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Resumen: La alicina (All) es un bioactivo con actividad antimicrobiana, antioxidante y de alta efectividad en el
control de insectos y el quitosano (Qs) forma nanoencapsulados al interactuar con tripolifosfato de sodio (TPP), por
lo que al pensar en la sintesis de nanoencapsulados como sistemas portadores de All con efectos fitosanitarios es de
interés agroindustrial. Por lo anterior, en este estudio se sintetizaron y caracterizaron nanoencapsulados de All
(NQsAll) mediante la técnica de gelificacion ionotrépica. La sintesis consistié en: (i) formulacién de complejos All:Qs
en propotcion de 0,2 g de All por 1 g Qs, partiendo de una solucién de Qs (1%p/v) y un fitosanitario comercial con
concentracion de All = 0,6 % p/v; (ii) obtencion de los sistemas NQsAll partiendo de All:Qs adicionando TPP (0,06
% p/v). Se evaluaron dos relaciones en masa de TPP:Qs (5:1 y 3:1) y por medio de FTIR-ATR se observaron las
bandas correspondientes a los grupos sulféxidos (1119 cm?), la vibracién de estiramiento de las aminas primarias
vinculadas a All (1072 cm), se comprobé la interaccion electrostatica de TPP:Qs y se determiné el didmetro medio
de particula (DM) y el potencial-Z (PZ) de los sistemas. La relacién TPP:Qs influye significativamente, siendo
NQsAll (5:1) la que present6 una mejor estabilidad y un menor tamafio (PZ = 0,67 mV; DM = 144,6 nm). Se evalu6
el porcentaje de inhibicién del radical DPPHe comprobando que la nanoencapsulacién preservé la capacidad
antioxidante. Asf, NQsAll (5:1) mostr6 el mejor desempefio para formular un sistema nanoportador. Estos sistemas
son una buena alternativa para la conservacién de All e incrementan la dispersion y la humectabilidad durante la
aplicacion en el cultivo.

Palabras clave: alicina, biopolimeros, capacidad antioxidante, gelificacién ionotrépica, tamafio de la particula.

Abstract: Allicin is an active compound with antimicrobial activity, antioxidants and is highly effective against
insects. Chitosan (Qs) is a polycationic biopolymer that forms nanoencapsulates by interacting with sodium
tripolyphosphate (TPP). The synthesis of nanoencapsulates as Allicin carrier systems with phytosanitary effects is of
interest to the agricultural field. Therefore, in this study nanoencapsulates were synthesized by Ionotropic gelation
and then were characterized. The synthesis consists in: i) Formulation of All:Qs complexes that contain 0.2 g of All
per 1 g Qs, using Qs (1%w/v) and a commercial phytosanitary with All concentration of 0.6% w/v. (i) Obtaining
the NQsAll systems using the ionotropic gelation technique by adding TPP (0.6 mg mL) to the All:Qs complex in
two proportions NQsAll (5:1) and (3:1). FTIR-ATR spectra were obtained, observing the bands corresponding to
the sulfoxide groups (1119 cm™) and to the stretching vibration of the primary amines (1072 cm') linked to All. The
electrostatic interaction of the amino groups of Qs with TPP was checked. The mean particle diameter (Dm) by
dynamic light distribution and Z-Potential (PZ) were determined; TPP:Qs ratio significantly influenced, being
NQsAll(5:1) the most stable, showing the smallest size (PZ=0,67 mV Dm=144.61+6.4 nm). The antioxidant capacity
was evaluated by the percentage of inhibition of DPPHe; results indicated that nanoencapsulation preserved the
antioxidant capacity of the complex. NQsAll(5:1) showed the best performance to formulate a nano-carrier for a
phytosanitary compound. These nano-catrier systems can be a helpful alternative for the conservation of allicin;
increase dispersion and wettability during crop application.

Keywords: Allicin, Antioxidant capacity, Biopolymers, Ionotropic gelation, Particle diameter.
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Introduccion

El ajo (Allinm sativum 1.) es reconocido por sus aplicaciones medicinales y alelopaticas debido a
los compuestos de azufre, tales como disulfuro de dialilo, alilmetilo, dialilo, dialiltrisulfuro,
alilmetiltrisulfuro, etc.; estos compuestos son los responsables de las caracteristicas aromaticas
(Pirak et al., 2012, Chalar Vargas et al., 2014).

La alicina (dialil tiosulfinato) es el principal compuesto bioactivo y representa entre un 70 % y
80 % de los compuestos azufrados presentes en el ajo (Amagase et al., 2001; Lawson et al., 2001)
y esta se forma a partir de la accién enzimatica de las alinasas sobre la aliina (Santhosha et al.,
2013). Este compuesto azufrado presenta diversas aplicaciones de interés debido a sus
caracterfsticas antimicrobianas y antifungicas (Pirak et al., 2012), actuando como un potente
inhibidor de enzimas como las proteinasas de cisteina y alcohol deshidrogenasas, responsables
de las infecciones causadas por bacterias, hongos o virus (Figueroa-Lopez et al., 2014). También
se ha reportado su aplicacién como inhibidor natural de hongos para el almacenamiento de
alimentos para los camarones (Jaramillo, 2019), la incorporacion de la alicina en geles para
generar la preservacion de la actividad antimicrobiana del bioactivo (Tantawan & Jantawat, 2012)
e incluso su aplicaciéon como agente microbicida en la supervivencia de ratas Wistar con sepsis
abdominal (Arias et al., 2017).

La alicina es un agente antibacteriano natural contra la Escherichia coli O157:H7, el Staphylococcus
anreus y la Salmonella Typhi (Pirak et al., 2012) y ademas se ha reportado un alto poder inhibitorio
contra Listeria spp. (Kim et al., 2007; Pinilla et al., 2017). Ademas, Rasul Suleria et al. (2011)
indicaron que este compuesto bioactivo también presenta actividad antioxidante.

Los compuestos organosulfurados del ajo, entre ellos la alicina, tienen la capacidad de captar
radicales libres y regular la actividad de varias enzimas antioxidantes celulares; asimismo, pueden
aumentar las actividades de enzimas como son la catalasa, el superoxido dismutasa y el glutation
peroxidasa, implicadas en la eliminacién de radicales libres de oxigeno (ROS) (Moya Salvador,
2020).

Por otra parte, la alicina tiene efectos antioxidantes sobre la oxidacion de los tioles proteicos y
la interaccion con el sistema de glutatién reducido y forma S-alil-mercapto glutatién, compuesto
con efectos antioxidantes a largo plazo (Mocayar Marén et al., 2020).

Por dltimo, se conoce que la alicina es usada como un potente agente preventivo en el control
biolégico de aves e insectos en cultivos como homopteros, lepidopteros, hemipteros,
coledpteros, acaridos y ortopteros; este biocompuesto es absorbido a través del sistema vascular
vegetal de las plantas, lo cual altera el sistema enzimatico de la misma y esto conduce a un
enmascaramiento de las feromonas producidas por los insectos, lo que disminuye la natalidad de
estos (HMA 4, s. £.).

Las caracterfsticas mencionadas hacen de la alicina un bioactivo de interés para el desarrollo de

insumos agricolas sustentables, no téxicos y biodegradables, sin embargo, este biocompuesto es
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termosensible, se degrada por exposicion a altas temperaturas y pierde su actividad biologica
(Wang et al, 2018; Lawson & Hunsaker, 2018; Tavares & Norefia, 2019). Una alternativa para
preservar el bioactivo es el disefio de diferentes tipos de nanosistemas portadores que, a su vez,
mejoren la dosificacion y la eficiencia del principio activo en su aplicacion. Varias técnicas de
encapsulacion tales como la coacervacion (Tavares & Norena, 2019), 1a generacion de liposomas
(Barreto Pinilla et al., 2017) y la formacién de complejos con ciclodextrinas (Bai et al., 2010),
entre otros, han sido aplicadas con el fin de proteger los compuestos bioactivos del ajo como la
alicina, ademas de enmascarar su olor caracteristico (Tavares & Norefia, 2019).

El quitosano (QQs) es un biopolimero catiénico lineal de aminopolisacaridos; es la forma N-
desacetilada de la quitina que se puede obtener a partir de residuos de la industria pesquera; posee
capacidad antimicrobiana, baja toxicidad y biodegradabilidad, con aplicaciones en el sector
agricola (Marmol et al., 2011; Pirak et al., 2012). Por otro lado, el efecto antimicrobiano en
bacterias difiere entre las bacterias grampositivas y gramnegativas (Valencia, 2015) debido a las
caracteristicas de la superficie celular (Kong et al., 2010). En las bacterias gramnegativas, el
mecanismo de accion del quitosano puede deberse a la interacciéon con los cationes de los
compuestos lipopolisacaridos presentes en la membrana externa, logrando desestabilizarla. Por
otro lado, en las bacterias grampositivas se presentan polimeros con carga negativa, tales como
el acido lipoteitoico y peptidoglicanos en sus estructuras externas, los cuales pueden interactuar
con el quitosano a través de los grupos -NH’* (Kong et al., 2010; Valencia, 2015).

El control de enfermedades y plagas que afectan las plantas es efectivo y sus mecanismos de
accion estan asociados a su estructura quimica, por lo que pueden actuar sobre el organismo
patdgeno o inducir mecanismos defensivos en las plantas contra varias enfermedades vegetales
antes y después de la cosecha (Velasquez, 2000).

En un articulo del 2017, se ha reportado la aplicacion de nanoparticulas de quitosano (1000-5000
ppm, masa molecular 161-810 kDa, GD: 75-90 %) con efectos contra Fusarium graminearum, el
agente causante del tizén de la cabeza por Fusarium sp. en trigo (Kheiri et al., 2017). También se
comprobé la capacidad de suprimir el crecimiento del nematodo Heterodera glycines en la soja
(Mwaheb et al., 2017). Por otra parte, favorece el crecimiento y el desarrollo de microorganismos
beneficiosos e incrementa la poblacion y la actividad microbiana en el suelo, lo que mejora la
disposicion de nutrientes y sus propiedades. Ademas, actua como regulador del crecimiento,
acelerando la germinacién de las semillas, el vigor de las plantas y el rendimiento agricola
(Marmol et al., 2011).

En las plantas, los nanoencapsulados formulados con quitosano se utilizan para la proteccion de
diferentes compuestos de interés agricola como herbicidas, fertilizantes y fungicidas,
protegiéndolos contra el medio fisiolégico que deteriora el principio activo y permitiendo su
liberacién controlada (Choudhary et al., 2019; Valderrama et al., 2020).

Una técnica aplicada para obtener nanoencapsulados es la reticulacion idnica, la cual permite
formar particulas mediante una rapida reaccion de reticulacion entre el quitosano, el cual actia
como agente policatibnico y contraiones aniénicos multivalentes (Desbrieres et al., 2019). Las
particulas sintetizadas a partir de estas reacciones se forman debido a la interaccion idnica entre
los grupos aminos cargados positivamente del quitosano y las moléculas cargadas aniénicamente.
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El tripolifosfato de sodio (TPP) es el reticulante i6nico mas comun utilizado para preparar
sistemas de particulas a base de quitosano. Es un polianién que interactia con el quitosano
catiénico mediante fuerzas electrostaticas (Ferrari et al., 2012) y debido a la complejacion entre
especies con carga opuesta, el quitosano experimenta una gelificacién idnica y consecuentemente
se precipita para formar particulas.

El estudio de la formacién de nanoparticulas de quitosano es de importancia agricola y se ha
reportado el incremento en la accién bioldgica de este biopolimero cuando este se encuentra en
soluciones de nanoparticulas (Qi et al., 2004; Du et al., 2008; Huang et al., 2009). Se han descrito
algunas aplicaciones de sistemas portadores nanoencapsulados con base en quitosano para
diferentes aplicaciones agricolas, tales como el recubrimiento de semillas para la liberacién

controlada de fertilizantes, mostrando una potente acciéon bactericida y fungicida (Velasquez,
2006; Marmol et al., 2012).

El objetivo del presente trabajo consistio en sintetizar y caracterizar sistemas nanoencapsulados
de quitosano como sistemas portadores del compuesto bioactivo alicina presente en un
fitosanitario comercial, para esto, se generé un complejo entre el quitosano y el compuesto
bioactivo que contiene alicina y se sintetiz6é un sistema nanoencapsulado del complejo alicina-
quitosano mediante la técnica de gelificacion ionotrépica usando tripolifosfato de sodio. Luego,
se estudié el efecto de la variacién en la relaciéon entre tripolifosfato de sodio y quitosano
presentes en la reaccion, mediante la caracterizacion estructural (FITR-ATR) y fisicoquimica
(determinacion de tamafio medio de particula, potencial Z) y ademas se evalud la actividad
antioxidante mediante el ensayo de inhibicién del radical DPPHe.

La aplicacion del proceso de reticulacion idnica y la variacion de la relacion TPP:Qs permiten la
sintesis de nanoencapsulados del fitosanitario, cuyo compuesto bioactivo es la alicina, en una
matriz de quitosano como sistema nanoportador.

Materiales y métodos

Formacion del complejo alicina-quitosano

Se obtuvieron complejos alicina-quitosano (All-Qs) adaptando el protocolo propuesto por Pirak
etal. (2012), a partir del producto fitosanitario “VG GUARD” (HMA 4, s. f.), cuyo componente
principal y activo es la alicina en una concentracién de 0,6 % p/v y soluciones de quitosano Qs;
Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, USA). El quitosano empleado fue caracterizado
fisicoquimicamente y su peso molecular fue de 2,83 X 10° g mol”, obtenido por el método
viscométrico utilizando un viscosimetro capilar de Ostwald. El grado de desacetilacion del
quitosano fue del 75,3 % (SD = 1,1), determinado por el método FTIR (Brugnerotto et al., 2001)
y del 79,5 % (SD = 2,7) determinado por la valoracién potenciométrica (Broussignac, 1968).

Se realizaron mezclas con una proporcion de 0,2 g de alicina por 1 g de Qs, partiendo de una
solucién Qs (1 % p/v) preparada en medio acido (acido acético glacial (1 % v/v) y el fitosanitario
comercial con 0,6 % p/v de alicina; la dispersién formada se sometié a agitacion constante de
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100 rpm y 30 °C, con tiempo de agitacion de 24 horas. Las mezclas obtenidas se dejaron reposar
a 4 °C durante 48 h y posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, con el
fin de retirar la fraccién insoluble aportada por el fitosanitario, siendo el sobrenadante el
complejo All-Qs formado, el cual fue recuperado para ser usado en la etapa de reticulacion.

Para la obtencién de los sistemas NQsAll, partiendo de All:Qs, se adicioné por goteo TPP (0,06
% p/v) en dos relaciones de masa de TPP:Qs (5:1 y 3:1), con agitacién constante durante 5 s a
100 rpm usando un agitador Velp Classic (Velp Scientifica). Finalizada la adicién de la solucion
de TPP, se llevaron las muestras a agitacion durante 90 minutos a una velocidad de agitacion de
100 rpm y temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 minutos y el precipitado se congel6 a -40 °C por 24 h previo al secado por liofilizacién
(temperatura = -50 °C; presiéon = 001 Torr, 48 h) en un equipo HETO Modelo FD 4 y se

almacenaron a 4 °C hasta su caracterizacion.
Caracterizacion de las muestras
Determinacion de solidos solubles totales (SST; ° Brix) y pH

El contenido de SST de los complejos de Qs-All formados y en solucién se determind con un
refractometro manual Atago N, (Tokio, Japon) y las determinaciones se hicieron por triplicado.
El pH de las muestras de los complejos de Qs-All formados y en solucién se midié con un
peachimetro Hach Sension+ pH3 Lab (Hach Company, Estados Unidos) a 25 °C. Finalmente,
las mediciones se hicieron por duplicado.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y reflectancia total
atenuada (ATR

Los espectros FTIR del quitosano, la alicina presente en el fitosanitario liofilizado y de los
nanoencapsulados alicina-quitosano liofilizados obtenidos, se registraron con un espectrometro
Nicolet IS10 (Thermo- Scientific, Estados Unidos) con accesorio de ATR (diamante).

Se trabajé en un rango de nimeros de onda desde 4000 a 400 cm™ y para cada muestra se
colectaron 60 barridos con una resolucién de 4 cm™ que fueron acumulados. Los datos obtenidos
se procesaron utilizando el soffware OMNIC TM de Thermo Scientific TM.

Distribucion de tamafio de particula de los complejos All-Qs

Para la evaluacion de la distribucion del tamafio de los encapsulados All-Qs con diferentes
relaciones de TPP:Q)s, las muestras en solucion se sonicaron durante 60 s usando una punta
homogenecizadora ultrasénica OMIN Sonic Ruptor 400, seguido de una dilucién 1:10 previa a
medicion. Las medidas se realizaron en un equipo Nanoparticle Analyzer SZ-100-Z (Horiba
Instruments, Japon), provisto de un diodo laser JUNO, modelo 10G-HO (Showa Optronics,
Japon) operado a 532 nm, usando una cubeta de cuarzo.

Determinacién del potencial-Z (PZ)
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LLa medida del potencial-Z (PZ) consiste en determinar la carga en la superficie externa de una
particula en suspension (coloide, nanoparticula, etc.), basaindose en la teorfa de la doble capa
eléctrica; permite conocer el comportamiento de la particula por medio de la movilidad
electroforética que experimenta la particula en suspensién en un campo eléctrico definido, ya
que indica el balance entre los cambios en el potencial de la superficie de dicha particula y las
fuerzas de repulsion en su entorno.

Se tomd6 1 ml de la suspension y se mezclé con 0,25 ml de una solucién de cloruro de potasio
(KCl; 1 mM), con el proposito de ajustar la conductividad eléctrica del medio. Se midi6 el Pz
utilizando un Nanoparticle Analyzer SZ-100-Z (Horiba Instruments, Japén), provisto de un
diodo laser JUNO, modelo 10G-HO (Showa Optronics, Japén) operado a 532 nm usando una
celda con electrodo de carbono de 6 mm; los datos reportados comprenden el promedio de tres
mediciones.

Capacidad de inhibicion de Ias nanoparticulas del complejo All/Qs: inhibicion del
radical DPPHe. (%1)

Se determiné la capacidad antioxidante del quitosano, la alicina presente en el fitosanitario y los
nanoencapsulados de All:Qs mediante la inhibicién del radical libre 2,2-difenil-1-picril hidracilo
(DPPH®) en una soluciéon etandlica, siguiendo la metodologia propuesta por Brand Williams et al.
(1995). El método DPPH- determina actividades de captura de material radicalario en presencia
de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivaciéon de dicho radical en medio
acuoso. La forma estable del DPPH- (violeta) absorbe a una longitud de onda de 517 nm, al ser
reducido por un compuesto con actividad antioxidante (AH) u otra especie radical (R-), la
absorcion disminuye (amarillo), representando la capacidad antioxidante total del compuesto
ensayado.

Para la medicién de los antioxidantes se prepard una solucién de quitosano al 0,2 % p/v y una
dilucién del fitosanitario con agua destilada para alcanzar una concentraciéon de alicina de 0,04
% p/v, con el fin de equiparar las concentraciones en el complejo All:Qs (previo a la
liofilizacién). Los nanoencapsulados liofilizados se resuspendieron en agua destilada para
equiparar la relacion de 0,2 g de alicina cada un (1) g de quitosano. Las muestras se agitaron a
100 rpm, a 20 °C y oscuridad durante 1 h, y finalmente se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min
y el sobrenadante se reservo a 4 °C y oscuridad hasta su medicion.

La técnica aplicada consistié en mezclar una alicuota (0,1 ml) de la muestra con 3,9 ml de la
solucién DPPHe-etanol (25 mg DPPHe/l) y almacenar en oscuridad. El curso de la reaccién se
siguié determinando la caida de la absorbancia a 517 nm con un tiempo de reacciéon de 150
minutos en un equipo espectrofotometro UV mini-1240 UV-Vis (Shimadzu Scientific

Instruments, Japon). Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion (% I), ecuacion
1:

Absp—Absm

o] =
% Absp

* 100 (ecuacion 1)

Donde, Absyes la absorbancia del blanco (solucién del radical DPPHe-etanol) y Abs,, es la
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absorbancia medida para la muestra analizada, evaluadas a 150 min.
Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos utilizando el soffware Infostat v. 2013 (InfoStat Group, 2016).
La prueba t se aplico para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los valores
medios de los resultados correspondientes a la comparacion de diametros medios y potencial Z
para dos relaciones TPP:Qs. El analisis de varianza (Anova) se utilizé para establecer diferencias
estadisticamente significativas entre las medias, los resultados de la capacidad antioxidante
fueron determinados por el método DPPHe (%lI) en cinco grupos de muestras, donde las
diferencias se compararon mediante la prueba de Tukey usando un nivel de significancia p <
0,05.

Resultados y discusiéon

Se obtuvieron complejos All-Qs a partir de soluciones de quitosano de concentracién 1 % p/v
y el fitosanitario “VG GUARD”, mediante la reticulacion iénica con tripolifosfato de sodio (TPP)
con un contenido de sélidos solubles totales de 2,44 £ 0,01 °Brix.

Los complejos All-Qs nanoencapsulados se llevaron a cabo por medio de la interacciéon del
quitosano y el TPP, donde este ultimo se puede presentar en diferentes especies anidnicas
dependientes al pH: P3O10°, HP;O10* y H2P3O10”. Una solucién acuosa de TPP presenta pH = 9,
disocidndose mayoritariamente en iones P3O1o”, los cuales consecutivamente tienden a formar

iones HP;O4* y OH'.

El proceso de reticulacién idnica entre el quitosano y el TPP se genera cuando entra en contacto
la solucién de quitosano con la solucién del TPP. Debido a las condiciones de solubilizacion del
quitosano, esta solucion se encontraba a pH acido (2,98), por lo cual los grupos aminos de este
biopolimero estaban protonados (NH;"); por esta razén, los iones P;Oq0°, HP3O10* y OH
compiten para reaccionar electrostiticamente con los NH;" (Bhumkar & Pokharkar, 20006). El
pH de las suspensiones de las nanoparticulas fue de 3,5 y el incremento del pH indicé que el
proceso de reticulacion idnica se produce con la neutralizacion de cargas.

La caracterizacion estructural del quitosano, la alicina presente en el fitosanitario y los sistemas
nanoencapsulados (NQsAll (5:1) y All-Qs NQsAll (3:1)) se realizé mediante FITR-ATR. En la
figura 1 se presentan los espectros de la alicina (presente en el fitosanitario) (a) y el quitosano
(b). En el espectro “a” la alicina (figura 1a) se observo un pico correspondiente a la longitud de
onda 3240 cm’, cotrespondiente al estiramiento del grupo O-H y a 2933 cm™, un pico
correspondiente al estiramiento de los enlaces C-H de hibridaciéon sp3 (Figueroa-Lopez et al.,
2014). Las bandas observadas a 1122 y 1078 podrian corresponder a los grupos sulfoxidos (S =
O) y ala vibracién de estiramiento de las aminas primarias C-N, reportadas por Figueroa-Lépez
et al. (2014) para 1130 y 1107 cm’', respectivamente, las cuales se atribuyen a la aliina y sus
productos detivados. El pico observado a 926 cm™ podtia corresponder a la deformacion de =
CH,, y el pico 820 cm™ a aminas primatias N-H, los cuales se deben al grupo amino de la aliina
(Figueroa-Lopez et al., 2014).
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Figura 1. Espectros FTIR: a) Alicina presente en el fitosanitario y b) Quitosano.
Nota: Las marcaciones en el espectro resaltan algunos grupos funcionales de interés.
Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 1b se presenta el espectro FTIR de quitosano en polvo, donde se observo la presencia
de la banda ancha ubicada en 3429 cm™ correspondiente a los picos combinados de los
estiramientos vibracionales de los grupos hidroxilos (O-H) y NH. (Qi et al., 2004), la banda en
2933 cm™' corresponde a una vibracién de tension del enlace C-H, (Sierra et al., 2013); la banda
1647 cm™ se atribuye al estiramiento del grupo carbonil -C = O y a 1560 cm™ se present el pico
correspondiente a la flexién del grupo amida-11, la cual se solapa con la flexion del grupo amino
en 1549 cm™ (Liu & Zhang, 2015; Tirtom et al., 2012), 2 1413 cm™ grupo amida I (-NHa) y 1358
cm’', donde se produce la vibracién de flexion simétrica a modo “tijera” del grupo amida I a
1150 cm™ con vibracién de flexién asimétrica C-O-C y a 1023 cm’, con las bandas
correspondientes a las vibracién que involucran el estiramiento del grupo alcohdlico C-OH,
caracteristicas de los polisacaridos (Kim et al., 2012; Kyzas et al., 2008).

En la figura 2 se presentan los espectros FTIR de los nanoencapsulados quitosano/alicina: a)
NQsAIl (3:1). y b) NQsAll (5:1). La formacién del complejo All-Qs se podtia evidenciar en la
zona de 1500 a 500 cm™, donde se observan las bandas correspondientes a los grupos sulféxidos
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S = O (1119 cm™) y a la vibracién de estiramiento de las aminas primarias C-N (1072 cm™),
observadas en el espectro FTIR de la alicina (figura 1a).

El pico observado a 926 cm™ podtia corresponder a la deformacion de = CHa, y el pico 820 ecm
" a de aminas primarias N-H, lo cual se debe al grupo amino de la aliina (Figueroa-Lépez et al.,
2014). En comparacion con el espectro del quitosano (figura 2b), el complejo All-Qs presentd
un corrimiento del pico de la flexién del grupo amida-II, que originalmente se presenta para el
Qs a 1560 cm™ y que se observo en el complejo a 1575 cm™, esto se presenta por la interaccion
electrostatica de los grupos aminos libres del quitosano con los iones del TPP, asimismo, la
disminucién de las intensidades de la banda a 1647 cm™. También se presentan dos nuevas
bandas a 1712 em™ y 1575 cm™, que indican el entrecruzamiento con las moléculas de TPP (Qi
et al., 2004) durante la reticulacién i6nica.

1UU:“‘~\ Jont &\5 a
] \ P T
‘_‘ | '\\ ‘f/__,,.r ¥
g 801 l‘\ ././ \f
(o] } \\, P ,_/ A A
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de hibridacién sp3 Grupo amino de la aliina

Figura 2. Espectros FTIR de los nanoencapsulados : 2) NQsAll (3:1) y b) NQsAIl (5:1).
Nota: Las marcaciones en el espectro resaltan algunos grupos funcionales de interés.
Fuente: Elaboracién propia.

Distribucién del tamafio de particula mediante dispersion de luz dindmica (DLS) y PZ de
los nanoencapsulados All-Qs

En la tabla 1 y la figura 3 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion del tamafio de
particula de los nanoencapsulados alicina-quitosano para dos relaciones TPP:Q)s. Se observé que
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la relacion TPP:Qs influye significativamente (p < 0,05) en la distribuciéon del tamafio de las
particulas de los nanoencapsulados All-Qs.

Tabla 1. Distribuciéon de tamafio de particula obtenidos por distribucion de luz dinamica (DSL)
y PZ de NQsAll (3:1) y NQsAll (5:1)

NQsAll Distribucion del diametro Tipo de PZ
(TPP:Qs) medio (nm)* distribucién (mYV)
3:1 165,0 + 3,12 Polidisperso 2,56 £ 0,63
5:1 144,6 + 6,4 p 0,67 £ 0,06

*Resultados expresados como el promedio de 3 lecturas * desviacién estandar.

Los valotes con superindices distintos difieren significativamente por tratamiento (*) la prueba
t (o« = 0,05).

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 3. Distribucién de tamafio de particula de los complejos a) NQsAll (3:1) y b) NQsAll
(5:1).
Fuente: Elaboracién propia.
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La menor relacion de TPP:Qs llevo a la formacion de nanoparticulas de mayor tamafio (figura
3a), esto se atribuye a que cuando se agrega una menor proporcion del reticulante queda un alto
numero de cargas positivas en el Qs sin neutralizar, lo cual genera repulsion entre las cadenas
del biopolimero y mayores tamafios de las particulas; asimismo se observan mayores valores de
PZ.

La formacién de los sistemas nanoencapsulados NQsAll se llevo a cabo usando Qs y TPP, ambos
compuestos se caracterizan por tener diferentes cargas, siendo positivas para el Qs y negativas
para el TPP. El PZ de las soluciones de Qs y TPP usadas para el proceso de reticulacion fueron
35,03 £ 0,12 mV y -2,37 * 0,25 mV, respectivamente. Este resultado muestra las caracteristicas
i6nicas de cada uno de los compuestos, donde se comprobé que el PZ para el Qs fue positivo al
tratarse de un polielectrolito catiénico, caso contrario fue el del TPP. Para el caso del complejo
All:Qs, el Pz fue 17,20 £ 10,7 mV, esto demuestra que existié una reducciéon del PZ en
comparacién al del Qs debido a la interaccion electrostatica entre este policationico y la All
presente en el fitosanitario.

Se observa una diferencia significativa (tabla 1; p < 0,05) en los de los PZ nanoencapsulados,
siendo 0,67 £ 0,06 mV para la relacién 5:1, valor cercano a 0 por causa de la falta de repulsion
de las cargas indicando la neutralizacién electrostatica; este fenémeno generd un sistema
insoluble que correspondié a las nanoparticulas, en concordancia con varios autores (Souza et
al., 2012 y Tavares & Norefa, 2019); y para la relacion 3:1, un Pz de 2,56 * 0,63 mV, en este
caso el PZ de las nanoparticulas formuladas con este biopolimero tiende a ser positivo indicando
la presencia de grupos aminos superficiales (Jonassen et al., 2012).

Capacidad de inhibicion del radical DPPH® (% I) por el complejo de nanoparticulas

All/Qs

Se determing la capacidad antioxidante de la alicina, la solucién de quitosano (Qs 1 % p/v) y los
nanocomplejos NQsAll (5:1) y NQsAll (3:1) (figura 4).

El posible mecanismo de acciéon del compuesto activo es su participacion como donante de
hidrégeno o electrones, reduciendo el radical DPPH® a su forma DPPH (Bozin et al., 2008).

Los porcentajes de inhibicién (% I) obtenidos fueron en todos los casos inferiores al 15 %, la
dilucién de alicina (0,004 % p/v) y el quitosano (0,2 % p/v) presentaron valores de 12,9 % y
3,7 % de inhibicién, respectivamente, evidenciando que la actividad antioxidante esta dada
principalmente por el compuesto activo: alicina. Diversos autores han reportado la capacidad
antioxidante para extractos de ajo, Rasul Suleria et al., (2011) indicaron porcentajes de inhibicién
medidos mediante DPPH* para extractos acuosos y metandlicos de 73,80 % y 83,83 %,
respectivamente; por otra parte, Gonzalez Ramirez (2019) reporté un 11,99 % de inhibicién para

muestras de ajo fresco. Cabe recordar que el contenido de alicina reportado en ajo fresco es de
345 mg cada 100 g de ajo (Jeong et al., 2010).
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Figura 4. Capacidad antioxidante medida mediante la inhibicién del radical DPPH® (%) a 517
nm.

Notas: Dilucién de alicina (0,04 % p/v), la solucién de quitosano al 0,2 %, el complejo All:Qs
previo a la liofilizacién y los nanoencapsulados de NQsAll (5:1) y NQsAll (3:1). Los valores con
superindices distintos (a, b, c) difieren significativamente por tratamiento la prueba de Tukey (p
< 0,05).

Fuente: Elaboracién propia.

La capacidad de inhibicién del radical DPPH® del complejo All/Qs (preliofilizacién) y NQsAll
(5:1) no presenta diferencias significativas (figura 4; p > 0,05) con respecto al % I de la dilucién
del fitosanitario (0,004 % p/v), indicando que los procesos de reticulacién y nanoencapsulado
permiten conservar las propiedades antioxidantes del complejo en solucién, asimismo, el empleo
del secado por liofilizacién contribuye a la conservacion del compuesto bioactivo. Tavares y
Norefia (2019) demostraron la actividad antioxidante de encapsulados de extracto de ajo en
micropartfulas de quitosano y aislado de proteinas de suero de leche, obtenidos por coacervacion
mediante secado por atomizacion o liofilizacion; en este ensayo, las microparticulas presentaron
una buena capacidad antioxidante aunque menor que en el extracto de ajo sin encapsular y
observaron que la actividad también descendié con el secado por atomizacién en comparacion
a la liofilizacién, debido a las temperaturas del proceso de secado.
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La capacidad de inhibicién del complejo NQsAll (3:1) se redujo significativamente (p < 0,05)
como se muestra en la figura 4, indicando que la relacién 3:1 presenta una menor capacidad de
estabilizacion del principio activo de la alicina.

Conclusiones

Mediante el proceso de reticulaciéon idnica se logré la sintesis de nanoencapsulados del
compuesto bioactivo alicina presente en el fitosanitario comercial, en una matriz de quitosano
como sistema nanoportador. La formacion de los nanoencapsulados se comprob6 mediante la
caracterizaciéon estructural por FTIR, donde se observaron bandas caracteristicas
correspondientes a la alicina, ademas de sefiales asociadas a la interaccion electrostatica entre los
grupos aminos libres del quitosano y el tripolifosfato de sodio (TPP), indicando la reticulacion
entre las moléculas.

La relacién TPP:Qs influyé en la distribucion del tamafio de las particulas, el PZ y la capacidad
antioxidante del nanocomplejo All-Qs formado, siendo la relacion TPP:Qs (5:1) la que presentd
un menor tamafio de nanoparticulas y las mejores caracteristicas para formular un sistema
nanoportador.
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