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Resumen

Existen diversos tipos de biopolimeros presentes en la naturaleza que por lo general
son biocompatibles y biodegradables como es el caso del alginato de sodio. Algunos
incluso presentan propiedades antibacterianas como la quitosana que proviene de la
quitina, presente en el exoesqueleto de los crustaceos e insectos. Asimismo, existen
productos naturales que, por su composicion quimica, presentan propiedades
antioxidantes, por ejemplo, el aceite de oliva o el aceite de sacha inchi. Este Ultimo
proviene de las semillas del fruto del sacha inchi autdctono de la region amazénica

en Sudamérica.

Por otro lado, se sabe que la microencapsulacién es un proceso mediante el cual un
gas, liquido o material sélido se rodea y queda encerrado por una pared polimérica
porosa que contiene una sustancia activa y de esta forma se protege y se aisla del
entorno para, posteriormente, liberarlo segin sea necesario. El presente trabajo
estudié la formacion de microcapsulas de quitosana y alginato para encapsular
compuestos antioxidantes provenientes de distintos tipos de aceites como el de soya,

de oliva y de sacha inchi.

Se formaron emulsiones de cada aceite a analizar y se vari6 la cantidad de
surfactante. Se estudio la estabilidad de las emulsiones por un periodo de un mes.
Luego, se caracterizaron por medio de la técnica ATR-FTIR. Posteriormente, se
analizé la eficiencia de la encapsulacion y su liberacion con respecto al tiempo. Por
ultimo, se analizé la actividad antioxidante que presentaban los aceites, los polimeros

y las microcapsulas por medio de una técnica de transferencia de electrones (ABTS).
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DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

En este trabajo se estudiara la formacién de nano y micro capsulas de polimeros naturales
(alginato de sodio y quitosana) que sean estables en el tiempo y puedan encapsular
agentes antioxidantes para poder liberarlos controladamente en el tiempo.

La quitosana se obtiene de la desacetilacion de la quitina que es el principal componente
de los exoesqueletos de crustaceos e insectos. Es un copolimero lineal soluble solo en
medio acido en donde forma un polielectrolito catiénico y, en consecuencia, precipita en
soluciones alcalinas. Es uno de los pocos polimeros cationicos naturales y por ello ha
captado gran interés para su utilizacién en diversas aplicaciones como material, en
farmacia, cosmética, medio ambiente y medicina.

Al igual que la quitosana, el alginato de sodio también es un copolimero lineal y esta
presente en las algas pardas. En contraposicién a la quitosana, posee grupos acidos en
sus unidades repetitivas, los cuales lo convierten en un polielectrolito de carga negativa.
Una de sus caracteristicas mas resaltantes es la capacidad de gelar facilmente, sobretodo
con cationes divalente como el Ca®.

Por otro lado, el sacha inchi es una planta oleosa, que crece en la selva de los Andes
sudamericanos. De acuerdo con ciertos estudios, el aceite de sacha inchi contiene el 93%
de sus acidos grasos insaturados, ademas de presentar otros componentes bioactivos
como la albimina, tocoferoles, carotenos, componentes polifendlicos, fitosteroles, etc. Los
tocoferoles son de interés especial por sus propiedades similares a la de la vitamina E,
pues poseen una fuerte actividad antioxidante y confieren proteccién contra la peroxidacion
de lipidos en tejidos y alimentos biolégicos.

El objetivo de este trabajo es emplear los productos de origen natural arriba mencionados
para preparar micro y nano particulas estabilizadas con un recubrimientos de alginato de
sodio y/o quitosana para encapsular aceite de sacha inchi con ayuda de la técnica de
ultrasonido. Luego, las particulas seran caracterizadas y se evaluara su estabilidad a lo
largo del tiempo. Por Ultimo, se determinara la actividad antioxidante de las micro y nano
particulas producidas.
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1. Marco Teorico

1.1. Introduccioén

La microencapsulacion es una técnica que ha sido desarrollada en los dltimos 60
afios y consiste en empaquetar microscopicamente material sélido, liquido o
gaseoso. Las microcépsulas se definen como un sistema microvesicular, que posee
un nucleo donde se encuentra el farmaco, material o agente activo, como por ejemplo
aceites vegetales con alto contenido de agentes antioxidantes, y que esta rodeado
generalmente por una o varias paredes poliméricas como el alginato y la quitosana®.
Las microcapsulas son buenos vehiculos del agente activo, permiten una liberacion
controlada, son biocompatibles y protegen al farmaco ante factores de degradacion

como el pH, la luz o agentes oxidantes?.

1.2. Quitosana

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante del planeta, después de la
celulosa, y es el principal componente de los exoesqueletos de crustaceos e
insectos®4°. Cuando la quitina posee un grado de desacetilacion mayor al 50% se le
conoce como quitosana®. Las aplicaciones de la quitina, a diferencia de la quitosana,
son muy limitadas debido a que su estructura se parece mucho a la de la celulosa
pero es quimicamente inerte’, es decir, no reacciona con facilidad. En la preparacion
de la quitosana, se desnaturalizan las proteinas de las cascaras molidas de los
crustaceos y se desmineralizan mediante tratamiento secuencial con alcali y &cido®;
después la quitina extraida se desacetila a quitosana mediante hidrélisis alcalina a
alta temperatura*®8, El proceso de desacetilacion involucra quitar el grupo acetilo de
la cadena de la quitina y asi formar un grupo amino®. La produccién de quitosana a

partir de estas fuentes es econémica y facil®.

La quitosana es un copolimero lineal natural constituido por la repeticion de dos
monoémeros: la D-glucosamina y la N-acetil-D-glucosamina®*® (figura 1). Posee una
estructura similar a la celulosa ya que ambos estdn compuestos de monosacaridos
lineales unidos mediante enlaces 3 (1—4). Sin embargo, la diferencia principal de la
guitosana con respecto a la celulosa es que estd compuesto de 2-amino-2-desoxi-3-

D-glucano con enlaces glucosidicos® ’.
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Figura 1. Estructura quimica de la quitosana.

Existen tres factores que caracterizan a la quitosana comercial: su calidad, sus
propiedades intrinsecas (peso molecular, viscosidad, grado de desacetilacion) y su
forma fisica®. En el mercado se vende dependiendo de su grado de desacetilacion,
peso molecular, o grado de pureza. No obstante, el grado de desacetilacion es uno
de los factores mas importantes debido a que este determina la concentracion de
grupos amino libres. Por lo tanto, las condiciones de reaccion que se utilicen para su
obtencion son de suma importancia®. La quitosana no es soluble en solventes
organicos ni en agua pero, si el grado de desacetilacion es mayor o igual que el 50%,
se vuelve soluble en medio &cido*. Su solubilidad se debe a la protonacion del grupo
amino del C-2 de la D-glucosamina*®, por lo que el polimero se convierte en un
polielectrolito en medio acido®. Asimismo, la carga positiva que posee permite que se
una a moléculas con carga negativa®, por lo que, precipita en soluciones alcalinas
con polianiones y forma geles de bajo pH* La quitosana es el Unico polimero
cationico natural y se han encontrado diversas aplicaciones por sus caracteristicas

Unicas como, por ejemplo, floculante para la recuperacion de proteinas.

El grado de desacetilacién tiene un gran impacto en sus propiedades fisico-quimicas
y su actividad inmunolégica, entre otras®**°, debido a la cantidad de aminas primarias
gue posee’. Por la biodegradabilidad, la baja toxicidad y la buena biocompatibilidad
de este polimero, este es ampliamente utilizado en la industria alimentaria como
aditivo®. Por la misma razoén, este polimero es ideal para la formulacién biomédica y
farmacéutica®*°. Por otro lado, mejora la cicatrizacién de heridas, posee propiedades
antimicrobianas y puede reducir los niveles de colesterol® ya que atrapa a los lipidos
en el intestino debido a su naturaleza catiénica®, se disuelve en el estbmago y luego
forma un compuesto quitosano-grasa. Posteriormente, gelifica en el intestino delgado
y de esta forma, la grasa se excreta por medio de las heces®. Por otro lado, al ser
soluble en medios acuosos es empleado para la fabricacion de geles, films, fibras,

etc®. Por ejemplo, dado que la quitosana forma peliculas, se ha sugerido como un



biopolimero para el desarrollo de lentes de contacto (lentes de contacto blandos y
duros). De lamisma manera, se ha empleado para la fabricacién de lentes de vendaje
ocular como dispositivos de proteccién para los ojos dafiados. A su vez, las
membranas de quitosana se han encontrado Utiles como membranas artificiales de

rifion, debido a su permeabilidad y alta resistencia a la traccién®.

Como ya se mencion0, la quitosana presenta muchas aplicaciones que estan
relacionadas al peso molecular y grado de desacetilaciéon. Una ventaja de las
microparticulas de quitosana es su capacidad para atrapar y controlar la liberacion
de agentes activos*’. Asimismo, evita el uso de disolventes organicos peligrosos
mientras se fabrican particulas, ya que, como se menciond antes, es soluble en
solucion acuosa acida. Su naturaleza catiénica permite la reticulacién idnica con
aniones multivalentes y tiene caracter mucoadhesivo, lo cual aumenta el tiempo

residual en el sitio de absorcion’.

1.3. Alginato de sodio

Al igual que la quitina, existen otros polisacaridos que provienen de distintas fuentes
naturales como, por ejemplo, las algas. El alginato comercial es extraido
principalmente de tres especies de algas pardas: Laminaria hyperborean,
Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera, que contienen 40% de alginato en
peso. También puede ser encontrado en Azotobacter vinelandii y en algunas
especies de Pseudomonas. Por su naturaleza, diversos cationes como el Ba?*, Sr?*,

Mg?* y Na* se encuentran unidos con el alginato®2°.

Con respecto a su composicion quimica, es un copolimero lineal que tiene unidades
acidas, las cuales son el D-manurénico (M) y L-gulurénico (G), unidas por enlaces
glucosidicos 1—4, y estan dispuestos de manera homo y hetero polimérica (figura 2).
El alginato no tiene una estructura con secuencias regulares por lo que para conocer
sus enlaces quimicos no basta con conocer los monémeros que lo conforman, se
necesita conocer también su secuancia®!!. Debido a las formas particulares de los
mondmeros y sus modos de unién en el polimero, las geometrias de las regiones del
blogue G, las regiones del bloque M y las regiones alternadas son sustancialmente
diferentes. Existen diversas formas del enlace glicosidico segin cémo sea la
secuencia de unién entre monoémeros y esto genera 3 formas estructurales: el bloque

GG, con una estructura abultada o capsular, el bloque MM, con una estructura tipo



cinta plana, y el bloque MG, con una estructura tipo escalera. El enlace glicosidico
en los bloques MM y MG se forman entre los carbonos ecuatoriales C-1 y C-4,
mientras que en los bloques GG y GM se forman entre los carbonos axiales C-1y
C-4%2,
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Figura 2. Estructura quimica del: (a) acido B-D-manurénico (M),

(b) acido a-L-gulurénico (G) y (c) alginato (con secuencia GGMM).

Los alginatos tienen una gran afinidad por cationes multivalentes, principalmente
debido al efecto quelato de los blogues poligulurénicos, conduce a la formacién de
los geles por entrecruzamiento iénico. Es asi como el ion Ca?* ayuda a la gelificacion,
al igual que los iones Sr?* y Ba?*, mientras que, los cationes monovalentes y el Mg?*
no funcionan como agentes gelificadores®!%13, Existen otros cationes divalentes,
como el Pb?", Cu?, Cd?*, Co?, Ni?*, Zn* y Mn?*, que también pueden ayudar al
entrecruzamiento de las cadenas del alginato; sin embargo, sus usos son limitados
por el aumento de la toxicidad®. La gelificacion del alginato se consigue
principalmente mediante el intercambio de iones sodio del alginato de sodio por los
cationes divalentes: al aumentar los grupos gulurénicos se obtiene una conformacién
ideal que puede llegar a la estructura caracteristica de la “caja de huevos” y
posteriormente gelificar®° (Figura 3). Cada cadena de alginato puede dimerizar para
formar uniones con multiples otras cadenas formandose como resultado redes de gel
en lugar de precipitados insolubles!®. Esto se debe a que los cationes divalentes se

unen a los bloques de a-L-gulurénico!!. Se puede decir que la reactividad del calcio
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frente al alginato es el resultado de la asociacién dimérica inducida por este ion en
las regiones del bloque G. Estos geles son sélidos en cuanto retienen su forma y
resistencia al esfuerzo mecanico, a pesar de tener una composicion del 99% en peso
de agua. Dependiendo de la cantidad de calcio presente en el sistema, estas
asociaciones entre cadenas pueden ser temporales o permanentes. Con niveles
bajos de calcio (0,003 M de Ca?*), se obtienen asociaciones temporales, lo cual da
lugar a soluciones tixotropicas altamente viscosas. A mayores niveles de calcio, la

precipitacion o gelificacion de las cadenas es permanente (Figura 3).

Temporal

Permanente

Figura 3. Estructura de la “caja de huevos” del gel de alginato en presencia de

jones Ca?" 12,

Numerosos estudios han demostrado que la estructura quimica, el tamafio molecular,
la cinética de formacion de gel y el catibn empleado, tienen un impacto significativo
en varias de sus propiedades funcionales. Asi, estos factores tienen un gran impacto
en la porosidad, el grado de hinchamiento, la estabilidad, la biodegradabilidad y la
biocompatibilidad. Es por ello que el alginato esté siendo utilizado como farmaco por
sus propiedades de biocompatibilidad y la baja respuesta inmune que induce®.
Ademas, el alginato se usa en la industria alimentaria como espesante, emulsionante

o estabilizador. Los alginatos estéan clasificados en el grupo que son generalmente
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seguros (GRAS) por la FDA (Food and Drug Administration). La administracion oral
del alginato no induce mucha respuesta inmunitaria a diferencia del administrado por
via intravenosa, y se ha reportado que el alginato es biodegradable y no es téxico
cuando se administra oralmente. Aunque la biocompatibilidad del alginato ha sido
ampliamente investigada, existe un desacuerdo en la literatura. En el caso de la
administracién intravenosa, existe reportes que indican que la mayoria de los
alginatos comerciales inducen la reaccién de cuerpo extrafio y fibrosis'4, mientras
que otros informes muestran poca 0 ninguna respuesta inmune alrededor de los
implantes de alginato*®. No obstante, es posible que la respuesta inmunogénica a las
inyecciones intravenosas se habria debido a contaminantes téxicos en alginatos

comerciales®®.

1.4. Sachainchi

La regién amazénica es una de las areas mas importantes del mundo en términos de
biodiversidad debido a que alberga una gran variedad de especies nativas de plantas
con un prometedor valor econémico'®; sin embargo, la mayoria son poco conocidas
y no se han estudiado mucho!®?’. El sacha inchi, también llamado el mani de los
Incas, ha sido conocido por los nativos desde hace miles de afios. Su presencia en
restos de vasos funerarios indica que probablemente el sacha inchi ya era cultivado
por las culturas preincaicas y luego por los mismos Incas!’8, Es una planta oleosa,
que pertenece a la familia de las Euphorbiaceae y crece en la selva de los Andes, en
Sudamérica'®. Lamentablemente, durante un tiempo estuvo en peligro de extincion,

pero gracias a diversas universidades e institutos se pudo recuperar este cultivo'’.

Esta planta crece en climas célidos y a alturas no superiores a 1500 m.s.n.m?. La
planta sacha inchi produce frutos verdes en forma de estrella que contienen semillas
comestibles de color marron oscuro, ligeramente mas grandes en el centro y
aplastadas hacia los bordes, con un diametro inferior a 2 cm?19 Los nativos
amazonicos obtienen harina y aceite del sacha inchi, los cuales sirven para la
elaboracion de diferentes comidas y bebidas tipicas'®!’. También es utilizado por los
pobladores para combatir problemas reumaticos y dolores musculares!’. Segun la
bibliografia, las semillas son ricas en acidos grasos (entre 35% y 60%) y proteinas
(27%). De acuerdo a ciertos estudios, el 93% de los acidos grasos que componen el
aceite de sacha inchi son insaturados®':1819 En su composicién predominan dos

tipos de acidos grasos esenciales: C18:3 w3 (a-Ln;cis,cis,cis-9,12,15-4cido
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octadecatrienoico; a-linolénico) y C18:2 w6 (L; cis,cis-9,12-acido octadecadienoico;

a-linoleico) que estan presentes en un 47% y 37%, respectivamente (Figura 4)161819,

HO

Figura 4. El compuesto (a) es el a-linolénico y el compuesto (b) es el a-linoleico.

Ultimamente se ha visto que los &cidos grasos poliinsaturados w3, los cuales estan
presentes en los lipidos de los peces y en algunos aceites vegetales, juegan un rol
importante para la salud y la nutricién!’. Estos &cidos grasos esenciales son
intermediarios en la biosintesis de varios compuestos del cuerpo humano, tales como
la prostaglandina E1 y sus derivados. Diversos estudios llegan a la conclusion de que
el w6 y, especialmente, el w3 presentan beneficios para la salud humana y previenen
diversas enfermedades cronicas como cancer, hipertension, problemas
coronarios®!8 razén por la cual se utilizan mucho en suplementos alimentarios. Por
esta razon, la fabricacion de alimentos suplementados con w3, tales como férmulas
infantiles y productos de nutricion clinica y aceites ricos de este ha aumentado
considerablemente. Asimismo, el acido linoleico, w6, es un precursor del acido
araquidonico, que conduce a la producciéon de compuestos esenciales tales como
prostaglandinas, esenciales para la funcién inmune y la agregacion plaquetaria. Sin
embargo, un exceso de formacion de acido araquidénico podria conducir a un
aumento anormal de mediadores proinflamatorios, traduciéndose en el desarrollo de
un proceso inflamatorio. Por otro lado, los leucotrienos, que se originan de los acidos
grasos w3, muestran un efecto proinflamatorio mucho menor’. Asimismo, si el
consumo de w6 en la dieta es excesivo, puede producirse una inhibicién significativa
de la sintesis de EPA y DHA. Es por ello que para una dieta balanceada debe de

existir una proporcion concreta entre los acidos grasos w3 y w68

Otro aspecto a destacar son los aminoacidos presentes en la composicién del sacha
inchi que muestra niveles relativamente altos de cisteina, tirosina, treonina y

triptéfano’®8, El aceite también presenta otros componentes bioactivos como la



albumina, que representa el 31% del total de proteinas de la semillal®. Entre otros
componentes del aceite se encuentran los fitoesteroles (conocidos porque reducen
el colesterol en la sangre), los carotenos, los compuestos polifendlicos (responsables

de funciones biolégicas criticas'®) y los tocoferoles!®4,

Con respecto a los compuestos fendlicos, Liu y colaboradores?® emplearon la técnica
de Folin-Ciocalteu y determinaron que la concentracién de fenoles en sacha inchi fue
de 65,8 mg/kg mientras que Fanali y colaboradores!® por medio de la misma técnica

reportaron valores de 62 mg/kg.

Los tocoferoles tienen las propiedades de la vitamina E, poseen una alta actividad
antioxidante y confieren proteccién contra la peroxidaciéon de lipidos en tejidos
biolégicos y alimentos. Los aceites que poseen un alto indice de tocoferoles
presentan una alta estabilidad oxidativa. Los tocoferoles se dividen en varios tipos
(a-tocoferol, y-tocoferol, &-tocoferol, B-tocoferol). El que se encuentra en mayor
proporcion en el aceite de sacha inchi es el y-tocoferol mientras que el a-tocoferol
predomina en aceites como el de girasol y el de oliva. Se sabe que el y-tocoferol es
mas eficiente que el a-tocoferol para inhibir la formacién de derivados de hidroxilo y
cetodieno, debido a que el a-tocoferol posee un grupo metilo mas que el y-tocoferol
(Figura 5)16182021 | ju y colaboradores?, por medio de la técnica HPLC/UV-Vis,
obtuvieron la cantidad total de tocoferoles en aceite de sacha inchi que fue de 1618,7
mg/kg mientras que Fanali'® y colaboradores reportaron por medio de la técnica
HPLC valores de 2130 mg/kg (Tabla 1). Por otra parte Chirinos?® y colaboradores con
la técnica de HPLC reportaron valores entre 780 y 1370 mg/kg. El contenido total de
los tocoferoles depende del lugar del cultivo, del clima y la variedad, entre otros. Sin
embargo, en todos los estudios el contenido de a-tocoferol es minimo y en algunos

casos indetectable mientras que se obtiene altos niveles de y-tocoferol.

Tabla 1. Contenido de los distintos tipos de tocoferoles presentes en el aceite de

sacha inchi'8.

Tocoferoles en el aceite de sacha inchi Cantidad (mg / kg)
a-tocoferol 4
y-tocoferol 1257
d-tocoferol 869




a-tocoferol

HO *0 Q
0Oz RH
CigHa3 CisHaz - . C16H33 ;
0 0 0

0 0
C16H33 Inicio de la peroxidacion C16Ha3
0 g 0
HOO o
OH
y-tocoferol
H H
HO *0
CieHaa X2 =
- . .
O C1igHaa ] Dimerizacion
0
CieHsa
OH
o HO
C1sHa3
0

Figura 5. Posible mecanismo por el que y-tocoferol tiene mayor efecto antioxidante

y es mas activo que a-tocoferol en los sistemas alimentarios?2.

1.5. Aceite de oliva

El aceite de oliva se obtiene mediante una extraccion fisica del fruto de la planta Olea
europeae y es uno de los pocos aceites que se consumen sin ningun tratamiento
quimico®*?4, EstA compuesto principalmente por acidos grasos monoinsaturados
acido oleico (70-80%) y también posee ciertos compuestos insaponificables.
Diversos estudios han concluido que una dieta rica en aceite de oliva ayuda a
disminuir el riesgo de contraer arterosclerosis, distintos tipos de canceres y

enfermedades coronarias. Los beneficios no solo se atribuyen a la alta relacién que
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existe entre los 4cidos grasos insaturados con respecto a los saturados presentes en
el aceite de oliva, sino por las propiedades antioxidantes propias de los carotenos y
compuestos fendlicos que contiene. Poseen compuestos fendlicos simples como
acido cafeico y compuestos fendlicos mas complejos como lignanos (1-acetoxi

pinoresinol y pinoresinol)?.

Los datos acerca de los antioxidantes que se obtienen de los aceites de oliva de alta
calidad, no siempre estan de acuerdo debido a que no hay un protocolo
estandarizado de cuantificacién. No obstante, existen distintos métodos que ayudan
a identificar los compuestos antioxidantes como el HPLC y técnicas colorimétricas
como la de Folin-Ciocalteu, entre otros. El contenido en carotenos y tocoferoles
depende del lugar del cultivo, del clima, de la variedad de olivos y los niveles de
maduracién del fruto?*25. Servili y colaboradores utilizaron el método HPLC para
obtener los siguientes resultados de los compuestos antioxidantes presentes en el

aceite de oliva (Tabla 2)%®.

Tabla 2. Contenido de los distintos tipos de antioxidantes presentes en el aceite de

oliva medido en 263 muestras obtenidas en plantas industriales?.

Compuestos del Promedio Quintil inferior Quintil superior
aceite de oliva (mg / kg) (mg / kg) (mg / kg)

a-tocoferol 150,7 102,0 2415
(+)-1- Acetil Pinoresinol 24,6 12,9 30,8
(+)-Pinoresinol 14,4 8,8 47,7
3,4-DHPEA 3,2 1,4 6,9

p-HPEA 6,9 4,2 11,9
3,4-DHPEA-EDA 308,1 218,2 430,6
p-HPEA-EDA 85,4 40,4 1442
3,4-DHPEA-EA 136,6 79,4 229,1

1.6. Microencapsulacion

La microencapsulacién es un proceso mediante el cual un gas, liquido o material
sélido es rodeado y encerrado por una pared polimérica porosa donde se protege y
se aisla del entorno para, posteriormente, liberarlo segin sea necesariol-226-2/, El
tamafio de estas microparticulas va desde unos cuantos micrémetros hasta los

200 um aproximadamente, aunque ciertos autores sostienen que su tamafio puede
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ir hasta los 5000 pum?28,

Por lo tanto, el principal objetivo de la microencapsulacion es “modificar” ciertas
propiedades fisicas de los liquidos o solidos para protegerlos o hacerlos mas
manejables. Por ejemplo, se pueden convertir sustancias liquidas (aceites) en
productos soélidos (capsulas de aceites) y se protegen las sustancias que se degradan
facilmente con una superficie protectora. También, permite mezclar y almacenar
sustancias que reaccionan o son incompatibles entre si, incrementar la viabilidad de
diversos compuestos bioactivos?’, enmascarar el mal sabor y olor, y, por ultimo,

reducir la volatilidad en algunas sustancias?2,

Las microcapsulas poseen dos componentes, el nlcleo y el material de
recubrimiento2. El primero esta constituido por particulas sélidas o pequefias gotas
liquidas?®. Es importante el tamafio y la forma de estas particulas y, en general, se
busca que sean regulares (esférica, ovalar, tubular, etc.)?®%°. Si el nlcleo va a ser
liquido es necesario llevar a cabo operaciones de dispersion o emulsificacion.
Asimismo, el material de recubrimiento es de suma importancia debido a que
proporciona las caracteristicas del producto final, como la flexibilidad, la resistencia 'y
la permeabilidad. Por lo general, se busca que la cubierta sea muy delgada, no
obstante, esto depende de las aplicaciones en las cuales se emplearan las

microcapsulas?’28,

Por lo general se han utilizado polimeros naturales, semisintéticos o sintéticos como
material de recubrimiento en la preparacién de las microcapsulas. Los polimeros
naturales presentan una baja toxicidad, son biodegradables y en su mayoria
biocompatibles?’=°, Actualmente, dos de los polimeros naturales mas empleados son
el alginato y la quitosana ya que poseen un bajo costo, buena biocompatibilidad y
buena capacidad de membrana, es decir, de formar el material de recubrimiento. La
principal desventaja de los polimeros naturales es su compleja estructura y las
variaciones entre lotes, lo cual dificulta la reproducibilidad de las microparticulas
preparadas. Por otro lado, los polimeros sintéticos pueden tener distinta composicion,
lo que genera diferentes propiedades. Esta ventaja permite que al sintetizar las
microcapsulas se optimicen ciertas propiedades especificas, tales como la
resistencia mecanica o la difusion del componente activo a través de las capas de su
recubrimiento. EIl principal problema de emplear polimeros sintéticos es que en su
mayoria no son biocompatibles, salvo algunas excepciones como el 6xido de
polietileno y el &cido lactico-co-glicélico®. Adicionalmente, muchos polimeros

semisintéticos son utilizados en la microencapsulacion y son principalmente
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derivados de la celulosa, por ejemplo, la carboximetil celulosa, la carboximetil

celulosa sodica, el sulfato de celulosa y la etilcelulosa.

La forma esférica de microcapsulas es la mas comun en los sistemas de liberacion
controlada de farmacos debido a su preparacion. Se clasifican de cuatro formas:

matriz, pared simple, pared multiple y ntcleo multiple®? (figura 6).

Pared simple

2

Pared multiple Nucleo multiple

Figura 6. Clasificacion de las formas de microencapsulacion®.

La administracion de los farmacos microencapsulados puede ser por medio de via
oral, parenteral (intramuscular, intravenosa, etc.), nasal (intranasal) y oftalmica, y
dependen, justamente, de las propiedades de los farmacos y del propésito medicinal
o el requerimiento que se desee. Por ejemplo, la calcitonina de salmén, la cual tiene
un rol fisiolégico en la homeostasis de los niveles de calcio y es un potente inhibidor
de la reseccion 6sea osteoclastica, se puede microencapsular y administrar por via
nasal o intramuscular y asi mejorar su efectividad. Otro ejemplo son las
microparticulas cargadas con farmacos anticancerigenos (por ejemplo, 5-
fluorouracilo) que pueden inyectarse en la pared de la cavidad tras la reseccion del

tumor3s.

Las aplicaciones de las microcapsulas son muy variadas en diversos ambitos?®2°, Se
estan empleando, para la agricultura, en la fabricacién de insecticidas, fungicidas e
incluso en fertilizantes. A su vez, la industria alimentaria utiliza esta técnica para
mantener la calidad en sus productos ya que protegen ciertos &cidos grasos,
aromatizantes o saborizantes para que no se degraden tan faciimente®. En la
industria de perfumeria y cosmética?®2°, su uso es cada vez mas frecuente, ya que
encapsulan sustancias odoriferas para luego liberar el perfume cuando, por ejemplo,
se produzca una fuerza de rozamiento suave?®. En la biotecnologia y en la industria

farmacéutica la microencapsulacion protege los farmacos de los &cidos gastricos
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presentes, da una mayor estabilidad, reduce los efectos secundarios y la cantidad de

dosificacion y optimiza la liberacién sostenida y la actividad farmacolégica®.

1.7. Métodos de microencapsulacion

Los métodos mas comunes para la microencapsulacion son por extrusion?’:2°,
secado por atomizacion'?272°  microprecipitacion®**° emulsién-solvente?, y
coacervacion??°, El método por extrusion es una técnica de multiples etapas. Su
primera etapa es la de granulacién, en donde se mezclan un agente bioactivo,
estabilizadores y otros ingredientes con un aglutinante liquido (por lo general agua),
para formar una masa himeda o pasta. Luego se lleva a cabo la extrusion, con tornillo
o arietes, de la masa hiumeda a través de un troquel que permite formar hebras
cilindricas de longitud y didmetro uniformes. Los filamentos formados se vuelven
esferas al cortarlos en longitudes iguales. Para concluir el procedimiento, se procede
a recoger las esferas hiumedas para secarlas. Esta técnica se basa en la capacidad
del material encapsulante de solidificar al contacto con los liquidos para formar asi
una matriz que atrapa facilmente al contenido del nicleo. No obstante, su mayor

dificultad es utilizarlo en una produccién a gran escala®.

El secado por atomizacion es una técnica muy utilizada en la industria alimentaria’-2°.
Se tiene una suspensién liquida o pasta de baja viscosidad que contiene los
componentes de la matriz de las microparticulas y diversos compuestos activos. Este
procedimiento implica la dispersién del material del ndcleo en una solucién que
contiene al polimero que servird como encapsulante. Luego, la mezcla es atomizada
en la camara de secado, donde se evaporara el solvente y, asi, se formaran las
microcapsulas soélidas. Las ventajas de esta técnica son que las propiedades fisicas
del producto, tales como el tamafio, forma de particulas y contenido de humedad, se
pueden controlar a través de la configuracion del equipo empleado y la manipulacion
de las variables del proceso (flujo de entrada y temperatura del secado)?’. Es asi
como se pueden obtener microparticulas pequefias aunque su distribucién es muy
amplia, (alto IPD)?2°.

El método de microprecipitacion, también conocido como deposicién interfacial,
requiere de dos fases: la orgénica y la acuosa. En la primera se disuelve el polimero
de recubrimiento, la sustancia activa, el aceite y el tensioactivo lipofilico. La otra fase

no debe disolver al compuesto polimérico de encapsulamiento y puede contener
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algun surfactante natural u organico. En este método, las microcapsulas se obtienen
como una suspensién coloidal formada cuando la fase orgénica se agrega

lentamente a la fase acuosa en agitacion constante?.

El método de emulsién-solvente es muy utilizado para la preparacién de farmacos.
Existen distintos tipos de emulsion como o/w y w/o/w (“w” es la fase acuosa y “0” es
la fase orgénica), entre otros. Si el farmaco posee una solubilidad muy baja o es
insoluble en agua, el método aceite en agua es el mas recomendado (o/w) (figura 7).
Es el méas simple y el resto son derivados de este método. La formacion de la
emulsién o/w consiste en cuatro etapas principales. En primer lugar, se disuelve el
farmaco hidrofébico en un disolvente organico que contiene al polimero; sin embargo,
el polimero también se podria disolver en la fase acuosa, dependiendo de su
polaridad. Después, se crea una emulsién mediante el empleo de un sonicador o de
agitacion. Para este tipo especifico de emulsién a la fase organica se la conoce como
la fase dispersa y la acuosa como la fase continua. A continuacion, se evapora el
disolvente orgéanico, lo que transforma las gotas de la fase dispersa en particulas
sélidas. Estas se recolectan por medio de una filtracion o centrifugacion, se lavan

para eliminar el surfactante residual, y por Gltimo, se recuperan las microesferas y se

secan?0,
Fase orgénica (o) Fase acuosa (w)
(solvente + polimero (agua + surfactante)
+ farmaco)

—— Agitacion, sonicacion u homogenizacion

Emulsiéon o/w

—— Evaporacion del solvente

—— Centrifugacion o filtracion

I Lavado

I Secado

Microcapsulas

Figura 7. Esquema del procedimiento de aceite en agua (o/w)?°.

No obstante, si el farmaco es altamente hidrofilico se debe de cambiar de método por
dos razones. La primera es que la droga a utilizar no se disuelva en el solvente

orgéanico, y la segunda es que el farmaco pueda difundir en la fase continua durante
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la emulsion, lo que podria generar una gran pérdida del mismo. Por ello se podrian

aplicar otros métodos como los siguientes?®® %;

El procedimiento de emulsion doble w/o/w (Figura 8) consiste en que la solucion
acuosa de farmaco hidréfilo se emulsiona con fase organica (emulsién w/0). Esta
emulsién se dispersa luego en una segunda solucién acuosa, y forman, una segunda

emulsion (w/o/w Emulsion doble)?®: 20,

Fase acuosa (w) Fase orgénica (0)

(agua + farmaco) (solvente + polimero)

[ I
Agitacion, sonicacién u

Primera emulsién (w/o)

La fase acuosa contiene al

w/o/w emulsion

Evaporacion del solvente

Centrifugacion o filtracion

Lavado

Secado

Microcépsulas

Figura 8. Esquema del procedimiento de la emulsion doble (w/o/w)2.

Por ultimo, el proceso de coacervacién es un método basado en la separacion de
fases liquidas la cual consiste en formar un sistema de fases inmiscibles (una fase
liquida o fase continua, un material a recubrir y un material de cobertura o de pared)
donde por lo general emplea polimeros naturales. Lo primero que se necesita es
formar una emulsién o/w donde la fase organica (el aceite con el agente activo) con
la fase acuosa (agua, polimero y el agente estabilizante) se mezclan por medio de
ultrasonido o de una agitaciéon mecanica. Luego, se lleva a cabo un proceso de
coacervacion simple usando electrolitos como se hace con un sistema de alginato de
sodio-cloruro de calcio. No obstante, estas microcipsulas deben modificarse
adicionalmente para mejorar su estabilidad, resistencia o liberacién sostenida. Por lo
general, los polianiones pueden interactuar con policationes para formar complejos
polielectrolitos, lo cual es llamado coacervacibn compleja. Por ejemplo, las
microcpsulas de alginato-quitosana, carragenina-quitosana y gelatina-condroitina-

6-sulfato se preparan por este método?.
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1.8. Especies reactivas de oxigeno

Un organismo aerobico utiliza el oxigeno como fuerza motriz para mantener el
metabolismo y la viabilidad celular. No obstante, dicho elemento puede
desencadenar un grave peligro por las caracteristicas paramagnéticas que posee, ya
que se pueden producir intermediarios parcialmente reducidos con una alta
reactividad llamados “Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO). Los radicales libres,
especies moleculares con uno o mas electrones desapareados, y moléculas
derivadas de oxigeno que poseen alta reactividad pertenecen al grupo ERO?**. Estos
son producto de diversos procesos tanto metabélicos como fisioldgicos. Pueden
funcionar como mensajeros secundarios de ligandos especificos debido a que
regulan varias respuestas biolégicas que incluyen la expresion de genes, la
proliferacién celular, la angiogénesis, la inmunidad innata, la muerte celular
programada (apoptosis) y la senescencia®**3®. Asimismo, son eliminados por
reacciones oxidativas ya sea por via enzimatica o no enzimatica®. Bajo ciertas
condiciones, se puede llegar a un incremento de agentes oxidantes y una disminucion
de antioxidantes lo que desplaza el equilibrio y se llega a un estado oxidativo. Este
estrés oxidativo desencadena un dafio a las proteinas, las membranas y los acidos
nucleicos, entre otros, y perturba al balance redox celular. Es por ello que esta

implicado en mas de cien trastornos3+3°,

Las moléculas antioxidantes previenen o inhiben estas reacciones perjudiciales.
Debido a que la medicion de diferentes moléculas antioxidantes por separado no es
practica y sus efectos antioxidantes son aditivos, se mide la capacidad antioxidante
total de una muestra®. Existe un gran nimero de métodos para determinar la
actividad total de antioxidantes presentes no solo en fluidos corporales sino en
extractos naturales y compuestos puros, entre otros**3¢. Sin embargo, no existe un
método oficialmente estandarizado, por lo que se recomienda realizar distintos
métodos, compararlos y asi validar los resultados obtenidos®’. Los métodos se
pueden clasificar por la forma de reaccién para inhibir los radicales libres 337, E|
primero de ellos mide la actividad antioxidante mediante reacciones por transferencia
de atomos de hidrégeno (TAH) y el segundo por reacciones por transferencia de
electrones (TE)*®*". La mayoria de los ensayos basados en TAH aplican un esquema
competitivo, en el que antioxidante y sustrato compiten por radicales peroxilo
generados térmicamente a través de la descomposicion de compuestos azo. Los

ensayos basados en TE miden la capacidad de un antioxidante en la reduccion de
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un oxidante que cambia de color cuando se reduce. El grado de cambio de color se

correlaciona con las concentraciones de antioxidantes de la muestra®’.

Un método utilizado para medir la actividad antioxidante por medio de métodos
espectroscopicos para soluciones puras 0 mezclas acuosas basado en TE, es
emplear la generacién de cationes radicales de ABTS (acido [2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]). Cuando el ABTS reacciona con algun agente
oxidante se genera el croméforo ABTS™ que presenta un color verde-azul®®3637,
Dicho compuesto presenta absorciones maximas en las longitudes de onda de 415
(la mayor) 645, 734 y 815 nm. La adicion de antioxidantes reduce el ABTS™ a ABTS
incoloro®®%, La actividad antioxidante total del producto estudiado se determinara a
partir del tiempo que demore el ABTS' en reducirse (se decolora), siendo este menor
cuanto mayor sea dicha actividad (Figura 9). El método es aplicable al estudio tanto
de antioxidantes solubles en agua como liposolubles, compuestos puros y extractos
de alimentos ya que dicho compuesto es soluble tanto en solventes acuosos como

organicos®®:36-%7,

ABTS (incoloro)
HO /O
o
//s N4< L
0 Oxidacion
s;f ‘“OH
HO_ //
o’ \C[ @\sﬁo

. / .
Reduccion O/ OH

(compuesto antioxidante) ABTS™ (Amax =734 nm, azul)

Figura 9. Estructura quimica del ABTS y el ABTS™.

De acuerdo con la literatura, existen diversos agentes que pueden oxidar el ABTS.
Por lo general se utiliza persulfato de potasio, 6xido de manganeso (IV) o 2,2-azo-
bis(2-aminopropano). En otros estudios se emplean peroxido de hidrogeno y enzimas
peroxidasas o agentes de peroxidasa no enzimaticas como la metamioglobina para
oxidar al ABTS*.
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1.9. Sonogquimica

La quimica estudia como las moléculas interaccionan entre si utilizando una fuente
de energia. Esta puede ser en forma de calor, luz, potencial eléctrico, etc., y brinda
ciertas propiedades a la reaccion. Se estan estudiando novedosas formas para
aplicar nuevas fuentes de energia y asi optimizar ya sea el tiempo o los costos de
diversas reacciones quimicas®2°. Una de estas fuentes de energia novedosas es la
radiacion ultrasénica. Al principio su uso era estrictamente medicinal, para
diagnosticos, y posteriormente para el tratamiento de cancer; sin embargo,
actualmente se utiliza como fuente de energia para reacciones quimicas por lo que
tiene una gran utilidad®. A esta nueva area de la quimica se la conoce como

sonoquimica.

La sonoquimica estudia el comportamiento de las moléculas al aplicar una fuente de
radiacion ultrasénica (20 kHz-10 MHz)3#3%4°, La velocidad sonora en liquidos es
aproximadamente 1500 mes™? y las longitudes de onda que se aplican oscilan entre
los 10 a 10 cm, muy por encima de las dimensiones moleculares y atémicas, por lo
gue no existe una interaccion molecular entre el ultrasonido y la especie quimica®.
Lo que si ocurre es una cavitacion acustica, es decir, se crean burbujas compuestas
por gases disueltos en fluidos, producto de la alta intensidad del ultrasonido y esto

es lo que explica los efectos quimicos del ultrasonido33940.,

Segun la bibliografia existen tres partes fundamentales en la sonoquimica que son la
creacion, el crecimiento y el colapso de una burbuja que se forma en el liquido (efecto
de la cavitacién)®. Cuando se sonican liquidos a altas intensidades, las ondas
sonoras que se propagan al medio liquido producen ciclos alternos de alta presion
(compresion) y de baja presion (rarefaccién), con velocidades que dependen de la
frecuencia. El liquido se expande por el campo sonoro ("presion negativa", baja
presion). Esto da como resultado un rapido crecimiento de los sitios débiles del
liquido que contiene predominantemente gases disueltos ("ndcleos de cavitacion") y
produce asi cavidades o microburbujas llenas de gas. A continuacion, el liquido se
comprime durante la fase de compresién del campo sonoro ("presion positiva", alta
presion)®2°, La evidencia experimental de los gases disueltos en la sonoquimica es
gque cuando la solucién experimenta ultrafiltracion, antes de la aplicacion ultrasénica,
no hay reacciéon quimica y los enlaces quimicos no se rompen“°, Las burbujas
continlan creciendo durante los ciclos negativo-positivo del ultrasonido hasta

alcanzar un diametro critico que depende de la frecuencia del ultrasonido y la
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naturaleza del liquido. Esta burbuja "critica" esta en su mayoria llena de gases y
vapor y, por lo tanto, no puede proporcionar rigidez. La compresion de burbujas
durante la cavitaciébn conduce a la enorme concentracion de energia dentro del
pequefio volumen de la burbuja colapsada. Las burbujas oscilantes pueden acumular
eficazmente energia ultrasénica mientras crecen hasta cierto tamafio (tipicamente
decenas de nm). Bajo las condiciones adecuadas, una burbuja puede sobrecargar y
posteriormente colapsar para liberar la energia en un tiempo muy corto (con una
velocidad de calentamiento y enfriamiento de 10 k.s™). Esta implosién cavitatoria
es muy localizada y transitoria con una temperatura de aproximadamente 5000 K y

una presion de aproximadamente 1000 bar38-40,
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2. Objetivos

2.1

Objetivo general

Elaborar microparticulas de alginato y quitosana para encapsular aceites
vegetales y evaluar sus propiedades de encapsulamiento y su actividad

antioxidante.

Objetivos especificos

Elaborar las microparticulas de alginato y quitosana con aceites vegetales con
la técnica de ultrasonido.

Caracterizar el tamafio de las microcapsulas de alginato y quitosana por
medio de microscopia Optica y evaluar su estabilidad durante un mes.
Evaluar el porcentaje de encapsulamiento de las microcapsulas.

Evaluar el porcentaje de liberacion de los aceites vegetales con rojo Nilo de
las microcapsulas.

Evaluar la capacidad antioxidante de los aceites, de la matriz polimérica y de

las microparticulas mediante el ensayo de decoloracién de ABTS™.
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3. Parte experimental

3.1. Reactivos, equipos y materiales

3.1.1. Reactivos

Agroindustrias Amazdnicas
-Aceite de sacha inchi: Aceite Inca Inchi

Alicorp
-Aceite de soya: Primor

Marcahuasi S.R.L.
-Aceite de oliva: El Olivar

Sigma-Aldrich
-Sal de sodio del &cido alginico, nimero de lote 05008JA
-Quitosana, numero de lote STBF3507V
-Poloxamer 407, nimero de lote BCBQ6661V
-Persulfato de potasio, nimero de lote MKBK9618V
-Sal de diamonio de 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS), numero de lote SLBD8908V, grado de pureza para HPLC
-Rojo Nilo, nimero de lote SLBP9326V, grado de pureza grado
técnico.

J. T. Baker
-Alcohol etilico absoluto, nimero de lote V17C60, grado de pureza
para analisis

Merck
-Acido acético glacial, nimero de lote K34527363, grado de pureza
para analisis
-Cloruro de calcio, grado de pureza para analisis

Macron
-Hidroxido de sodio, nUmero de lote 0000131067

3.1.2. Equipos

Espectrémetro infrarrojo Perkin-Elmer modelo FT-IR 100. Consta de una
fuente de luz laser de He, Ne, con un detector de LiTaO; (tantalato de litio)

y una barra de carburo de silicio como fuente de radiacion. Se utilizo el
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accesorio de muestra ATR universal que consta con un cristal de diamante
(KRJ-5), con un salto. Para el procesamiento de los espectros se empled
el programa OriginPro-2016-64bit.

e Espectrometro UV/Vis de haz simple, Agilent 8453E, que posee lamparas
de deuterio y tungsteno como fuente de radiacién, monocromador de
rejilla hologréafica concava y detector de arreglo de fotodiodos, cuyo rango
de longitud de onda entre 190 y 1100 nm. Se emplean celdas de cuarzo
de 1 cm de paso optico.

e Ultrasonido de tipo sonda (20 kHz marca Sonics & Materials de modelo
VCX750) equipada con una punta de titanio de 1 cm de didmetro. La
entrega de potencia (750 W) se control6 con una amplitud porcentual del
40%.

e Microscopio de fluorescencia, Leica, modelo DM1000 LED (11888842),
objetivos 4x, 10x, 40x, 100x. El dltimo es de inmersion de aceite de tipo
N. El software que se utiliz6 fue Leica aplication suite. Tiene una lampara
de vapor de mercurio.

e Liofilizador Labconco modelo LYPH-LOCK 4.5.

e Centrifuga LW Scientific C5 con rotor de 4 espacios

3.2. Metodologia

3.2.1. Formacién de microparticulas de alginato con quitosana

Para la formacion de las microparticulas se partio del estudio realizado por Natrajan,
y colaboradores* y Lertsutthiwong y colaboradores*?. Se prepard una soluciéon de
alginato de sodio con concentracion de 0,03% (w/v), se afiadié acido acético hasta
llegar a un pH 5y se afiadié surfactante con 0,1y 0,5% (w/v) (poloxamer). Por otro
lado, se prepard una solucién de quitosana de 0,2% (w/v) con &cido acético al 1% y

se le regul6 el pH a 5,5 con NaOH (2 M).

A cada solucién de 20 mL de alginato de sodio se le agreg6 aceite de oliva, de soya
0 sacha inchi en una proporcién de volumen 9:1 (solucién de alginato:aceite) por
separado. Luego, cada mezcla se colocé en un bafio de hielo por 15 min donde
alcanzo una temperatura entre 7°C y 10°C. Luego, se aplicd la energia de ultrasonido
a una potencia de 20 kHz con una amplitud de 40% por 3 minutos. Posteriormente,
se le agregaron 4 mL de cloruro de calcio (0,67 mg/mL) y se agité durante 30 min a

temperatura ambiente. Por Ultimo, se le afadié 6,67 mL de la solucion de quitosana
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Y, huevamente, se agité por 30 min a temperatura ambiente (figura 10). Asimismo,

se prepar6 una muestra adicional donde se remplazo el aceite por hexano (Tabla 3).

Tabla 3. Muestras de microparticulas de los polimeros analizados

Porcentaje de i ]
Muestra ) Tipo de aceite
surfactante (w/v)
AO1 0,1 Oliva
ASO1 0,1 Soya
ASI1 0,1 Sacha inchi
AO5 0,5 Oliva
ASO5 0,5 Soya
ASI5 0,5 Sacha inchi
H 0,5 Hexano
<
. . o
’ ﬁce}te ge oliva g, 4 mL CaCl, 6,67 mL quitosana
. celle de soya Q 0,67 mg/mlL 0
+ Aceite de sacha inchi % ( g/mL) 0.2% (w/v). pH 5
oL N
~—— ]  Agitacién —
Emulsion _
Bario de hielo
~ N

« Alginato de sodio 0,03% (w/v)
* Poloxamer 0,1% o0 0,5% (w/v)

Agitacion I

Figura 10. Esquema de la preparacion de las microcapsulas de alginato y

guitosana con aceites vegetales.

3.2.2. Estabilidad de las microparticulas

3.2.2.1.Separacion de fases

Las emulsiones preparadas de las microcapsulas se colocaron en viales de vidrio

(75 mm de largo y 23 mm de didmetro) después de su preparacion. Fueron sellados
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para prevenir la evaporacion de la solucién. Las emulsiones se guardaron a una
temperatura de 4°C. Se procedié a tomarles una fotografia cada semana durante 5

semanas.

3.2.2.2. Tamafio de particula

Para medir el tamafio y la estabilidad de las microparticulas se diluy6 la emulsién con
agua en una proporciéon de 1:10 (emulsion: agua). Luego, se coloc6 una gota de la
muestra en el portaobjetos, se midié con el microscopio Optico y posteriormente se
tomaron fotos. Este procedimiento se repiti6 cada semana durante 5 semanas para

cada muestra.

3.2.3. Andélisis por espectroscopia ATR-FTIR

Se analizaron los aceites, el alginato de sodio, la quitosana y las microparticulas.
Para el alginato de sodio y la quitosana se prepararon soluciones de 0,03% (w/v) en
aguay 0,2% (w/v) en acido acético 1% (v/v), respectivamente. Se les aplicé la energia
de ultrasonido a una potencia de 20 kHz con una amplitud de 40% por 3 minutos y
se liofilizaron. Los aceites se analizaron directamente sin preparacion previa. Por
ultimo, se prepard una solucion de microparticulas y se liofilizaron todas las muestras.
Se analizaron directamente con un espectrometro FT-IR/NIR Frontier, Perkin Elmer,
en modo transmitancia. El espectro ATR-FTIR se colecté por 4 barridos entre los 400
a 4000 cm™.

3.2.4. Eficiencia de encapsulamiento y liberaciéon de rojo Nilo

3.2.4.1.Preparacion de las microparticulas con rojo Nilo

Se agregaron 4 mg de rojo Nilo a 10 mL de aceite de oliva, oliva y de sacha inchiy
ese aceite se utilizé para realizar el mismo procedimiento para las microparticulas de
alginato con quitosana. Una vez formada la emulsion se diluyé en una proporcion de
1:10 (emulsion: agua). Luego, se colocé una gota en el cubreobjetos, se midid en un

microscopio éptico, se irradié con luz ultravioleta y se tomaron fotos de la muestra.
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3.2.4.2.Curva de calibracién de rojo Nilo

Se disolvieron 4x107 g de rojo Nilo en 25 mL de etanol. Luego se diluyeron alicuotas
de entre 5x103 y 1,2 mL en fiolas de 25 mL y se enrasaron con etanol. Con un
espectrometro UV-Vis, se midi6 la absorbancia de cada muestra a 553 nm y se

elabord una gréafica de absorbancia vs concentracion.

3.2.4.3. Cuantificacion del rojo Nilo no encapsulado y liberado

Se afiadié una alicuota de 1 mL de cada tipo de aceite con rojo Nilo (del punto
3.2.4.1), se agreg6 en una fiola de 50 mL, se enrasé con etanol y se midi6 la
absorbancia a 533 nm para cuantificar la concentracion exacta de rojo Nilo en los
aceites.

Por otro lado, las soluciones de microparticulas con rojo Nilo se liofilizaron. Luego se
agregaron 20 mL de etanol a cada muestra liofilizada, se agité en un vortex a 1200
rpm durante 1 minuto y se centrifugd a 3500 rpm durante 1 min. El sobrenadante se
separ0 y se guardo. Se repitio el procedimiento y se mezclaron los sobrenadantes.
Posteriormente, se midié su absorbancia y se comparé con la absorbancia del aceite
en etanol para cuantificar la cantidad de rojo Nilo que se encontraba fuera de las
microcapsulas. Este procedimiento se repitido cada 24 horas durante un periodo de
96 horas (figura 11).

20 mL Se agit6 a Se centrifugd

etanol 1200 rpm

[ ‘ > ‘ 3500 rpm >

\

Figura 11. Esquema del lavado de las microcépsulas con rojo Nilo.
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3.2.5. Evaluacion de la actividad antioxidante

3.2.5.1. Actividad antioxidante de aceites

Para medir la capacidad antioxidante que poseen los aceites de oliva, sacha inchiy
de soya se empled el método de Ilhami Giilcin y colaboradores*, el cual consiste en
realizar ensayos de decoloracion del cation radicalario ABTS™. Se disolvieron
0,038 g de ABTS y 0,0066 g de persulfato de potasio en 10 mL de agua destilada. La
mezcla se agité durante 24 horas en ausencia de luz debido a que el producto final,
ABTS™, es fotosensible. Luego, se tom6 una alicuota del producto y se diluyé en
etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 a una longitud de onda de 734 nm. De
esa nueva solucion se tomaron 3 mL y se le agregaron 30 L de los aceites a analizar
cada uno por separado (oliva, soya y sacha inchi). Se midi6 la absorbancia a 734 nm
de la muestra de ABTS' con el aceite en el minuto 1, 15, 30, 60 y 120. Después, se
utilizé la ecuacion (1) para determinar el porcentaje de inhibicion de los aceites,
donde Acontrol €S la absorbancia inicial de ABTS™ y Amuestra €S la absorbancia de

ABTS™ con la muestra a analizar.

A —A
Inhibicién(%) = —Sontrel  Tmuestra o 100 (1)

Acontrol

3.2.5.2. Actividad antioxidante de la matriz polimérica.

Se mezclaron 20 mL de alginato 0,03% (w/v) con 6,67 mL de quitosana 0,02% (w/v)
y 1% (v/v) de &cido acético. De dicha solucion se liofilizd 1 mL y se realizaron los

ensayos de decoloracion del cation ABTS™ descritos en el punto 3.2.5.1.

3.2.5.3. Actividad antioxidante de microparticulas

Para determinar la capacidad antioxidante que poseen las microparticulas de alginato
y quitosana se utilizé el método elaborado por llhami Giilcin®® y el de Sousa*. Se
liofilizd 1 mL de cada emulsion preparada y ademas 0,5 mL de las microcipsulas de
sacha inchi. Posteriormente, se realizé el mismo procedimiento de los ensayos de

decoloracién de cationes radicales de ABTS™ descritos en el punto 3.2.5.1. para las
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emulsiones. Se midi6 la absorbancia de la muestra de ABTS™ con las microcapsulas
en el minuto 1, 5, 10, 15, 30, 45y 60 a 734 nm. Luego, se utiliz6 la ecuacién (1) para

calcular el porcentaje de inhibicion de las muestras.

27



4. Resultados y discusion

4.1. Sintesis de microparticulas de alginato con guitosana

Se mezcl6 la solucién de alginato con el aceite vegetal con el ultrasonido y se obtuvo
una emulsion blanca. Dentro de esta emulsion se obtenian las microparticulas de
alginato con aceite; sin embargo, se ha reportado que poseen una baja estabilidad y
se pierde el activo encapsulado con facilidad. Es por ello que se agregaron un

compuesto de entrecruzamiento (CacCl,) y un polimero cationico (quitosana).

El polimero cationico tiene un efecto fundamental en el tamafio y en la estabilidad de
las microcapsulas. Segun Lertsutthiwong y colaboradores*? y Sao y colaboradores®,
la adicién de quitosana después del CaCl, produce un ligero aumento en cuanto al
tamafio de estas. A su vez, como se observa en el anexo, las microcapsulas poseen
un potencial zeta positivo lo que indica que la quitosana se encuentra localizada en
la superficie del polimero de alginato y lo mas probable es que sea por una adicién
electrostatica. Por otro lado, un alto peso molecular del polimero catiénico genera
microcapsulas mas grandes en comparacion a utilizar quitosana de bajo peso
molecular. Adicionalmente, si se afiade una mayor concentracién de quitosana a la
emulsion ya formada se producen particulas con un mayor tamafio“®. Asimismo, la
adicion de quitosana mejora la estabilidad de las microcapsulas, lo que podria
explicar debido a las interacciones electrostaticas entre al alginato y la quitosana. Al
formar un complejo polielectrolito mejora su estabilidad y reduce la porosidad de las

microparticulas de alginato.

Rajaonarivony*’ sugiri6 que el orden de adicién del CaCl; y la quitosana durante la
preparacion de las capsulas de alginato tiene un efecto sobre su tamafio, y que la
formacion de las microparticulas de alginato estd fuertemente influenciada por la
naturaleza del primer compuesto afiadido en la formulacion. Si se compara el tamafio
de las microcépsulas cuando se afiade primero el CaCl, y después la quitosana se
observa que el tamafio de estas es menor que si se invierte el orden de adicion de
estos compuestos. Cuando se agrega el CaCl,, como el primer compuesto en la
solucion de alginato, la interaccion entre los iones de calcio y el alginato ocurre en
las secuencias gulurdnicas, y se forman estructuras compactas de “caja de huevos”.
Luego, la adicion de la quitosana como el segundo compuesto estabiliza este sistema

para dar pequefias microcapsulas. Por otro lado, cuando se agrega quitosana al
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alginato como el primer compuesto, los grupos amino protonados de la quitosana
interactlan con el alginato en las secuencias manurénicas y aleatoria manuroénico-
gulurénico, dando como resultado una estructura aleatoriamente empaquetada. Es
por ello que se optd por afadir primero el cloruro de calcio y luego la quitosana para

obtener microcpsulas de menor tamafo.

4.2. Estabilidad de las microparticulas

4.2.1. Separacion de fases

El poloxamer es un copolimero en bloque el cual es un tipo de surfactante. Posee un
gran interés en diversos campos, en particular, en las preparaciones oftalmicas,
tépicas e inyectables y que promueve la estabilizaciéon y la disoluciéon en agua de
muchos farmacos hidrofébicos. Este grupo de copolimeros consiste en bloques de
oxido de etileno y 6xido de propileno dispuestos en una estructura tribloque (figura
12). Su férmula quimica es HO-[CH,-CH:0]a-[CH(CH3)-CH20]p-[CH2-CH20]a-H,
donde “b” es mayor que 144, por ello su estructura molecular es anfifilica. En el caso
de las microcapsulas, el poloxamer se encuentra en la interfaz de estas y asi
estabiliza las gotas presentes en la fase dispersa de una emulsion®. El surfactante
permite que las microcapsulas puedan estar suspendidas en una fase continua por

un mayor intervalo de tiempo*.
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Figura 12. Estructura del poloxamer 407.

La figura 13 muestra las microcapsulas inmediatamente después de ser sintetizadas
(semana 0) y cuatro semanas después. En la semana 0 se observa una sola fase en
todas las muestras, mientras que la semana 4 se aprecia la separacién de dos fases
(para ayudar a diferenciarlas se ha colocado una linea roja). En la figura 13, las
muestras que contienen menor cantidad de poloxamer (AO1, ASO1y ASI1) el efecto
es mas notable. La separacion de fases es consecuencia de la aglomeracion de las
capsulas con el transcurrir de las semanas®. En el anexo se muestra el tamafio de
las particulas de la emulsion de ASI5 después de una semana de ser elaboradas y
se observo que las microparticulas que se encuentran en la fase superior poseen un

mayor tamafio con respecto a las que se encuentran en la fase inferior. Como se
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menciond previamente, la aglomeracion de capsulas es un indicador de
inestabilidad®?, por lo tanto las que poseen mayor cantidad de poloxamer son mas

estables.

Semana 0

Semana 4

Figura 13. Fotografia de las soluciones que contienen a las microcapsulas de

distintas condiciones en la semana 0 y la semana 4 de ser sintetizadas.

4.2.2. Tamafio de particula
Para formar la emulsion de las microcapsulas, primero se disolvio el estabilizador
(poloxamer) y el alginato de sodio en la fase continua y luego, por medio del
ultrasonido, se mezclaron con la fase dispersa (aceite). Una vez formada la emulsion,
el estabilizador, se encuentra en la interfase, en otras palabras, entre la fase continua
(fase acuosa) y la fase dispersa (fase organica)®?. Si hay suficiente cantidad de
poloxamer las pequefias gotas de aceite se podran rodear por completo dandoles

estabilidad?*®%2.

En la figura 14 se muestra un esquema general de la formacion de micelas y cémo
el estabilizador permite controlar su tamafio. El primer paso es mezclar la fase
continua (solucion de alginato), el estabilizador (poloxamer) y la fase dispersa (aceite
vegetal) y aplicar energia de ultrasonido con lo que se crearan las micelas. Debido a
gue el estabilizador posee una estructura amfifilica rodeara a las gotas de aceite
dispersas en la solucién acuosa quedandose en la interfase. Al seguir aplicando la
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energia de ultrasonido, habrd una disrupcién de las micelas y se tendran gotas de
aceite de menor tamafo. Si hay una cantidad suficiente de estabilizador se podra
rodear a todas estas nuevas gotas formadas. Si no hay suficiente estabilizador no se
podra rodear a todas las gotas de aceite lo que ocasionard una falta de estabilidad
por lo que habra una coalescencia entre ellas y se formaran gotas de mayor tamafo
para disminuir el area superficial que poseen y asi el estabilizador podra rodear por

completo a la fase dispersa.
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Figura 14. Formacion de las microcdpsulas a distinta concentracion de

surfactante®.

La figura 15 muestra las fotografias de las microparticulas tomadas con un
microscopio 6ptico (aumento de 100x). En cada imagen se observan pequefios
circulos con un borde mas oscuro de diferentes tamafios los cuales son la interfase
de la emulsion, conformada por la matriz polimérica y el poloxamer. En el interior se
encuentra la fase dispersa, en este caso el aceite, y lo rodea la fase continua (la
solucion acuosa). Esto indica, que las microcapsulas son esféricas
independientemente del aceite y de la cantidad del poloxamer. Asimismo, se midio el
diametro de por lo menos 7 microcapsulas de cada emulsién y se obtuvieron los
siguientes promedios. Para las muestras AO1, ASO1 y ASI1 el tamafio promedio fue
de 2,351 +0,673, 2,404 £ 0,769y 2,233 £ 0,606 um, respectivamente, y las muestras
AO5, ASO5 y ASI5 obtuvieron tamafios de 2,605 + 0,79, 1,914 + 0,841 y
2,109 = 1,1 ym, respectivamente. Se observa que hay un ligero aumento en el
tamafio al disminuir la cantidad de poloxamer a excepcion de las muestras con aceite
de oliva. Sin embargo, en la semana 4 el promedio de la muestra AOl es
2,803 £ 0,897 um y del AO5 es 2,492 £+ 0,677 um donde, efectivamente, se observa

dicha tendencia mencionada. Esto se explica por la cantidad de poloxamer que se
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empled. Se descartaron las microcapsulas de gran tamafio debido a que podria ser
aceite en suspension que no se llegb a encapsular. Asimismo, esta técnica no permite
medir microcapsulas con un diametro inferior a 1 um por ser un microscopio éptico.
A su vez, la tendencia de la diferencia de tamafios concuerda con los resultados del

anexo analizados por dispersion dinamica de luz.

Por otro lado, por medio del microscopio Optico se observé que hubo una mayor
aglomeracion por parte de las microcdpsulas que contienen 0,1% (w/v) de poloxamer,
sobre todo al finalizar la semana 4, con respecto a las microcapsulas con 0,5% (w/v)
de poloxamer. Como se dijo anteriormente, la aglomeracién es un indice de
inestabilidad de las microparticulas, por lo que se llega a la conclusién que las de

0,5% son mas estables.
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Figura 15. Imagenes de microscopia Optica de muestras de microparticulas con un

aumento de 100x a la semana 0 y semana 4 de ser elaboradas.
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4.3. Analisis por espectroscopia FTIR

La figura 16 muestra las sefiales caracteristicas en la regién de 400 a 4000 cm™ del
alginato de sodio al que se le aplicé ultrasonido por 3 min. Las bandas a 3280 cm*
son propias del estiramiento del enlace O-H (grupo hidroxilo) mientras que las que
se encuentran a 2924 cm corresponden a la vibracién del estiramiento del enlace
C-H. La banda situada a 1598 cm™ es propia del grupo C=0 y evidencia que la
muestra es alginato de sodio. De acuardo con la literatura la banda a 1411 cm™ se
debe a la vibracion de deformacion del enlace C-OH con una contribucién del O-C-O
por la vibracion del estiramiento simétrico del grupo carboxilato. Los picos a 1083 y
1030 cm™* podrian ser por el estiramiento de los enlaces C-C y C-O del anillo de
piranosa. La regién anomérica de la huella digital (950-750 cm™) mostré tres bandas
de absorcion caracteristicas en todos los estandares de polisacéaridos y algas pardas
de polisacéridos de alginato. La banda a 947 cm™ se asigna a la vibracién del
estiramiento C-O que corresponde a los residuos del acido urénico. La banda a
883 cm? se asigna a la vibraciéon de deformacion del enlace C-H del carbono
anomérico de los residuos de acido B-manurénico y, finalmente, la banda a 818 cm*
también es caracteristica de los residuos del acido manurénico. Estos datos pueden

ser comparados por el estudio que realiz6 Gémez-Ordéiiez y colaboradores®.
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Figura 16. Espectro FTIR-ATR del alginato de sodio liofilizado.
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La figura 17 muestra el espectro de FTIR-ATR de la quitosana tras aplicarle
ultrasonido por 3 min, en el rango de 400 a 4000 cm™. La banda que esta a
3383 cm se debe al estiramiento de los enlaces -OH y -NH, mientras que la banda
a 2910 cm? es producto del estiramiento simétrico del CH en la quitosana. Las
bandas a 1640 cm™® y 1578 cm™ representan a los grupos amina y amida de la
guitosana, respectivamente. Las bandas a 1063 cm™ son propias de la vibracién del
C-O. Estos datos pueden ser comparados por los estudios que realizaron Xu®®,
Naghibzadeh®® y Niramol®’.
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Figura 17. Espectro de FTIR-ATR de la quitosana liofilizada.

En la figura 18a se observan los espectros FTIR-ATR del aceite de soya, el de oliva
y el de sacha inchi desde los 400 cm™ hasta los 4000 cm™. La banda presente a los
3010 cm™ se asocia a la vibracién de estiramiento de los enlaces dobles cis C=C-H
y las bandas a 2926 y 2854 cm™ se deben al estiramiento asimétrico y simétrico del
metileno. Las bandas entre 2788 y 2986 cm™ son por el estiramiento simétrico y
asimétrico del grupo -C-H (CH; y CHa3) y la banda a 1744 cm™ es propia del grupo
C=0. Aunque sus espectros son muy parecidos entre si, las bandas presentes entre
3050 y 2800 cm? presentan algunas diferencias entre unos aceites y otros
(figura 15b). Por ejemplo, el aceite de sacha inchi mostr6 un pico méas intenso a 3010

cm? producto de la vibraciéon del grupo =C-H cis debido a su mayor contenido de
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acidos grasos poliinsaturados ya que segun la literatura, el aceite de sacha inchi
contiene aproximadamente 78% de acidos grasos poliinsaturados (47% de acido
linolénico y 37% de &cido linoleico) lo que concuerda con lo reportado por el
fabricante. Por el contrario, el aceite de oliva presenta bandas menos intensas a 3010

cm* debido a su predominio del &cido oleico que es monoinsaturado (76%)°8.
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Figura 18. (a) Espectros FTIR-ATR de los aceites de sacha inchi, soya y oliva.
(b) Ampliacién de los espectros FTIR-ATR de los tres aceites sobrepuestos
(3100-2800 cm'Y).
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En la figura 19 se observan los espectros de IR del aceite de sacha inchi, de una
emulsion liofilizada de alginato de sodio con quitosana, y de microparticulas que
poseen alginato, quitosana y aceite de sacha inchi. Las bandas del espectro de las
microparticulas muestran tanto las bandas del espectro de los polisacaridos
(quitosana-alginato) como las del aceite de sacha inchi. Esto muestra que las
microparticulas formadas poseen ambos polisacaridos y a su vez el aceite de sacha
inchi. Asimismo, el pico a 1410 cm™ muestra la interaccién iénica entre los grupos

NHs* de la quitosana y el COO- del alginato de sodio®®.
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Figura 19. Espectros FTIR-ATR del aceite de sacha inchi, alginato de sodio,

quitosana y las microcapsulas de alginato-quitosana con aceite de sacha inchi.

4.4. Eficiencia para encapsular v liberar rojo Nilo

4.4.1. Preparacion de las microparticulas con rojo Nilo

El rojo Nilo es un compuesto cromoforo y fluordforo lipofilico (figura 20). Tiene
aplicaciones en biologia celular, donde se puede usar como un tinte de membrana
que se puede visualizar facilmente usando un microscopio de fluorescencia. Su

absorcion cambia con la polaridad del solvente®, por ejemplo, en el caso del etanol
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absorbe a los 553 nm. Se irradi6 a las microcapsulas que tenian rojo Nilo con un haz
de luz a 553 nm y se utilizé la fluorescencia del rojo Nilo para conocer qué tipo de

emulsién se formé y conocer cudl es la fase continua y cual es la dispersa.

(CoHg)M

Figura 20. Estructura del rojo Nilo.

Existen dos tipos de emulsion simple, agua en aceite o aceite en agua?. La primera
quiere decir que la fase continua es la fase organica y la fase acuosa es la dispersa
mientras que, en la segunda, la fase organica es la fase dispersa y la acuosa es la
continua. La figura 21 muestra las microparticulas por medio de un microscopio 6ptico
en un aumento con 100x. Se observaron circulos iluminados con un fondo de color
negro. Esto significa que la fase continua es la fase acuosa mientras que la dispersa
es el aceite con rojo Nilo, por lo que se concluye que el tipo de emulsion es aceite en

agua (o/w).

Figura 21. Fluorescencia de las microcdpsulas a través de un microscopio éptico

con un aumento de 100x con filtro rojo.
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4.4.2. Curvade calibracién de rojo Nilo

La figura 22 muestra la relacion de la absorbancia del rojo Nilo en etanol a 553 nm
con respecto a la concentracion®. Se obtuvo una regresion lineal (r?) de 0,9976 que
demuestra la tendencia lineal de la curva donde la concentracion es directamente

proporcional a la absorbancia.
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Figura 22. Curva de calibracion del rojo Nilo en etanol a una longitud de onda
de 553 nm.

4.4.3. Cuantificaciéon del aceite no encapsulado y liberado

Se midié la concentracion de rojo Nilo presente en el sobrenadante por medio de la
técnica UV-Vis. Las microparticulas que contienen rojo Nilo son de color magenta y
pierden cada vez mas su color conforme se lavaron con etanol. La figura 23 muestra
el porcentaje liberado de rojo Nilo por dia y la figura 24 muestra el porcentaje liberado
acumulado de rojo Nilo de las microcapsulas de aceite de oliva, elaboradas con

diferente concentracion de poloxamer después de ser lavadas cada 24 horas.
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Figura 23. Porcentaje liberado por dia de rojo Nilo de las microcapsulas de

aceite de oliva con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer.
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Figura 24. Porcentaje acumulado por dia de rojo Nilo de las microcapsulas de

aceite de oliva con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer.

Se sabe que el proceso de encapsulacion influye en la forma de liberacion del
farmaco contenido en esta. Segun la literatura existen tres tipos de mecanismos de
liberacion. La primera es la desorcion del farmaco desde la pared polimérica, lo que
ocurre cuando se adsorbe cierta cantidad del farmaco en la superficie de la pared

polimérica y posteriormente se libera. El segundo mecanismo es por la difusion del
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farmaco desde el ndcleo a través de la pared del polimero. Por dltimo, el tercer
mecanismo se produce por la erosion del polimero, es decir, se rompe la pared
polimérica y permite que se libere el farmaco. En las microcapsulas puede ocurrir una

o la combinaciéon de dos 0 mas procesos®26364,

Con respecto al porcentaje de rojo Nilo liberado por dia (figura 23), se observa que
la liberacién del rojo Nilo en el primer dia fue de 54 y 68% para las muestras AOl y
AOS5, respectivamente. Sin embargo, los valores disminuyen rdpidamente conforme
transcurre el tiempo. A su vez, en ambos casos tras el cuarto dia el porcentaje
acumulado liberado de rojo Nilo es aproximadamente del 90% (figura 24). El
porcentaje de rojo Nilo liberado en el primer dia es, en gran medida, al aceite con rojo
Nilo no encapsulado. Cuando se prepar6 la emulsion con ultrasonido para formar las
microparticulas, se visualiz6 en el producto final una pequefia cantidad de aceite con
rojo Nilo libre en la parte superior de la solucion (figura 25). Por otro lado, las
microcpsulas se centrifugaron y posteriormente se agitaron con un vortex a
1200 rpm por un minuto para favorecer la disolucion del aceite libre con rojo Nilo en
el solvente. Esto pudo provocar que las microcapsulas se dafiaran y rompieran por

estrés mecanico, lo que permitié una liberacién de rojo Nilo.

Con los porcentajes de liberacion de rojo Nilo libre al primer dia se calculé la eficiencia
de encapsulamiento para las muestras AO1 y AO5 restando el 100% de rojo Nilo
empleado menos el porcentaje de rojo Nilo libre del primer dia y fueron 46% y 32%,

respectivamente.

Aceite no
encapsulado

Figura 25. Emulsién de las microcéapsulas de alginato y quitosana con aceite de
sacha inchi y rojo Nilo.
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Figura 26. Porcentaje liberado por dia de rojo Nilo de las microcdpsulas de
aceite de soya con 0,1y 0,5% (w/v) de poloxamer.
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Figura 27. Porcentaje acumulado liberado por dia de rojo Nilo de las

microcapsulas de aceite de soya con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer.

Asimismo, se estudid el porcentaje liberado y acumulado por dia de las
microcapsulas de aceite de soya con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer (figuras 26 y

27 respectivamente). De nuevo, el porcentaje de encapsulamiento se obtuvo al restar
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la cantidad de rojo Nilo inicial menos la cantidad liberada en el primer dia. Es asi
como la muestra ASOL1 obtuvo un 42% y de la muestra ASO5 obtuvo un 29,8% de

aceite encapsulado.
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Figura 28. Porcentaje liberado por dia de rojo Nilo de las microcapsulas de aceite
de sacha inchi con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer.
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Figura 29. Porcentaje acumulado liberado por dia de rojo Nilo de las

microcapsulas de aceite de sacha inchi con 0,1% y 0,5% (w/v) de poloxamer.
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La muestra figura 28 el porcentaje liberado por dia y la figura 29 muestra el porcentaje
liberado acumulado por dia de rojo Nilo de las microcapsulas de aceite de sacha
inchi. Si se analiza el porcentaje libre de rojo Nilo del dia 1 se obtienen las eficiencias
de encapsulamiento para las muestras ASI1 y ASI5 que son de 26,65% y 37,37%
respectivamente. A diferencia de las muestras con aceite de oliva y de soya las
microcépsulas con aceite de sacha inchi de 0,1% de poloxamer encapsularon menor
cantidad de rojo Nilo que las de 0,5%. Esto podria deberse a las caracteristicas
fisicoquimicas de la fase organica (aceite de sacha inchi) que se emple6 tales como
el cambio de viscosidad o la densidad. Asimismo, la cantidad de poloxamer podria
influir no solo en el tamafio de las capsulas sino en la cantidad de aceite que se puede
encapsular. Al cuarto dia los porcentajes de aceite liberado acumulado fueron muy
parecidos para ambas muestras independientemente de la cantidad de poloxamer

que se utilizo.
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Figura 30. Porcentaje liberado de rojo Nilo por dia de las microcapsulas de

0,1% (w/v) de poloxamer de aceite de oliva, soya y de sacha inchi.
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Figura 31. Porcentaje liberado acumulado de rojo Nilo por dia de las
microcapsulas de 0,1% (w/v) de poloxamer de aceite de oliva, de soya y de

sacha inchi.

Las figuras 30 y 31 muestran la comparacion entre la cantidad de rojo Nilo liberado
de las distintas microcapsulas de aceite de oliva, vegetal y sacha inchi a una misma
concentracion de poloxamer. Se observa que las microcapsulas de sacha inchi
poseen un menor porcentaje de encapsulamiento de rojo Nilo con respecto a las de
aceite de soya y de oliva. No obstante, el porcentaje de rojo Nilo liberado acumulado

se va homogenizando independientemente del aceite conforme transcurren los dias.
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Figura 32. Porcentaje liberado de rojo Nilo por dia de las microcapsulas de
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Figura 33. Porcentaje acumulado de rojo Nilo por dia de las microcapsulas de

0,5% de poloxamer de aceite de oliva, de soya y de sacha inchi.
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La figura 32 compara la cantidad de aceite liberado de las distintas microcapsulas de
aceite de oliva, de soya y sacha inchi a una misma concentracion de poloxamery se
observa que los tres tipos de microcapsulas poseen valores muy similares. Es por
ello que a pesar de variar el tipo de aceite se puede concluir que para una
concentracion de poloxamer del 0,5% los resultados son mas homogéneos.
Asimismo, una caracteristica de las microcapsulas con 0,1% y 0,5% de poloxamer
es que muestran perfiles de liberacién biexponenciales que consisten en una fase de
rapida liberacion, esto se debe por el aceite no encapsulado y por el aceite que se
libera de la microcapsula, y luego una fase sostenida caracteristico de los farmacos

lipofilicos encapsulados en microcapsulas®.

4.5. Actividad antioxidante

El método de decoloracién de cationes radicalarios de ABTS™, que se basa en una
transferencia de electrones, permiti6 medir la actividad antioxidante de los diversos

compuestos presentes en las microcapsulas.

45.1. Actividad antioxidante de aceites

La figura 34 muestra la relacion que hay entre el porcentaje de inhibicion de radicales
libres con respecto al tiempo. Se observa que a medida que aumenta la cantidad de
minutos, el ABTS™ reacciona con mayor cantidad de componentes antioxidantes
presentes en el aceite y aumenta el porcentaje de inhibicibn y se mantienen los
margenes de error. Al minuto 1 se observa que el porcentaje de inhibicién del aceite
de sacha inchi alcanza valores mas altos (75%) que el aceite de oliva y el de soya lo
que se debe a la elevada cantidad de omega 3 y 6, tocoferoles, carotenos,
componentes polifendlicos y fitosteroles!® en su composicion. Cabe resaltar que tanto
el aceite de oliva como el de sacha inchi presentan un alto contenido de tocoferoles.
Sin embargo el y-tocoferol, presente en el aceite de sacha inchi, posee una mayor
capacidad antioxidante que los a-tocoferoles, presentes en el aceite de oliva?-%. Por
ualtimo, el aceite de soya es el que posee un porcentaje de inhibicibn mas bajo, aun
asi por encima del 20%, debido a la cantidad de omega 6 presentes en su

composicion®®,
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Figura 34. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presentan los aceites de sacha

inchi, de soya y de oliva.

4.5.2. Actividad antioxidante de la matriz polimérica

El grupo de Anraku®’ y el de Kelishomi®® demostraron que la quitosana y alginato si
presentan propiedades antioxidantes. Se intent6 cuantificar la actividad antioxidante
de la matriz polimérica presente en las microparticulas por lo que se formaron
microparticulas de hexano (muestra H, tabla 3). El hexano fue seleccionado porque
al ser apolar permite, al igual que el aceite, sintetizar las microcapsulas, pero, no
posee una actividad antioxidante por lo que solo se analizaria la actividad
antioxidante de los polimeros. No obstante, no se pudo medir esta actividad debido
a que al agregarlas a la solucion de ABTS™ dispersaron. Se determiné la actividad
antioxidante de estos polisacaridos sin formar las microcapsulas. Se realizé el mismo
procedimiento de la formacién de las microcapsulas, pero no se le afiadi6 aceite. Se
liofilizd 1 mL de esta solucion y se midié su actividad antioxidante. La figura 35
muestra el porcentaje de inhibicién de la matriz polimérica (alginato + quitosana), de
aproximadamente del 30%. Por otro lado, a pesar de no cuantificar el porcentaje de
inhibicion radicalaria de las microcapsulas si se observé una decoloracion de la
muestra H lo que demuestra que si hay una actividad antioxidante de los polimeros

cuando forman las microparticulas.
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Figura 35. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presentan los polisacaridos de

alginato y quitosana.

4.5.3. Actividad antioxidante de las microparticulas

Se compararon los porcentajes de inhibicibn radicalaria que poseen las
microcapsulas de aceite de oliva elaboradas con diferentes concentraciones de
poloxamer. Como se observa en la figura 36, conforme transcurre el tiempo, el
porcentaje de inhibicibn aumenta porque las microcipsulas presentes liberan
constantemente aceite y permiten que el ABTS™* siga reaccionando. Asimismo, como
se demostrd no todo el rojo Nilo se encapsulé por lo que también esta reaccionando
el aceite no encapsulado. En el punto 4.4.3., las microparticulas con mayor cantidad
de poloxamer poseen un menor porcentaje de encapsulamiento, por ende, mas
aceite libre, y este podria ser otro factor de porqué la muestra AO5 presenta un mayor
porcentaje de inhibicién con respecto a la muestra AO1, independientemente del

tiempo.
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Figura 36. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presenta las distintas

microcapsulas de aceite de oliva.

Asi como se analiz6 la actividad antioxidante de las muestras con aceite de oliva, se
analizaron las de aceite de soya. Como muestra la figura 37 la muestra ASO5 (mayor
porcentaje de poloxamer) presenté un mayor porcentaje de inhibicion radicalaria que
la muestra ASO1 (menor porcentaje de poloxamer) de manera analoga a lo descrito
para las muestras AO1 y AOS.
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Figura 37. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presenta las distintas

microcépsulas de aceite de soya.
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Por ultimo, al igual que las muestras anteriores se estudié el porcentaje de inhibicién
de las microparticulas de aceite de sacha inchi (figura 38). Después del primer minuto
ambos porcentajes de inhibicién alcanzaron valores superiores al 90%, esto se
podria deber a los componentes antioxidantes presentes en el aceite de sacha inchi.
Asimismo, a pesar de que la composicion de poloxamer es distinta, para ambas
muestras, sus porcentajes de inhibicion fueron parecidos. Sin embargo, no queda
claro si el alto porcentaje de inhibicion radicalaria es producto del aceite de sacha
inchi no encapsulado (libre) o si se liberé el aceite dentro de las microcapsulas y

contribuy6 a obtener este elevado valor a comparacién del aceite de oliva y de soya.
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Figura 38. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presenta las distintas

microcapsulas de aceite de sacha inchi (volumen liofilizado 1 mL).

Nuevamente se analizaron las microcdpsulas de sacha inchi con 0,1y 0,5% (w/v) de
poloxamer, pero solamente se liofilizd 0,5 mL de la emulsién de las microcapsulas
para analizarlas (figura 39). Los porcentajes de inhibicion radicalaria entre los dos
tipos de microcpsulas fueron muy parecidos entre si. Esto prueba que la diferencia
de poloxamer no afecta en el porcentaje de inhibicién con respecto al tiempo. A su
vez, se observd que a pesar de tener aceite no encapsulado el porcentaje de
inhibicién no aumentd abruptamente como en la figura 38, sino que hubo un aumento
constante hasta los 15 minutos y recién al minuto 30 el porcentaje de inhibicion se

estabiliz6. Esto podria demostrar una liberacion de los agentes antioxidantes,
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presentes en el aceite de sacha inchi, a través de las microcapsulas.
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Figura 39. Porcentaje de inhibicion radicalaria que presenta las distintas

microcapsulas de aceite de sacha inchi (volumen liofilizado 0,5 mL).

Se comparé la actividad antioxidante de 1 mL de la emulsiéon liofilizada de
microcapsulas de aceite de soya y de oliva 'y de 0,5 mL de la emulsion liofilizada de
las microcapsulas con las de aceite de sacha inchi, todas con una misma
concentracion de poloxamer (0,1% (w/v)). Como muestra la figura 40, la muestra
ASI1 posee un mayor porcentaje de inhibicibn a pesar de utilizar un menor de
volumen liofilizado en en comparacién a los otros tipos de microcapsulas, luego le
sigue la muestras AO1 y por ultimo la muestra AV1. La marcada diferencia del
porcentaje de inhibicidn que presentan las microcapsulas de aceite de sacha inchi en
comparacion a las de aceite de oliva y de soya podria ser por la composiciéon de
agentes antioxidantes que presentan. Como se mencion6 antes, el aceite de sacha
inchi posee varios agentes antioxidantes como los y-tocoferoles, los cuales, son
mejores que cualquier otro tipo de tocoferol. A su vez se observa que, a medida que
pasa el tiempo, el porcentaje de inhibicion de las muestras aumenta. Esto podria
significar que continda la liberacion de aceite de las microcapsulas o que el ABTS™

siga reacionando con los agentes antioxidantes presentes en la muestra.
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Figura 40. Porcentaje de inhibicion radicalaria de las microcapsulas que contienen

aceites de sacha inchi, de soya y oliva con 0,1% (w/v) de poloxamer.

Por ultimo, se compar6 la actividad antioxidante de las microcipsulas con una
concentracion de poloxamer de 0,5% (w/v) y se varid el aceite a encapsular
(figura 41). Los porcentajes de inhibicion son mayores que los de la figura 40 y esto
se debe a la mayor cantidad de aceite libre no encapsulado con respecto a las de
poloxamer de 0,1% (w/v) y esto podria explicar un mayor porcentaje de inhibicion. Al
igual que la figura 40 las microcapsulas de aceite de sacha inchi poseen un
porcentaje de inhibicion mayor que la de los otros aceites y se debe principalmente

a los componentes que presenta en su composicion.
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Figura 41. Porcentaje de inhibicion radicalaria de las microcipsulas que contienen

aceites de sacha inchi, de soya y oliva con 0,5% (w/v) de poloxamer.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Las microparticulas de alginato con quitosana con una mayor cantidad de
poloxamer poseen un menor tamao.

La estabilidad de las microparticulas con respecto al tiempo muestra que
las de 0,1% de poloxamer son menos estables que las de 0,5% y esto de
demuestra por la separacion de fases que presenta la emulsion después
de la cuarta semana tras ser elaboradas.

El aceite de sacha inchi posee un mayor porcentaje de inhibicién oxidativa
con respecto al aceite vegetal y el aceite de oliva debido a los agentes
antioxidantes presentes en su composicion.

Las microcapsulas de aceite de sacha inchi presentan un mayor porcentaje
de inhibicién oxidativa a diferencia de las microparticulas de aceite de oliva

y de soya.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda analizar el tamafio de las microparticulas, el IPD y el
potencial zeta las dos fases que forma la emulsion de microcipsulas por
un periodo de tiempo mas largo para observar mejor su estabilidad.
Mejorar al procedimiento de liberacion de aceite. Después de lavar las
microcapsulas ponerlas en un medio con un pH controlado y por medio de
dialisis observar como liberan el componente activo que poseen.

Se podria medir la liberaciébn del aceite midiendo la liberacion de
carotenos, tocoferoles o algun componente activo en utravioleta-visible

utilizando un estandar por medio de la técnica de UV-Vis.
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