios realizados favorecieron una mejor distribuciéon de las soluciones

poliméricas sobre una mayor area del colector con lo cual se obtuvieron peliculas
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homogéneas con un espesor adecuado para ser retiradas con facilidad del colector como se

percibe en la Figura 21.

Figura 21. Proceso de electrohilado: a) Equipo de electrohilado, b) producto final de la
solucién CP-1V y c) producto final de la solucion CAP-I11.

Conforme avanzaba el proceso de electrohilado, se monitoreo la temperatura
aproximada de trabajo durante la formacion del cono de Taylor para verificar que dicha
temperatura no ocasionara la degradacion del acido folico contenido en la solucion

polimérica con el codigo CAP-III, como se resume en la tabla 12.

Tabla 12. Registro de la temperatura de trabajo durante
el proceso de electrohilado de la solucion CAP-I11

Tiempo (h) Temperatura
promedio (°C)

0 25.840.1

1 26.8+0.1

5 27.3+0.1

6 28.0+0.1

7 29.2+0.1

Los resultados son expresados en promedio(n=3) +desviacion estandar
Se estima que la temperatura de trabajo durante el proceso de electrohilado en

promedio oscila los 25-30 °C después de 4 h de funcionamiento continuo, lo cual sugiere que

la temperatura alcanzada no genera dafos sobre la estabilidad estructural del &cido folico.
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4.5.1 Rendimiento de produccion
Para calcular el rendimiento de produccion de las nanofibras depositadas en las

peliculas poliméricas sin y con acido folico obtenidas por la técnica de electrohilado, se

empled la siguiente ecuacion y los resultados se muestran en la tabla 13.

o (peso de las peliculas electrohiladas)
Rendimiento (%) = — , . (100)
(peso teodrico de las materias primas)

Tabla 13. Rendimiento de produccion de los productos finales de las soluciones
electrohiladas de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno sin y con acido folico
Producto final

Cadigo P-CP P-CAP

Cantidad tedrica () 1 1.0006

Peso obtenido (g) 0.85 0.866
Rendimiento de produccién (%) 85% 86.54%

De acuerdo con los resultados obtenidos los porcentajes de rendimiento difieren entre
un 13-15% del contenido teérico debido a que, durante el electrohilado, cierta cantidad de
las soluciones empleadas fue atraida hacia algunos componentes metélicos del equipo lo cual
provoca dicha pérdida. Sin embargo, se considera un rendimiento alto al compararse con
otras técnicas empleadas de produccion de nanofibras como sintesis en plantillas, separacion

de fases o autoensamblaje.

4.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos del analisis estructural de las
peliculas elaboradas a partir de mezclas de carboximetilcelulosa con acido félico, de 6xido
de polietileno con acido folico y por tltimo, de carboximetilcelulosa con 6xido de polietileno

y acido folico, para conocer las posibles interacciones quimicas entre las materias primas.

4.6.1 Peliculas poliméricas con acido folico
En la Figura 22, se colocaron de forma comparativa los espectros infrarrojos
obtenidos de peliculas elaboradas a partir de mezclas de los polimeros de forma individual

con acido folico, es decir, de carboximetilcelulosa con acido folico (CMC/AF), 6xido de
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polietileno con acido folico (PEO/AF) y carboximetilcelulosa-6xido de polietileno con acido
folico (CMC/PEO/AF).

La Figura 22a exhibe el espectro infrarrojo obtenido de una pelicula de
carboximetilcelulosa con acido félico donde el componente mayoritario es la CMC y se
observa mas marcadamente en el espectro FTIR. Sin embargo, se aprecian algunas sefiales
caracteristicas prevenientes de las tensiones que aporta la presencia del 4cido folico.

En la regién de 3,700-3,000 cm se aprecia una amplia banda de absorcion
correspondiente a la presencia de grupos hidroxilo (-OH), la cual aparece centrada a 3380
cm’! dado que es una tension normal para polimeros que le son asignados un gran niimero de
tensiones internas y externas como la carboximetilcelulosa. Asi mismo, dicha banda se
sobrepone a la frecuencia vibracional caracteristica de los grupos N-H a 3245 cm’!
provenientes de la molécula del 4cido folico, por lo que no se logra apreciar en el espectro.
En menor intensidad se observa un pequefio hombro a 1695 cm™! indicativo de la vibracion
de tension caracteristica del grupo amida del 4cido glutamico, proveniente del acido folico.
Por otro lado, la sefial de flexion a 1592 cm! corresponde a la presencia de grupos carbonilo
(C=0) provenientes de la CMC asociada con la sefial de vibracion a 1409 cm™! que se atribuye
al estiramiento asimétrico de los grupos carboximetilicos (COONa) del polimero.
Finalmente, las sefiales a 1104 y 1058cm™ representan la vibracion asimétrica y simétrica del
grupo éter (C-O-C) de las unidades de anhidroglucosa de la CMC.

En la Figura 22b se muestra el espectro infrarrojo correspondiente a la pelicula de
oxido de polietileno con &cido folico, donde el componente mayoritario es el polimero en
cuestion y también, se logran apreciar algunas sefiales caracteristicas del acido folico. Por
ejemplo, se observa una banda de adsorcion ubicada a 2937 cm™! que es caracteristico de la
vibracion simétrica de grupos metilenos (CHs) provenientes de las cadenas del 6xido de
polietileno cuya presencia esta combinada a la sefial de 1490 cm™'. También se muestra en
1689 cm™ y a 1604 cm™!, vibraciones de tension caracteristicas del grupo amida del acido
glutdmico y el enlace C=C aromatico del 4cido p-aminobenzoico provenientes de la vitamina
en cuestion. Mientras que las sefiales a 1098 y 843 cm! indican las tensiones asimétricas y
de flexion del enlace éter (C-O-C) de las cadenas del 6xido de polietileno.

Finalmente, se ilustra en la Figura 22c el espectro infrarrojo correspondiente a la

mezcla de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con acido folico, donde se observan
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indicios de la posible formacién de puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo (-OH)
presentes en las cadenas de carboximetilcelulosa con los 4&tomos de oxigeno del grupo éter
proveniente del 6xido de polietileno, de forma similar a lo reportado por Maver et al., (2020)
quienes analizaron nanofibras electrohiladas de CMC-PEO. Mientras que el acido folico, al
encontrarse en menor cantidad posiblemente se encuentre también interaccionando con las
cadenas poliméricas mediante la formacion de puentes de hidrogeno de forma similar a lo
reportado por Acevedo et al., (2018) quienes determinaron que la incorporacion de acido
folico a nanoldminas de alginato-quitosano en medio alcalino se logré mediante la formacion
de puentes de hidrogeno dado que no se favorecié una interaccion electrostatica suficiente

para promover un enlace i6nico entre los componentes.

a) CMC-AF

b} PEO-AF
c) CMC-AFIPEQ| !

© !
E-' 1
.o . Il
= !
| =
© ! . .
= ' : :
5 | 3688-3058 | 2886 | 1695
o : : :
<I a) :
b) E 2947 1689 _
c) : :
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numeroc de onda (cm™')

Figura 22. Espectro infrarrojo de las peliculas poliméricas con acido fdlico: a)
CMCI/AF, b) PEO/AF y ¢) CMC/PEO/AF.

4.6.2 Fibras de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno electrohiladas con acido
félico

En la Figura 23, se colocaron de forma comparativa los espectros infrarrojos
obtenidos de: a) pelicula de CMC/PEO con &cido folico y b) fibras de CMC/PEO con

acido folico, con el objetivo de comparar la interaccion quimica entre las materias primas al

incrementar la concentracion de acido folico, el tiempo de reaccion y la técnica de obtencion.
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En la Figura 23a se muestran las frecuencias de vibracion correspondientes a la
pelicula de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con acido folico donde se aprecia
una amplia banda de absorcién en la regién de 3633-3071 cm™! indicativo de la interaccion
de los grupos hidroxilo (-OH) provenientes de las tensiones intra e intermolecular entre los
componentes, principalmente de los polimeros presentes. También se observa una banda de
adsorcién en 2879 cm™! correspondiente a la vibracion simétrica de grupos metilenos (CHz)
de las cadenas de la carboximetilcelulosa y del 6xido de polietileno. Asi como también se
muestra a 1600 cm™, la frecuencia de vibracion caracteristica del enlace C=C aromatico del
acido p-aminobenzoico perteneciente al acido folico.

En comparacion con el espectro infrarrojo correspondiente a las fibras de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con é&cido félico, donde se encuentran
depositadas las nanofibras de CMC/PEO/AF, se aprecia una nueva frecuencia de vibracion a
1737 cm! correspondiente a la formacién de un enlace éster entre la CMC vy el 4cido félico,
al incrementarse la concentracion de acido folico anadido. Dicho resultado es similar al
obtenido por Borah et al. en el 2019, quienes confirmaron por FTIR la esterificacion del

acido folico en las cadenas ramificadas de amilopectina.

a) CMC-AF/PEQ (pelicula) . . . 1100
b) CMC-AF/PEO {nanofibras) '

{1422 |

! 3ess-3071 | 2879 |

Absorbancia (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 7000

Numero de onda (cm'q)

Figura 23. Espectro infrarrojo de: a) pelicula de CMC/PEO con &cido folico y b) fibras
electrohiladas de CMC/PEO con &cido félico.
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4.7 Microscopia electrénica de barrido (MEB) con detector de energia dispersiva
El analisis morfologico realizado por MEB para observar la forma tridimensional,

textura y compatibilidad de los polimeros con el 4cido folico, se describe a continuacion. De
manera simultanea, también se efectiio un analisis de la composicion quimica de dichas

peliculas con ayuda de un detector de energia dispersiva (EDS).

4.7.1 Peliculas poliméricas con acido félico

En la Figura 24a, 24b y 24c se muestran micrografias obtenidas por MEB a diferentes
ampliaciones (1,000x, 2,500x y 10,000x) de una zona representativa de una pelicula de
carboximetilcelulosa y &cido folico donde se aprecia una superficie continua con algunos

relieves sin fases dispersas lo cual indica una buena compatibilidad de ambos compuestos.

Figura 24. Micrografias por MEB de una zona representativa de la pelicula de CMC/AF
a diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x y ¢) 10,000x, respectivamente.

De igual manera, la Figura 25a, 25b y 25c, se aprecia una pelicula de Oxido de
polietilenoy &cido folico con una superficie rugosa y agrietada, lo cual sugiere una deficiente

interaccion de los compuestos.

Figura 25. Micrografias por MEB de una zona representativa de la pelicula de PEO/AF
a diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,500x y ¢) 10,000x, respetivamente.
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En la Figura 26a, 26b y 26c se observa una moderada incorporacion de
carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con el acido folico debido a una separacion de

fases, lo cual pudo deberse al tiempo de agitacion y las condiciones de secado en placa.

Figura 26. Micrografias tomadas por MEB de una pelicula de CMC/PEO con acido
félico a diferentes ampliaciones: a) 1,000x, b) 2,300x y c¢) 10,000x, respectivamente.

4.7.2 Fibras de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin acido félico

En la Figura 27a, 27b, 27¢ y 27d se ilustran micrografias tomadas por MEB a
diferentes ampliaciones (1,000x, 2,500x, 5,000x y 10,000x, respectivamente) de una zona
representativa de fibras de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin &cido folico.

En la micrografia 27d (ampliacion de 10,000x) se muestra que posteriormente a la
optimizacion de los parametros de solucion y variables en el manejo del equipo se logro la
obtencion de fibras ultrafinas continuas relativamente uniformes, con una forma plana y
superficie lisa con minima presencia de defectos a lo largo de las mismas. Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por Baek et al. (2020) quienes obtuvieron nanofibras
de alginato/carboximetilcelulosa/6xido de polietileno con una morfologia uniforme, de
superficie lisa sin poros y poca presencia de defectos. Después de incorporar lidocaina
obtuvieron nanofibras sin defectos y con menor diametro. Asimismo, Maver et al. (2020)
obtuvieron nanofibras de carboximetilcelulosa/oxido de polietileno con extractos
medicinales y reportaron una morfologia uniforme sin defectos visibles y sin fusionar para

las nanofibras sin extracto medicinal.
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Figura 27. Micrografias por MEB a diferentes ampliaciones de las fibras de CMC/PEO
sin &cido fdlico: a) 1,000x, b) 2,500x, ¢) 5,000x y d) 10,000x respectivamente.

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos por EDS del andlisis
quimico de elementos que se identificaron en la superficie de una muestra representativa de
las fibras ultrafinas sin &cido folico obtenida mediante la técnica de electrohilado, junto con
su espectro EDS mostrado en la Figura 28, donde se identifico la presencia de elementos

caracteristicos de los polimeros.

Tabla 14. Andlisis EDS de las fibras de CMC/PEO sin acido félico

Elemento quimico % Peso % Atdmico
Carbono 52.82 62.76
Oxigeno 40.09 31.02
Sodio 6.33 4.65
Calcio 0.76 1.57
Total 100 100
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Figura 28. Espectro EDS de una muestra representativ'é'de las fibras de CMC/PEO sin
cido folico.

El diametro de las fibras fueron medidas usando el programa ImageJ directamente de
las micrografias tomadas por MEB, se midieron de forma individual 50 nanofibras para
calcular el didmetro promedio, dando como resultado un didmetro promedio de 119 nm como
se muestra en la Figura 29. Dicho resultado difiere del obtenido por Maver et al., (2020)
quienes reportaron nanofibras de CMC/PEO con un didmetro promedio 177 nm al emplear

un equipo de electrohilado sin capilar.

100 A
80 H
60 -

40 -

Numero de fibras

20 2
049 50-100  100-149  150-200
Diametro (nm)

Figura 29. Distribucién del diametro de las fibras de CMC/PEO sin &cido folico.
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4.7.3 Nanofibras de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno con acido folico

En la Figura 30a, 30b, 30c y 30d se muestran micrografias obtenidas por MEB a
diferentes ampliaciones (1,000x, 2,500x, 5,000x y 10,000x, respectivamente) de una zona
representativa de las nanofibras de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno y &cido folico
(CMC/AF/PEO).

En la Figura 30d (ampliacion de 10,000x) se observd que la adicion de acido folico
ocasiona pocos cambios morfologicamente hablando de las fibras formadas en comparacion
con las fibras ultrafinas sin acido folico, debido que presentan una forma plana, con una
superficie lisa y una baja presencia de defectos a lo largo de las mismas. Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por do Evangelho et al. (2019) quienes obtuvieron
nanofibras de zeina con 4cido folico y cuya morfologia no se modificé tras la incorporacion
de acido folico. Por otro lado, Fonseca et al., (2020) reportaron que al incrementar la cantidad
de 4cido folico a nanofibras de almidon, éstas exhibieron una morfologia mas homogénea y

continua, sin defectos.

Figura 30. Micrografias por MEB a diferentes ampliaciones de nanofibras de
CMCI/PEO con &cido félico a) 1,000x, b) 2,500x, c) 5,000x y d) 10,000x, respectivamente.
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En la tabla 15, se perciben los resultados obtenidos por EDS del anélisis quimico de
elementos que se identificaron en la superficie de las nanofibras con 4cido félico junto con
su espectro EDS mostrado en la Figura 31, donde se aprecio el aumento en la cantidad de
carbono y oxigeno por la incorporacion de acido félico. Sin embargo, no se detecto la
presencia del nitrogeno (elemento caracteristico del acido folico) lo cual da indicios de una

de una posible distribuciéon no homogénea del acido folico a lo largo de las nanofibras.

Tabla 15. Analisis EDS de nanofibras de CMC/PEO con acido folico

Elemento quimico % Peso % Atomico
Carbono 52.82 62.76
Oxigeno 40.09 31.02
Sodio 6.33 4.65
Calcio 0.76 1.57
Total 100 100

Figura 31. Espectro EDS de una muestra represente&.i'\;é de las nanofibras de
CMC/PEO con é&cido félico.

El didmetro de las fibras fueron medidas usando ImageJ directamente de las
micrografias tomadas con MEB y se midieron de forma individual 50 nanofibras para
establecer el didmetro, dando como resultado un didmetro promedio de 88 nm como se

percibe de una mejor manera en la Figura 32.
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Figura 32. Distribucién del didmetro de las fibras de CMC/PEO con &cido folico.

4.8 Eficiencia de encapsulado del acido fdlico en nanofibras electrohiladas

Se cuantifico la cantidad de acido félico contenido en las nanofibras poliméricas
electrohiladas, mediante una curva de calibracion previamente elaborada y como se describid
en el apartado 6.5.3. Una vez que se empled el método de extraccion, se analizd por
espectrometria UV-Vis y se calculo el porcentaje de eficiencia de encapsulacion aplicando
la ecuacion 2 del apartado 6.5.3. Se realizaron 3 réplicas para cada solucion empleada y la
ecuacion obtenida de la curva de calibracion fue y=0.3742x + 2.287, R?>= 0.992 como se

muestra en la Figura 33.

Curva de calibracion

2.7
2.65
2.6
2.55
2.5
2.45
2.4
2.35
2.3
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de AF (mg/ml)

Absorbancia (u.a.)

y =0.3742x +2.287
R*=0.992

Figura 33. Curva de calibracion de &cido félico.

Como resultado se obtuvo una eficiencia de encapsulado de 94.5 % de acido folico
contenido en las nanofibras poliméricas lo cual es similar a lo reportado por Fonseca et al.
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(2020) quienes obtuvieron una eficiencia de encapsulado del 95.6% al usar almidén como
matriz para la fabricacion de nanofibras. Asimismo, Aceituno et al., (2015) reportaron una
eficiencia de encapsulado de acido folico del 95% en nanofibras electrohiladas de aislado de

proteina de amaranto con pululano.

4.9 Estudio de la fotoestabilidad del acido folico

En la Figura 34, se muestra el sistema utilizado para determinar la concentracion de
acido folico contenido en los diferentes tratamientos (pelicula de CMC-PEO con acido folico
con el codigo P-AF, nanofibras de CMC-PEO-AF con el cdédigo NF-AF y 4cido foélico sin
proteccion con el codigo AF-libre) después de ser irradiados con una lampara de luz
ultravioleta tipo A (A=365 nm) durante 1 h siguiendo la metodologia descrita en el apartado

3.4.4 y los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 16.

Figura 34. Estudio de la fotoestabilidad del &cido félico: a) tratamientos P-AF, NF-AF
y AF-libre y b) sistema empleado para irradiar con luz ultravioleta los tratamientos en
solucién buffer (pH de 7).

Tabla 16. Concentracion de acido folico contenido en los diferentes tratamientos al ser
irradiados con luz ultravioleta tipo A en el transcurso de 1 h
Concentracion de AF (mg/ml)

Cddigo Control 20 min 40 min 60 min
P-AF 0.589+0.001 0.518+0.001 0.289+0.001 0.130+0.001

NF-AF 0.566+0.001 0.539+0.001 0.464+0.001 0.4454+0.001

AF-libre 0.605+0.001 0.348+0.005 0.091+0.001 ND*

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar. *ND: no detectado
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4.9.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos irradiados con luz UV

En la tabla 17 se muestran los resultados de ANOVA de un factor, donde se indican
las diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (p<0,05). El andlisis estadistico
de Fisher (valor F) y los valores P obtenidos permitieron evaluar la influencia de los factores

criticos y la eficiencia del modelo.

Tabla 17. Andlisis de varianza de los distintos tratamientos

Fuente de Suma de Gradosde  Promedio de los F Valor critico
variacion cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.4346 2 0.2173 11.754 3.4668
Dentro de los 0.3882 21 0.0184
grupos
Total 0.8229 23

4.9.2 Prueba de Tukey (comparacion de medias)
En la tabla 18 se encuentra el andalisis de comparaciones multiples (Tukey) con un
nivel de significancia de 0.05, para contrastar la existencia de diferencias significativas para

todos los tratamientos.

Tabla 18. Comparacion de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia
Par de tratamientos Magnitud de diferencia

P-AF con NF-AF 0.230*
NF-AF con AF-libre 0.323*
P-AF con AF-libre 0.092 NS

*Diferencias significativas (p<0.05); NS Diferencias no significativas.

Como se percibe en la Figura 35, para el tratamiento con el cddigo P-AF la
degradacion de AF fue de 77.92% después de 1 h de radiacion UV. Asimismo, para el
tratamiento NF-AF la degradacion del AF contenido fue de 21.37% y finalmente, para el
tratamiento AF-libre, no fue posible detectar la presencia de AF sin degradar, lo cual esta
acorde con lo reportado por Wang et al., (2021) quienes determinaron que el acido félico en
solucion buffer (pH de 7) fue rapidamente degradado en un 22% después de 20 min de

exposicion a luz ultravioleta y a los 40 min se degradd en un 80% en comparacion al
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contenido inicial. De los resultados obtenidos, se deduce que las nanofibras poliméricas
presentaron el menor porcentaje de degradacion de acido folico frente a radiacion UVA. Es
importante enfatizar que las caracteristicas quimicas y fisicas del polimero que alberga al AF
es fundamental para aportar estabilidad a la molécula activa, esto es evidente al comparar
con investigaciones como la realizada por Fonseca et al., (2020) ya que reportaron que la
cantidad de 4cido folico contenido en nanofibras de almidon posterior a ser expuestas a luz
UV en seco por 1 h, se incrementd debido a que la matriz empleada se disolvid parcialmente
por la humedad presente en el ambiente. Aunque también reportaron que el acido folico se
mantuvo estable durante dicho periodo de tiempo. Asimismo, do Evangelho et al., (2019)
reportaron acido folico contenido en nanofibras de zeina después de ser irradiadas con luz
UV por 1 h se degrad6 un 17.57%. Por lo tanto, la estabilidad estructural del acido félico
contenido en nanofibras de CMC-AF/PEO podria deberse a la interaccién quimica entre el
acido folico y los polimeros en cuestion, lo cual dificulta el rompimiento del enlace en la
posicion C9 y N10 en la estructura del acido folico confiriendo una mayor estabilidad frente

a la radiacion ultravioleta.
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Figura 35. Porcentaje de &cido félico degradado en los distintos tratamientos después
de ser irradiados con luz ultravioleta al transcurrir 1 h.

4.10 Estudio de la estabilidad del acido félico en medios con pH &cido

En la Figura 36, se ilustran los distintos tratamientos (P-AF, NF-AF y AF-libre)
después de ser colocados en una solucion con pH de 3, después de 15 y 30 dias en condiciones
de oscuridad y siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.4.5. También se resume
en la tabla 19 la concentraciéon de acido folico contenido en los diferentes tratamientos

después de 15 y 30 dias en las condiciones mencionadas con anterioridad.
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Figura 36. Estabilidad del &cido fdlico contenido en los distintos tratamientos en
solucién con pH de 3 (P-AF, NF-AF y AF-libre): a) después de 15 dias y b) después de
30 dias.

Tabla 19. Concentracion de acido folico contenido en los distintos tratamientos en
solucién con pH=3y oscuridad al transcurrir 15y 30 dias
Concentracion de AF (mg/ml)

Codigo Control 15 dias 30 dias
P-AF 0.587+0.001 0.120+0.001 0.1084+0.001

NF-AF 0.568+0.001 0.535+0.001 0.533+0.001

AF-libre 0.605+0.001 0.060+0.001 ND*

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar. *ND= No detectado

4.10.1 Analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos en solucion con pH de 3
En la tabla 20 se muestran los resultados de ANOVA de un factor, donde se indican

las diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (p<0,05). El analisis estadistico
de Fisher (valor F) y los valores P obtenidos permitieron evaluar la influencia de los factores

criticos y la eficiencia del modelo.

Tabla 20. Analisis de varianza de los distintos tratamientos con pH de 6

Fuente de Suma de Grados de  Promedio de los F Valor critico
variacion cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.6962 2 0.3481 17827.4 3.885
Dentro de los 0.0002 12 0.00001
grupos
Total 0.6964 14

4.10.2 Prueba de Tukey (comparacion de medias)

En la tabla 21 se muestra el analisis de comparaciones multiples (Tukey) con un nivel
de significancia de 0.05, para contrastar la existencia de diferencias significativas para todos
los tratamientos.
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Tabla 21. Comparacion de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia
Par de tratamientos  Magnitud de diferencia

P-AF con NF-AF 0.42 *
NF-AF con AF-libre 0.05%*
P-AF con AF-libre 0.47*

*Diferencias significativas (p<0.05); NS Diferencias no significativas.

En la Figura 37, se muestra graficamente que el tratamiento con el coédigo P-AF,
después de 15 y 30 dias en solucién con pH=3, tuvo un porcentaje de degradacion de acido
folico mayor al 80% durante dicho periodo de tiempo. En contraste, para el tratamiento NF-
AF la degradacion practicamente se mantuvo en un 6% durante el transcurso de los 30 dias
y finalmente, para el tratamiento AF-libre se determin6 que a los 15 dias se degrad6 90.1%
en comparacion con el contenido inicial y al finalizar los 30 dias, no fue posible detectar el
acido folico activa. Dichos resultados son distintos a los observados por Alborzi et al., (2014)
quienes reportaron que el acido folico contenido en nanofibras electrohiladas de alginato-
pectina con cloruro de calcio (agente entrecruzante), las cuales retuvieron un 90% del 4cido
folico después de 41 dias (en solucion con pH de 3), es decir, que en promedio se degradd
3% en comparacion con el contenido inicial. También reportaron que el &cido folico sin
proteccion fue degradado casi en su totalidad los primeros dias bajo las mismas condiciones,
ya que solo recuperaron el 8% del contenido inicial a las 24 h. Asimismo, dichos
investigadores determinaron que las nanofibras de alginato-pectina sin entrecruzante
retuvieron cerca del 37% del contenido inicial de acido félico después de 41 dias, lo cual se
pudo deber al colapso de las nanofibras en solucion propiciando la liberacion del acido félico
y por lo tanto, una menor proteccion.

Con base a los resultados obtenidos se considera que las nanofibras de
carboximetilcelulosa-6xido de polietileno tienen el potencial para emplearse como un
sistema de proteccion del acido félico en productos liquidos acidos como jugos de frutas,
debido a que la CMC es un polielectrolito anidonico que ademads tiene un comportamiento pH-
dependiente. En decir, la CMC a un pH de 3 presenta una menor ionizacion probablemente
debido a la protonacion de los grupos hidroxilo, lo cual inmoviliza o atrapa al &cido folico
dentro de las cadenas poliméricas de la CMC y dicho efecto, ya ha sido sugerido en estudios
similares (Garzon et al., 2009). Por otro lado, dado que el tratamiento P-AF solamente retuvo

el 20% del acido folico total, se sugiere que la morfologia de las nanofibras sobre la pelicula

-55-|Pagina



UMSNH

polimérica, presentan un efecto importante, debido a que la orientacion aleatoria de las
mismas y el incremento del area superficial, podrian generar mas sitios de interaccion entre
las nanofibras y el acido folico aunado a la baja solubilidad de dicha vitamina en condiciones

acidas, se propicia su deposicion en las nanofibras.
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Figura 37. Porcentaje de acido folico degradado en los distintos tratamientos: P-AF,
NF-AF y AF-libre después de 15 y 30 dias en solucién con pH de 3 y en oscuridad.

En la Figura 38, se muestran los distintos tratamientos (P-AF, NF-AF y AF-libre)
después de ser colocados en una solucion con pH de 5.8, durante 15 y 30 dias en condiciones
de oscuridad y siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.5.7. También en la tabla
22 se encuentran las concentraciones de 4cido folico contenido en los diferentes tratamientos

después de 15 y 30 dias en las condiciones mencionadas con anterioridad.

Figura 38. Sistema utilizado para los tratamientos P-AF, NF-AF y AF-libre en medio
acuoso con pH de 5.8: a) después de 15 dias y b) después de 30 dias.
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Tabla 22. Concentraciéon de acido félico contenido en los distintos tratamientos en
solucion con pH de 5.8 en oscuridad (después de 15 y 30 dias)
Concentracion de AF (mg/ml)

Cédigo Control 15 dias 60 dias
P-AF 0.587+0.001  0.286+0.001  0.265+0.001
NF-AF 0.568+0.001  0.518+0.001  0.491+0.001
AF-Libre 0.605+0.001  0.012+0.001 *ND

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar. *No detectado

4.10.3 Analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos en solucion con pH de 5.8

En la tabla 23 se muestran los resultados de ANOVA de un factor, donde se indican
las diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (p<0,05). El analisis estadistico
de Fisher (valor F) y los valores P obtenidos permitieron evaluar la influencia de los factores

criticos y la eficiencia del modelo.

Tabla 23. Andlisis de varianza de los distintos tratamientos

Fuente de Suma de Gradosde  Promedio de los F Valor critico
variacion cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.4998 2 0.2499 1669.8 3.885
Dentro de los 0.0017 12 0.0001
grupos
Total 0.5016 14

4.10.4 Prueba de Tukey (comparacion de medias)
En la tabla 24 se muestra el analisis de comparaciones multiples (Tukey) con un nivel
de significancia de 0.05, para contrastar la existencia de diferencias significativas para todos

los tratamientos.

Tabla 24. Comparacién de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia
Par de tratamientos  Magnitud de diferencia

P-AF con NF-AF 0.22*
NF-AF con AF-libre 0.49*
P-AF con AF-libre 0.26*

*Diferencias significativas (p<0.05); NS Diferencias no significativas.

En la Figura 39, se percibe de mejor forma que para el tratamiento con el codigo P-
AF la degradacion de AF alos 15y 30 dias fue de 51.3% y 54.9 %, respectivamente. Mientras
que para el tratamiento NF-AF la degradacion fue de 8.8% y 13.5%. Por ultimo, para el
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tratamiento AF-libre hubo una degradacion casi completa del AF sin proteccion (98%). Al
hacer una comparacion con investigaciones en donde encapsulan al AF, se encontrd que de
acuerdo a Masia et al., (2015), los resultados obtenidos no coinciden totalmente debido a que
su trabajo mostré que las nanocapsulas de proteina de suero con acido folico con un pH de
5.8 la pérdida de acido folico fue de 43.85% al trascurrir 15 dias y a los 30 dias fue de 40.67%.
Asimismo, para las nanocépsulas de almidon resistente (Fibersol®) la degradacion de AF fue
de 93.52% a los 15 dias y 95.18% a los 30 dias. La notable degradacion del 4cido foélico
contenida en dichas nanocapsulas, se presenta comunmente en polisacaridos con alta
solubilidad en agua, lo cual produce una rapida liberacion del compuesto bioactivo con una
proteccion deficiente.

Por otro lado, en la literatura se ha reportado que la CMC en solucion con pH de 5,
se encuentra mas cerca de la electroneutralidad y probablemente se incrementen las uniones
intermoleculares mostrando una estructura menos relajada, en la cual el entrecruzamiento e
interaccion entre las cadenas poliméricas es mayor, lo que parece indicar que la principal
interaccion entre las cadenas del polimero la constituyen los grupos hidroxilo formadores de
puentes de hidrégeno y por lo tanto, su naturaleza anidnica permite contraerse en un medio
acido e hincharse en un ambiente neutral (Garzon et al., 2009). Por lo tanto, la CMC en esas

condiciones puede limitar la liberacion del acido folico y disminuir su degradacion.
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Figura 39. Porcentaje de acido folico degradado en los distintos tratamientos: P-AF,
NF-AF y AF-libre después de 15 y 30 dias en solucién con pH de 5.8, en oscuridad.
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4.11 Estudio de la estabilidad térmica de los polimeros y del &cido félico por

termogravimetria (TGA)

La descomposicion térmica del acido folico (AF), de la carboximetilcelulosa pura
(CMC) y oxido de polietileno (PEO), ademas de las peliculas de CMC/PEO vy fibras de
CMC/PEO sin y con acido folico en funcion de la temperatura fueron analizadas.

En la Figura 40, se muestra el termograma obtenido del acido folico: a) TGA y b)
DTG, en el cual se observaron cuatro etapas de degradacion térmica como se muestra en la
tabla 25. En la primera etapa ocurrié una pérdida de masa de 1.5% a 150 °C debido a la
pérdida de agua absorbida, seguida de una segunda descomposicion térmica a los 248°C con
una pérdida de masa de 7.86%, correspondiente a la degradacion del acido glutamico.
Posteriormente, al alcanzar los 340 °C la pérdida de masa fue de 12.48% y la pérdida mas
grande de masa ocurri6 en un rango de 340 a 554°C y fue de 68.49%, debido a la degradacion
de la pterina y el acido p-aminobenzoico, dejando como masa residual 9.95%. Dicho
resultado es similar al obtenido por Parin et al., en el 2021 ya que reportaron que el acido
folico tiene cuatro etapas de descomposicion térmica. La primera etapa se observd en un
rango de 100 a 170°C con una pérdida de masa de 2.34% causado por la presencia de
humedad. En la segunda etapa de degradacion la pérdida de masa fue de 7.54% en un rango
de 170 a 240°C lo cual corresponde a la degradacion del acido glutdmico en la estructura
quimica del 4cido f6lico. Asimismo, reportaron que la mayor pérdida de masa fue de 59% en
un rango de 240 a 600°C debido a la degradacion del anillo de pterina y acido p-
aminobenzoico de la molécula de 4cido folico y en la ltima etapa la pérdida de masa fue del

21%.

Tabla 25. Pérdida de masa en funcion de la temperatura del acido félico

Pérdida de masa (%) Temperatura de degradacion (°C)
Experimental Reportada Experimental Reportada
1.5 2.34 150 100-170
7.86 7.54 248 170-240
15.78 59 340 240-600
68.79 21 340-554 700
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Figura 40. Termograma del 4cido félico: a) TGAy b) DTG.

En la Figura 41, se identific6 la degradacion térmica de la carboximetilcelulosa: a)
TGA y b) DTG, la cual ocurri6 en tres etapas como se resume en la tabla 26. La primera
etapa de descomposicion térmica se observo a los 86°C con una pérdida inicial de masa de
15.54%, lo cual se puede atribuir a la evaporacion del agua ligada a la estructura del polimero.
Posteriormente, una segunda descomposicion térmica se observé a los 297°C con una pérdida
maxima de masa del 40.37%, caracteristico de la CMC en donde ocurre la degradacion de
grupos carboximetilicos y la etapa final se observo a los 570°C con una pérdida de masa de
23.58% donde se degradan por completo las cadenas del polisacarido dejando una masa
residual de 20.51%. Dicho resultado es similar al obtenido por Saadiah et al., en el 2019
quienes reportaron dos etapas de degradacion de la CMC, la primera pérdida de masa fue de
10-15% en un rango de 25 a 100°C. Mientras que la segunda etapa de degradacion se observo

en un rango de 250 a 600 °C con una maxima pérdida de masa del 75%.

Tabla 26. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de la carboximetilcelulosa

Pérdida de masa (%) Temperatura de degradacion (°C)
Experimental Reportada Experimental Reportada
15.54 10-15 86 25-100
40.37 250-600 297 75
23.58 - 570 -
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Figura 41. Termograma de la carboximetilcelulosa: a) TGAy b) DTG.

En la Figura 42, se muestra el termograma del 6xido de polietileno (PEO): a) TGA
y b) DTG, el cual es un polimero sintético térmicamente estable y que no adsorbe humedad
del ambiente, donde se observo una masa inicial constante hasta alcanzar los 200°C y se
degrado casi por completo al llegar a los 400°C con una pérdida de masa del 98%, en donde
ocurre la degradacion de las cadenas del polimero sintético, quedando una masa residual de
2% a una temperatura de 590°C. Dicho resultado esta acorde con el obtenido por Saeed et
al., 2011 ya que reportaron que el PEO mostr6 una masa inicial constante, la cual disminuy6

drésticamente cerca de los 200°C y se degrad6 completamente a los 410 °C.
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Figura 42. Termograma del 6xido de polietileno: a) TGAy b) DTG.
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4.11.1 Analisis de la estabilidad térmica de peliculas poliméricas con acido félico

En el andlisis de los termogramas obtenidos de las peliculas poliméricas con acido
folico se muestra en el orden que se indica: carboximetilcelulosa con acido félico (Peli
CMCI/AF), 6xido de polietileno con acido félico (Peli PEO/AF) y carboximetilcelulosa-
oxido de polietileno con &cido félico (Peli CMC/PEO/AF).

En la Figura 43, se muestra el termograma de la pelicula CMC/AF donde se aprecio
una pérdida inicial de masa de 11.3% a los 75 °C, lo cual se deriva de la pérdida de agua
ligada al polimero debido a que la CMC es higroscopica tras su desecacion. En seguida, se
observé un desplazamiento de la segunda etapa de descomposicon térmica de 248 a 292 °C
con respecto al acido folico con una pérdida de masa de 27.4% debido a su interaccion con
la CMC y para la tlltima etapa, se observo la maxima pérdida de masa de 38.8% a los 390°C

con una masa residual de 22.5% a los 600°C.
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Figura 43. Termograma de la pelicula de carboximetilcelulosa y acido félico.

Por otro lado, en la Figura 44 se muestra el termograma correspondiente a la pelicula
PEO/AF, donde se observo una sola etapa de degradacion en un rango de 200 a 400 °C con
una pérdida de masa de 95.2%. Se observo una disminucion en 10°C en la mayor pérdida de
masa en comparacion con el PEO solo, lo cual es promovido por la presencia del AF. Sin

embargo, no fue posible identificar las etapas de descomposicion del acido folico, lo cual se
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puede deber a la distribucion de la 4cido folico en la pelicula. Dicho polimero tiene un efecto
positivo sobre la proteccion del 4cido folico en comparacidon con otros polimeros sintéticos
como el polivinil alcohol (PVA), ya que Parin et al., en 2021 reportaron que el AF cargado
en fibras de PVA comenzaron a descomponerse a los 150°C con una méaxima pérdida de
masa de 43% y continuo hasta los 300°C, con una pérdida de masa de 13% debido al
rompimiento de las cadenas del polimero sintético y a la degradacion del anillo de pterina

casi de manera simultanea con el 4cido p-aminobenzoico del 4cido folico.
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Figura 44. Termograma de la pelicula 6xido de polietileno y &cido félico.

Finalmente, en el termograma de la pelicula CMC/PEO/AF mostrado en la Figura
45 se apreci6 la primera etapa de degradacion a los 71°C con una pérdida de masa de 5.97%,
debido a la presencia de humedad. Posteriormente, se observo a los 294 °C una pérdida de
masa de 22.69% debido a la degradacion de las cadenas poliméricas e la CMC y por tltimo,
a los 397°C ocurri6 la maxima pérdida de masa de 58.66% debido a la descomposicidén de

las cadenas del 6xido de polietileno con una masa residual de 12.68 alcanzar los 600°C.
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Figura 45. Termograma de la pelicula de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con acido

folico.

En la tabla 27 se resume la pérdida de masa en funcion de la temperatura de las
distintas peliculas poliméricas en presencia del acido folico.

Tabla 27. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de las distintas peliculas
poliméricas con &cido félico

Pelicula Pérdida de masa  Temperatura de Masa residual (%0)
polimérica (%) degradacion ("C)
11.3 75
CMC/AF 27.4 292 22.2
38.8 390
PEO/AF 95.2 400 4.8
5.97 71
CMC/PEO/AF 22.69 294 12.68
58.66 397

4.11.2 Analisis de la estabilidad térmica de fibras de CMC/PEO sin y con &cido folico

En la Figura 46, se colocd el termograma obtenido del analisis de las fibras de

carboximetilcelulosa y oxido de polietileno (F CMC/PEO) sin acido folico, donde se

aprecid una primera etapa de degradacion a los 77°C con una pérdida de masa de 7%, lo cual

se atribuye a la presencia de humedad presente en la microestructura. Después, se observo la
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siguiente etapa de degradacion a los 280°C con una masa disminuida en un 21% debido a la
descomposicion de las cadenas poliméricas de la carboximetilcelulosa y por ultimo, ocurrid
la maxima pérdida de masa de 56% a los 392 °C lo cual se debe a la degradacion del polimero
sintético empleado. Dicho resultado es similar al obtenido por Gasparic et al., 2017 ya que
reportaron que las nanofibras de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno sin hidroxiapatita
presentaron una primera etapa de degradacion térmica en el rango de 200 a 300 °C y la mayor

pérdida de peso fue registrada a los 400°C con una masa residual del 10%.
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Figura 46. Termograma de las fibras de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno sin
acido folico.

En la Figura 47, se colocd el termograma obtenido de las nanofibras de
carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con &cido félico (NF CMC/PEO/AF), donde
se apreci0 una primera etapa de degradacion a los 73°C con una pérdida de masa de 7%, lo
cual se debe a la presencia de humedad. Después se observo un desplazamiento de la segunda
etapa de descomposicon térmica de 248 a 320 °C con respecto al acido félico con una pérdida
de masa de 22% debido al tiempo de interaccion con la CMC. También se aprecid un
desplazamiento de la ultima etapa de degradacion hacia mayores temperaturas, la cual fue de
392 a 410 °C con la maxima pérdida de masa de 66.85%, lo cual se debe a la presencia del
oxido de polietileno en la matriz. Por lo tanto, las nanofibras de carboximetilcelulosa junto
con el 6xido de polietileno confieren una mayor proteccion térmica al acido folico contenido

en comparacion con la pelicula polimérica CMC/PEO/AF y con el é4cido félico sin
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proteccion, debido a que inician a degradarse a los 294 °C y 248 °C, respectivamente. Dicho
resultado es favorable en la proteccion del 4cido folico al reducir su degradacion frente a
altas temperaturas en comparacion con lo reportado por Parin et al., 2021, quienes
combinaron la técnica de electrohilado y electrospray para incorporar nanoparticulas de
acido folico en la superficie de nanofibras con distinta matriz hidrofilica como polivinil
alcohol con gelatina (PVA-Gel) y polivinil alcohol con alginato (PVA-AIg). Después de
realizar el analisis térmico de todas las fibras observaron una pérdida de masa entre los 30 y
100°C debido a la presencia de humedad. Asimismo, la mas grande pérdida de peso se
observo para la mezcla PVA-Gel/AF la cual fue del 67% a los 280°C y continuo hasta los
450°C debido a la ruptura del enlace C=N presente en las moléculas de la proteina. Por otro
lado, para la mezcla PVA-Alg/AF la pérdida de masa inicio su degradacion cerca de los 170
°C y continuo hasta los 350°C con una pérdida de peso de 45%, lo que corresponde a la

degradacion del alginato.

7% | NF CMC-AF/PEO

L

100

% 66.85%

60 Temperatura (°C)

40L

‘ 7;:c -

100 200 300 400 500 600

Pérdida de masa (%)

Temperatura (°C)

Figura 47. Termograma de las nanofibras de carboximetilcelulosa y éxido de
polietileno con &cido folico.

De acuerdo con diversos reportes en la literatura como se resume en la tabla 28, se
considera que al emplear un polisacarido como matriz en la generacion de nanofibras
electrohiladas, se provee una proteccion térmica mayor al acido félico. Fonseca et al., 2020

reportaron que en las nanofibras de almidon con acido folico la degradacion térmica ocurrid
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aproximadamente en un rango de 270 a 310°C con la mayor pérdida de masa. Asimismo,
Aceituno et al., 2015 observaron que la degradacion térmica de las nanofibras de aislado de
proteina de amaranto con pululano y 4dcido f6lico inicio a los 215°C y continuo hasta los 244

°C con la mayor pérdida de masa.

Tabla 28. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de distintas matrices
poliméricas con acido félico reportado en la literatura

Nanofibras Pérdida de Temperatura de Autores
electrohiladas masa (%0) degradacion ("C)
7 73
CMC/PEO/AF 22 320 -
66.85 410
Humedad 30-100
PVA-Gel/AF Maxima 280 Parin et al., 2021
PVA-Alg/AF Inicio 170
Miéxima 350
Almidon/AF Maxima 270-310 Fonseca et al., 2020
Proteina de amaranto- Maxima 215-277 Aceituno et al., 2025
Pululano/AF

4.12 Estudio de la estabilidad térmica de los polimeros y del &cido félico por
calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la Figura 48, se coloc6 la curva DSC obtenida del analisis del acido folico donde
se observo una transicion endotérmica como un pico a 149 y una entalpia de 3.5 kJ/g que
correspondiente a la pérdida de humedad seguida de dos transiciones endotérmicas a 207 y
286 con una entalpia de 6.5 kJ/g (resultado que se correlaciona con el obtenido por
TGA/DTG). Dicho resultado es similar al obtenido por Vora et al., 2004 ya que reportaron
que el analisis por calorimetria diferencial de barrido mostr6 que el 4cido félico no presento
una temperatura de fusioén. Sin embargo, se observo una répida descomposicion en tres
transiciones endotérmicas traslapadas, en un rango de 148 a 262 con una entalpia de 9.6 kJ/g
donde ocurrié la degradacion del acido glutdmico en la molécula de 4cido folico y en la
ultima etapa se pierde la pterina y el acido p-aminobenzoico (Fonseca et al., 2021), como se

resume en la tabla 29.
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Tabla 29. Transiciones térmicas del acido folico por calorimetria diferencial de -
barrido
Transicion Temperatura Entalpia (kJ/g)
Experimental Reportada Experimental Reportada
Endotérmica 149 148 3.5 -
207 262 6.5 9.6

286 - - -

Exotérmica - - - -

-Acido folico

Flujo de calor (mW/g)

~-149 °C
100 200 300 400 200 600

Temperatura (°C)

Figura 48. Curva DSC del &cido folico.

Por otro lado, en la Figura 49, se coloco la curva DSC de la carboximetilcelulosa
pura donde se observo una transicion endotérmica a los 85.5 lo cual se atribuye a la
deshidratacion del polimero y en seguida se aprecio una transicion exotérmica en forma de
pico a 299 °C con entalpias de 7.5 kJ/g. Lo anterior se debe a la despolimerizacion de la CMC
por la escision de los enlaces glicosidicos, seguido de la combustion de los productos

degradados, dicho resultado corresponde al obtenido por Hebeish et al., 2015 como se resume

en la tabla 30.
Tabla 30. Transiciones térmicas de la carboximetilcelulosa por DSC
Transicion Temperatura Entalpia (kJ/g)
Experimental Reportada Experimental Reportada
Endotérmica 85.5 64 - -
Exotérmica 299 284 7.5 7.7
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299 °C ——CMmC]
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Figura 49. Curva DSC de la carboximetilcelulosa.

Finalmente, en la curva DSC del 6xido de polietileno mostrado en la Figura 50 se
observaron dos transiciones endotérmicas a los 76 y 411°C, donde la primera transicion
corresponde a la temperatura de fusion del polimero sintético y la segunda etapa se debe a la
degradacion de las cadenas poliméricas del 6xido de polietileno y se correlaciona a los
resultados obtenidos por TGA. Los resultados son similares al obtenido por Saeed et al.,
(2011) y Eom et al., (2019) quienes reportaron que la curva DSC del 6xido de polietileno

mostro una temperatura de fusion aproximadamente a los 66.

(——PEO

-19 411°C

Flujo de calor (mW)

-20

-29 76°C

100 200 300 400 500 B00

Temperatura (C)

Figura 50. Curva DSC del éxido de polietileno.
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4.12.1 Andlisis de las transiciones térmicas de peliculas de carboximetilcelulosa y 6xido
de polietileno con &cido félico por DSC

El estudio de las curvas DSC obtenidas de las peliculas poliméricas con acido folico
se muestran en el orden que se indica a continuacion con sus respectivos codigos:
carboximetilcelulosa y &acido félico (P CMC/AF), oxido de polietileno y &cido fdlico (P
PEO/AF) y por altimo, carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con &cido félico (P
CMC/PEOI/AF).

En la Figura 51, se muestra la curva DSC de la P CMC/AF donde se aprecié una
transicion endotérmica a los 87 con una entalpia de 2.54 kl/g, seguida de dos transiciones
exotérmicas a 292 y 395 con una entalpia de 1.58 y 2.23 kJ/g, respectivamente. Dicho

resultado se correlaciona con el obtenido por TGA.

292 °C L P CMC-AF |

395°C

- 87°C

Flujo de calor (mW)

20 +

0 200 400 600

Temperatura (°C)

Figura 51. Curva DSC de la pelicula de carboximetilcelulosa con acido félico.

En la Figura 52, se muestra la curva P PEO/AF donde se apreciaron dos transiciones
endotérmicas a los 70 y 390 °C con una entalpia de 2.93 y 2.30 kJ/g, respectivamente. Dicho
resultado esta acorde con el obtenido por TGA debido a que el complejo P PEO-AF present6d
una disminucion en la temperatura de fusion en comparacion con el PEO solo, lo cual es
promovido por la presencia del AF. Dicho resultado es similar al obtenido por Llorens et al.,
2012 quienes encapsularon vitamina B6 en nanofibras de acido polilactico (PLA) y
reportaron que la temperatura de fusion disminuy6 de 149 a 147 en comparacion con el punto

de fusion del PLA sin vitamina debido a cambios en su estructura cristalina.
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Figura 52. Curva DSC de la pelicula de éxido de polietileno con &cido félico.

En la Figura 53, se muestra la curva DSC de P CMC/PEO/AF donde se aprecié una
transicion endotérmica a los 70 con una entalpia de 2.7 kJ/g y en seguida, se observaron dos
transiciones exotérmicas a los 296 y 398 °Ccon una entalpia de 1.6 y 2.2 kl/g,
respectivamente. Los resultados coinciden con el obtenido por TGA. Sin embargo, el
resultado obtenido difiere del reportado por Lemma et al., 2015 quienes al encapsular
vitamina A en nanofibras de un oligosacarido con poli(vinil alcohol) (PVA) observaron que
la temperatura de fusion aument6 de 221 a 225.5 en comparacion con el punto de fusion de
la vitamina A sin proteccion, lo cual sugiere que la presencia de un polimero sintetico junto

con un polisacarido confieren proteccion térmica a vitaminas del complejo B.

0

296'C

P CMC-PEO-AF

398°C

Flujo de calor (mW)

© & b & o N & o

o

71°C
100 200 200 400 500 800

A

I'emperatura ('C)

Figura 53. Curva DSC de la pelicula de carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con
cido fdlico.
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Se realizé un analisis comparativo del porcentaje de cristalinidad del acido folico
contenido en las peliculas y fibras usando la entalpia de fusion del acido folico contenido en
las peliculas con respecto a la entalpia de fusion de la forma 100% cristalina del acido folico

reportada en la literatura como 7.15 kJ/g de acuerdo con Knyazev et al., 2016) y empleando

AHf¢

o

la formula: X = x 100, donde AHF es la entalpia de fusion experimental de la muestra

y AHF es la entalpia de fusion de la forma cristalina del &cido folico reportado por Ahmed
et al., 2017. Obteniendo como resultado que la entalpia de fusion del acido folico contenido
en la pelicula CMC-AF (61%) fue menor a la entalpia de la pelicula PEO-AF (71%) mientras
que la pelicula CMC-PEO-AF present6 un valor intermedio de la entalpia de fusion (65%),
por lo cual el acido folico requiere de una cantidad energia mayor para degradarse en las

fibras debido a posibles cambios en las fases cristalinas del polimero.

Por tltimo, en la tabla 31 se resumen las transiciones térmicas de las peliculas

poliméricas con 4cido folico.

Tabla 31. Transiciones térmicas de peliculas poliméricas con acido folico por DSC

Codigo Transicion Temperatura AHexp. AH°fdel AF
térmica (°O) (kJ/g) (kl/g)
P CMC/AF Endotérmica 87 2.54 0.38
Exotérmica 292 1.58
390 2.23
P PEO/AF Endotérmica 70 2.93 0.71
390 2.3
P CMC/PEO/AF Endotérmica 71 2.77 0.65
Exotérmica 296 1.6
398 2.2

4.12.2 Andlisis de las transiciones térmicas de fibras de carboximetilcelulosa y 6xido de
polietileno sin y con acido folico por DSC

En la Figura 54a, se muestra la curva DSC obtenida del analisis de las fibras de
carboximetilcelulosa y Oxido de polietileno sin &cido folico (F CMC/PEQ), donde se
aprecid una primera transicion endotérmica al alcanzar los 71 con una entalpia de 2.5 kl/g,

seguida de dos transiciones exotérmicas de 287 y 404 con una entalpia de 1.6 y 2.2 kl/g,
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respectivamente, se observa también una transicion exotérmica (anterior a la observada en
287), lo que indica una adecuada compatibilidad de los polimeros empleados.

En la Figura 54b, se muestra la curva DSC obtenida del analisis de nanofibras de
carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con &cido folico (NF CMC/PEO/AF), donde
se observo una primera transiciéon endotérmica a los 69 que registro una entalpia de 2.1 kJ/g,
seguida de dos transiciones exotérmicas a los 595 y 707 con una entalpia de 1.6 y 5.6 klJ/g,
respectivamente.

Un analisis comparativo de los dos complejos con y sin AF, demuestra que la
temperatura de fusion es menor en las fibras con AF, lo que puede ser ocasionado por una
reduccioén en la cristalinidad de las moléculas, generando fibras con menores didmetros (88
nm en promedio), de manera similar a lo que ocurre con la disminucion en la cristalinidad
del PVA por su interaccion con la hidroxietilcelulosa (HEC). Por otro lado, la segunda y
tercera transicion térmica (procesos de cristalinidad o entrecruzamientos y degradacion) se
observaron a temperaturas menores en las fibras sin AF, en comparacion a aquellas cuando
ha sido adicionado el AF, lo cual sugiere que la matriz polimérica confiere mayor estabilidad
al 4cido folico. Adicionalmente hay algunos estudios que demostraron que la adicion de
entrecruzantes como acido citrico, disminuyeron la temperatura de fusion de mezclas
poliméricas lo cual sugiere que después del entrecruzamiento se produjeron diversos puentes
de hidrogeno indicando una adecuada compatibilidad de los polimeros, asi también cuando
se utilizd PEO se determin6 que puede acelerar la cristalinidad en la mezcla polimérica (Nada

etal., 2016 ; Yoojun Eom et al., 2019).

[——F cmcrEQ 1

10 ) 287°C  404°C ——nF cMc-AF/PEQ)|
2 b) 292°C 4o77¢

Flujo de calor (mW)
L4

Flujo de calor (mW)

-10

15 o
-1§ 71°C 4 69 °C

00 700 00 200 500 (1400} 100 200 300 00 500 ©00

Femperatura ('C) Temperatura ( C)

Figura 54. Curva DSC de fibras de: a) carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin
acido folico y b) carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno con acido folico.
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4.12.3 Analisis comparativo de las transiciones termicas de las peliculas y fibras de
carboximetilcelulosa y éxido de polietileno con &cido félico por DSC

Al realizar un analisis de las figuras 53 y 54b correspondientes a P CMC/PEO/AF y
a NF CMC/PEO/AF respectivamente, se observd que en la fibras decrecen ligeramente los
valores de la temperatura de fusion (69°C) en comparacion con las peliculas (71°C), lo cual
indica que en las fibras se promueve de mejor forma la movilidad de las cadenas moleculares
y se presenta un fendmeno endotérmico el cual puede deberse al reacomodo de las fases
cristalinas. La segunda transicion térmica cambia a una temperatura mas baja en las fibras
(292 °C) en comparacion las peliculas (296 °C) y se presenta liberacion de energia calorifica,
lo cual se pudo deber a la generacion de fases cristalinas o de entrecruzamientos. Este mismo
fenémeno puede ocurrir en la tercera transicion exotérmica, en donde se observa a mayor
temperatura para las fibras. Posteriormente a los 410°C se presenta un fendmeno
endotérmico, la muestra absorbe calor con lo cual se destruye la muestra generando volatiles,

este comportamiento es el mismo tanto para las peliculas como para las fibras.

4.13 Perfil de liberacion del &cido fdlico contenido en nanofibras de
carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno en medio acuoso con pH &cido y alcalino in
vitro simular al pH gastrointestinal

En la Figura 55 el sistema utilizado para conocer el porcentaje de liberacion del acido
folico contenido en nanofibras de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno en pH similar al
gastrointestinal (pH de 1.2, 3 y 7.8) en condiciones in vitro y siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 3.4.7. En dicho andlisis, los pH de 1.2 y 3 simulan las condiciones
gastricas sin alimento y después de la ingesta de alimentos, respectivamente. Mientras que el
pH de 7.8 simula las condiciones intestinales, las mediciones se hicieron en tres ocasiones

cada una y los resultados obtenidos se resumen en la tabla 32.
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Figura 55. Sistema utilizado para conocer el perfil de liberacion del &cido folico
contenido en nanofibras de carboximetilcelulosa-6xido de polietileno a distintos pH (1.5,
6y 7.8) similar al pH gastrointestinal.

Tabla 32. Porcentaje de liberacion del acido fdlico contenido en nanofibras de
carboximetilcelulosa y ¢6xido de polietileno a pH de 1.2, 3 y 7.8 similar al pH
gastrointestinal despuésde 4 hy a 37 °C

Tiempo (minutos)

30 60 90 120 180 240
pH Porcentaje de liberacion de AF (%)
1.2 12.940.55 15.740.8 16+0.8 15.61+0.5 - -

3 48.9+0.1 50.4+0.5 52.240.5 52+40.1 - -
7.8 - 96.4+0.7 96.4+0.5 98.6+0.6  98.6+0.1 98+0.5

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + desviacion estandar.

En la Figura 56, se observa que el porcentaje de 4cido folico liberado de las nanofibras
de CMC/PEO a un pH de 1.2 y 3 fue de 15.6% y 52% después de 2 h, mientras que en
condiciones ligeramente alcalinas (pH de 7.8) fue 98% después de 4 h; lo cual indica que el
AF seria liberado en mayor proporcion una vez que lleve a la parte intestinal.

A modo de comparacion con lo reportado por Pamunuwa et al., (2020), los resultados
generados son diferentes de forma favorable por que el AF contenido en nanoparticulas de
alginato-pectina a un pH de 2 tuvo dificultades para ser liberado debido a su estructura
compacta y a que los polimeros que forman parte de su matriz, en medios cuyo valor de pH
es menor a su pKa, son protonados lo cual ocasiona el colapso de la red entrelazada de las
cadenas poliméricas con lo cual el 4cido folico es inmovilizado o atrapado dentro de la red

de alginato-pectina dificultando su liberacién. En contraste a valores de pH mayor que su
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pKa, los polimeros adquieren una carga negativa por la deprotonacion de sus acidos
carboxilicos, causando la repulsion entre las cadenas poliméricas dando como resultado el
hinchamiento de las nanoparticulas y por lo tanto, la liberaciéon de los compuestos
encapsulados. Por consiguiente, el porcentaje de liberacion de AF de las nanoparticulas de
alginato-pectina después de 6 h en un medio con pH de 6 y 7.4 fue de 80.1% y 85.9%, lo cual
se debe a diversos factores como la naturaleza hidrofilica de la matriz, la presencia del
compuesto bioactivo en la superficie de las fibras ademads de la interaccion quimica entre los
componentes. En contraste, Parin et al., (2020) reportaron una rapida liberacion del acido
folico contenido en nanofibras de PVA-Alginato a un pH de 3.5 cerca del 49%, mientras que
en nanofibras de PVA-Gelatina fue aproximadamente de 65%. Por otro lado, Alborzi et al.,
(2014) reportaron que el porcentaje de acido folico liberado de nanofibras electrohiladas de
alginato-pectina-PEO a un pH de 1.2, 3 y 7.8 fue de 64%, 21% y 97%, respectivamente. La
cantidad de AF liberado a un pH 7.8 fue significativamente mayor que a pH de 1.2 y 3, lo
cual se atribuye a la alta solubilidad que presenta el acido félico en medios alcalinos.
También esperaban que la liberacion del AF fuera menoraun pH de 1.2 queaunpH de 3y
este efecto se pudo deber a que las nanofibras fueron parcialmente disueltas al ser colocadas
en solucidn, liberando el compuesto bioactivo.

Los resultados obtenidos muestran que la matriz de CMC/PEO tiene un
comportamiento pH-dependiente lo cual, permiti6 que cierta cantidad de AF se liberara a un
pH de 1.2 en comparacion con las nanoparticulas siendo mayor la liberacion del 4cido folico
a un pH de 3. Adicionalmente, con base a lo reportado en la literatura, se comprob6 que el
AF se libera casi en su totalidad en condiciones alcalinas, lo cual también se puede deber a

los distintos métodos de encapsulacién empleados.

— == =N
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2 0 =—pH 7.8
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5 0 = B
[=]
o
0 30 60 90 120 180 240

Tiempo (minutos)

Figura 56. Porcentaje promedio del &cido félico liberado de nanofibras de CMC/PEO después
de 2 h en una solucion con pH de 1.2, con pH de 3y después de 4 h a un pH de 7.8 a 37 °C.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron fibras electrohiladas de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno sin
acido folico al incrementarse el contenido de oxido de polietileno y optimizar
parametros del equipo de electrohilado.

Los parametros de equipo fueron modificados para los ensayos con la solucion de
carboximetilcelulosa-6xido de polietileno y acido folico, lo cual permitié obtener
nanofibras. Siendo el voltaje y la distancia capilar-colector altamente influyentes para
la disminucidn del didmetro.

El anélisis morfoldgico mostro la formacion de fibras de carboximetilcelulosa y 6xido
de polietileno sin acido folico y baja presencia de defectos. Asimismo, las fibras de
carboximetilcelulosa y o6xido de polietileno con acido foélico disminuyeron su
didmetro dentro del orden nanométrico al aumentar la concentracion de acido folico
en solucion.

El 4cido folico contenido en las nanofibras de carboximetilcelulosa y 6xido de
polietileno presentd una mayor estabilidad frente a luz ultravioleta y medios con pH
acido. Asi como mayor estabilidad térmica en comparacion con el acido folico sin
proteccion.

La matriz de carboximetilcelulosa y 6xido de polietileno permitié una liberacion
aceptable del acido folico en solucion con pH similar al pH géstrico siendo mayor en
condiciones alcalinas simulando el pH intestinal en ausencia de enzimas y otros

componentes del fluido gastrointestinal.
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CAPITULO VI.
RECOMENDACIONES

Para investigaciones futuras se sugieren las siguientes recomendaciones practicas basadas en

los resultados:

e Emplear el equipo de electrohilado coaxial para encapsular el acido folico en el
interior de las nanofibras y establecer los parametros que permitan generar fibras
dentro del orden nanométrico.

e Utilizar un agente entrecruzante compatible con la carboximetilcelulosa para
proteger mejor al &cido folico utilizando el equipo de electrohilado tradicional.

e Aprovechar la fluorescencia natural del acido folico para visualizar la distribucion
del acido folico a lo largo de las nanofibras mediante microscopia confocal.

e Realizar una prueba de estabilidad del 4cido folico contenido en las nanofibras
frente a radiacion ultravioleta en seco usado en procesos de esterilizacion.

e Realizar pruebas de liberacion el acido folico contenido en nanofibras en un fluido

gastrointestinal sintético con presencia de enzimas y evaluar su bioaccesibilidad.
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