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RESUMEN
La baja solubilidad acuosa de productos biolégicos como la curcumina es un problema que
limita su uso terapéutico en el tratamiento de una gran variedad de enfermedades y que puede

ser superado al cargar estos productos en nanoparticulas de almidon.

El objetivo principal de la presente tesis es desarrollar métodos de fabricacion de
nanoparticulas cargadas con curcumina. Primero, se obtuvo almidén de papas comerciales de
la variedad Huamantanga. Ademas, se fabricaron nanoparticulas de almidon cargadas con
curcumina mediante nanoprecipitacion, método que requiere una fase solvente para disolver el
almidon y una fase no solvente para la formacion de las nanoparticulas. Posteriormente, se
caracterizaron las nanoparticulas mediante microscopia de fuerza atdmica (AFM), dispersion
dindmica de luz (DLS), calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis).
Finalmente, se evalu¢ el efecto de la urea y el tripolifosfato de sodio (STPP) en las propiedades

fisicoquimicas de las nanoparticulas fabricadas.

Se obtuvo que los rendimientos de extraccion de las nanoparticulas de almidon con y sin carga
de curcumina estan entre 94.26 y 56.71 %. Los tamaios de las nanoparticulas fabricadas estan
entre 46 y 74 nm y los indices de polidispersidad entre 0.213 y 0.386, lo que demuestra una

distribucién de tamafio homogénea.

Se logro desarrollar los métodos de fabricacion de nanoparticulas cargadas con curcumina que
permitieron cargar la curcumina dentro de las nanoparticulas de almidon y se determind que la
formulacion optima estd compuesta de 0.15 g de urea y 0.4 g de STPP por presentar la mas alta
eficiencia de carga, 86 %, y el mas bajo indice de polidispersidad, 0.238. Los resultados
expuestos serviran como base para el desarrollo de materiales con aplicaciones biomédicas a

partir de recursos naturales.
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INTRODUCCION
Los polifenoles son productos naturales que se encuentran cominmente en verduras, frutas y
cereales. Un polifenol que ha demostrado su eficacia como compuesto anticancerigeno es la

curcumina, extraido de rizomas de la planta Curcuma Longa (Deng et. al, 2020).

Uno de los problemas con la administracion oral de la curcumina es su baja biodisponibilidad
la cual es causada por su baja solubilidad en el agua. Esta caracteristica reduce su eficacia
terapeutica a nivel clinico. Ademads, se ha reportado que la curcumina se degrada al estar
expuesto en solucion acuosa con condiciones de pH fisioldgico y a la luz ultravioleta (Miskeen

et. al, 2021).

Una de las estrategias para mejorar la solubilidad acuosa y estabilidad de la curcumina, superar
la baja biodisponibilidad de la curcumina, y mejorar el efecto terapéutico en células objetivo
es el uso de nanoparticulas poliméricas como portadores de la curcumina (Li et. al, 2015;
Deljoo et al., 2019). Las nanoparticulas de almidon se han empleado para el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada de la curcumina (Troncoso y Torres, 2020). Sin embargo,
aun no se ha reportado un estudio de las nanoparticulas de almidon, obtenido de papa nativa

comercial del Pert, cargadas con curcumina fabricadas por nanoprecipitacion.

Por lo expuesto, se propone el desarrollo de métodos de fabricacion de nanoparticulas de
almidon, polimero extraido de Solanum tuberosum ssp. Andigena var Huamantanga, cargadas
con curcumina mediante nanoprecipitacion y se identificard la formula 6ptima para fabricar
sistemas cargados a partir del estudio de la influencia de la urea y el tripolifosfato de sodio en
las propiedades fisicoquimicas de dichos sistemas como el tamafo, la eficiencia de carga y la

capacidad de carga.



La presente tesis podrd contribuir con el desarrollo de un nuevo enfoque que aprovecha la
nanotecnologia para aplicaciones biomédicas. El tamafio del mercado mundial de la
nanotecnologia en medicina, o nanomedicina, fue valorado aproximadamente en 171 695
millones de dolares en 2020 y se proyecta que alcance 393 046 millones de dolares en 2030
(Allied Market Research, 2022). Asi mismo, el mercado mundial de polifenoles se valord en
1600 millones US$ en el afio 2021 y se prevé su crecimiento por la prevalencia de las
enfermedades cronicas como la diabetes, el aumento de la poblacion geriatrica y la conciencia
de los consumidores sobre la salud debido a los efectos del Covid-19 (Grand View Research,

2022).

Se encuentra en constante investigacion las nanoparticulas de almidén como sistemas de
administracion de polifenoles, como la curcumina, por la biodegradabilidad,
biocompatibilidad, no toxicidad y la abundante disponibilidad del almidon. Asi mismo, se ha
demostrado la mejora de la solubilidad de la curcumina y la proteccion de la degradacion del

polifenol al ser cargado por las nanoparticulas de almidon (Miskeen et. al, 2021).

Se detallara la metodologia de fabricacion de las nanoparticulas de almidén cargadas con
curcumina y se mostraran los resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas a través de
técnicas que incluyen a la Dispersion dinamica de luz (DLS), calorimetria diferencial de
barrido (DSC), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia

ultravioleta-visible y la microscopia de fuerza atomica (AFM).



Objetivo General

El objetivo general de la presente tesis es desarrollar métodos de fabricacion de nanoparticulas

cargadas con curcumina

Objetivos especificos

e Revisar el estado de arte de la fabricacion de nanoparticulas de almidén cargadas con
curcumina

e FElaborar un disefio experimental de métodos de fabricacion de las nanoparticulas de
almidon cargadas con curcumina

e Extraer el almidon de papas comerciales de la variedad Huamantanga

e Fabricar nanoparticulas de almidon mediante la técnica de nanoprecipitacion

e Fabricar nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina mediante
nanoprecipitacion

e Analizar el efecto de los aditivos utilizados sobre propiedades de las nanoparticulas
fabricadas

e Caracterizar las nanoparticulas fabricadas mediante dispersion dindmica de luz (DLS)

e Cuantificar la eficiencia de carga y capacidad de carga de las nanoparticulas cargadas
con curcumina mediante espectroscopia ultravioleta-visible

e (aracterizar las nanoparticulas fabricadas mediante reflectancia total atenuada en
conjunto con espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR-ATR)

e Caracterizar térmicamente las nanoparticulas fabricadas mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC)

e (aracterizar morfoldégicamente las nanoparticulas fabricadas mediante microscopia de

fuerza atomica (AFM).
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CAPITULO 1 MARCO TEORICO

1.1 Biopolimeros

Los polimeros naturales, o también llamados biopolimeros, son cadenas largas de unidades
repetitivas unidas por enlaces covalentes, fabricadas por organismos vivos. Los biopolimeros
se pueden extraer de algas, bacterias, plantas, animales y otras fuentes naturales (Carsi et al.,
2019; Gonzales et al., 2020; Sanchis, Carsi, Gomez, et al., 2017; F. G. Torres et al., 2011). La
ventaja de los biopolimeros, frente a los polimeros sintéticos convencionales, se debe a ciertas
caracteristicas propias del material como su biodegradabilidad, biocompatibilidad y no
toxicidad (Abdul Khalil et al., 2017). Debido a las mencionadas caracteristicas, la
administracion de farmacos, el aposito para heridas, ingenieria de tejidos, sensores biomédicos,
matrices tisulares quirdrgicas, entre otros, son prometedoras aplicaciones de los biopolimeros
en el campo de la medicina (Biswas et. al, 2021). La Figura 1 representa graficamente las
aplicaciones médicas de los biopolimeros. La primera aplicacion mencionada consiste en la
administracion del farmaco al sitio de accion dentro del organismo a través de diversas rutas
(oral, parenteral, transdérmica, topica, entre otras) para conseguir su efecto terapéutico. Un
sistema de administracion de farmacos es una formulacion que permite la introduccion de dicha
sustancia terapéutica en el cuerpo y mejora su eficacia y seguridad al controlar la velocidad,
tiempo y lugar de liberacion del farmaco (Bruschi, 2015). Los sistemas de administracion
controlada de fAirmacos son capaces de liberar el farmaco en lugares especificos del cuerpo y
estdn compuestos por el agente terapéutico, la matriz portadora y la fraccion de orientacion
(Maghsoudi et. al, 2017). La liberacion del agente terapéutico puede desencadenarse por
diversos estimulos, como los fisicos (sonoforesis, temperatura, luz, campo magnético o campo
eléctrico), quimicos (bioquimicos, hipoxia o pH), ambientales o la combinacidon de mas de un
estimulo (Biswas et. al, 2021). El desarrollo de un sistema de administracion se puede lograr

con una conjugacion exitosa entre un agente terapéutico y un vehiculo de administracion de
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farmacos. Sin embargo, el acoplamiento de un farmaco con un vehiculo de administracion
depende de la estructura quimica, ya sea hidrofilica o hidrofobica, de las moléculas del
farmaco. Por lo tanto, es necesario un disefio racional de un vehiculo de administracion de
farmacos para que la conjugacion tenga éxito. Las microcapsulas, microesferas, nanocéapsulas,
nanoesferas, conjugaciones de polimero-faArmaco, micelas, liposomas e hidrogeles son tipos de
sistemas de administracion de farmacos (Biswas et. al, 2021). Un sistema de administracion
de nanoparticulas es un sistema en el que se utilizan transportadores de escala nanométrica para
cargar o adsorber compuestos bioactivos, ya sea para mejorar su absorcidon en el tracto
gastrointestinal mediante endocitosis activa o para mejorar la bioactividad en la circulacion

corporal mediante una orientacion especifica (Qiu et. al, 2016).

Figura 1 Aplicaciones de los biopolimeros en el campo de la medicina

Tomado de “Recent Advancement of Biopolymers and Their Potential Biomedical Applications” por Biswas et.

al (2021)
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1.1.1  Almidon

El almidén es un biopolimero semicristalino que estd compuesto por 2 macromoléculas
conocidas como la amilosa y la amilopectina (Figura 2) (Torres et. al, 2011). La amilosa se
caracteriza por ser un polisacarido lineal, mientras que la amilopectina es ramificada y
representa principalmente el dominio cristalino del granulo de almidén que es caracterizada
por las cadenas ordenadas y empaquetadas. Los granulos de almidon nativo consisten en
laminillas cristalinas, laminillas amorfas y un material amorfo de fondo compuesto de amilosa
y amilopectina en una configuracion desordenada (Figura 3). Las laminillas cristalinas estan
compuestas de cadenas cortas de doble hélice de amilopectina, y las laminillas amorfas de

puntos de ramificacién de la amilopectina y algunas moléculas de amilosa (Protserov et. al,

2002).

Figura 2 Forma y estructura quimica de la amilopectina y la amilosa

Tomado de “Printable acid-modifed corn starch as non-toxic, disposable hydrogel-polymer electrolyte

in supercapacitors”, por Willfahrt et. al. (2019)
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Figura 3 Estructura del granulo de almidon que muestra aros de crecimiento semicristalinos y amorfos (4) que
consisten de una pila de bloques grandes y pequerios (B), las cuales estan compuestas de laminillas amorfas y
cristalinas de amilopectina (C). Se ubican las dobles hélices alineadas en las laminillas cristalinas y los puntos

de ramificacion de la amilopectina en las laminillas amorfas (D)

Tomado de “Application of ultra high pressure (UHP) in starch chemistry”, por Kim et. al. (2012)

El almidoén se puede extraer de fuentes botanicas comerciales como el maiz, el trigo, la papa y
la yuca, y de fuentes no convencionales como las variedades nativas de las papas cultivadas en
el territorio peruano (Troncoso y Torres, 2020). La relacion de amilosa y amilopectina varia

con la fuente boténica de la cual es extraida el almidon (Torres et al., 2018).

Los almidones nativos como el almidon extraido de la papa contienen pequeias cantidades de
grupos fosfato enlazados al C-3 y C-6 de las unidades de glucosa correspondientes a la
amilopectina (Nazarian-Firouzabadi y Visser, 2017; Xu et. al, 2017). Ademas, Torres et. al
(2018) reportaron que los granulos de almidon de papa tenian forma eliptica con una superficie

lisa (Figura 4).
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Figura 4 Forma del granulo de almidon

Tomado de “Tailoring the properties of native Andean potato starch nanoparticles using acid and alkaline

treatments”, por Torres et al, 2018)

El almiddn es soluble en soluciones altamente alcalinas (Farrag et. al, 2018). Sin embargo, a
pesar de que el almidon es hidrofilico por la abundancia de los grupos hidroxilo, es poco soluble
en agua fria ya que las moléculas del agua no perturban los enlaces de hidrogeno que operan
entre las cadenas de los polisacaridos (Guo et. al, 2017). Roberts y Cameron (2002) mencionan
que los granulos de almidén no se disuelven en agua fria por la integridad de su estructura

cristalina.

Los granulos de almidon al ser calentados con presencia de agua o al ser suspendidos en una
solucion alcalina, experimentan la gelatinizacion, el cual provoca el hinchamiento de los
granulos, la liberacion de la amilosa y la amilopectina y la formacion de una pasta de almidon
(Torres et. al, 2011; Torres et. al, 2019; Sintov y Yariv, 2022). Ademads, luego de la
gelatinizacion, puede ocurrir la retrogradacion que consiste en la reasociacion de las moléculas
de amilosa y amilopectina con el tiempo y la cristalizacion de agrupaciones de doble hélice. Es
decir, la retrogradacion permite la transicion de un estado amorfo a un estado mas ordenado

(Sintov y Yariv, 2022, Liu et. al, 2007).
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La técnica de obtencion del almidon influencia en las propiedades del almidéon como la

temperatura de gelatinizacion, la retrogradacion, la viscosidad, entre otras (Troncoso y Torres,

2020).

El almidon ha sido usado en aplicaciones biomédicas como implantes de sustitucion Osea,
aposito para heridas, sistemas de administracion de fArmacos, sustratos para cultivo de células,

entre otros (Torres et. al, 2011; Torres et. al, 2013).

1.2 Productos biolégicos

Los productos biologicos son moléculas complejas producidos por organismos vivos que se
utilizan en la prevencion, diagnostico y tratamiento de enfermedades. Los polifenoles, los
terpenoides, esteroides cardiotonicos y los polisacaridos son ejemplos de productos biolégicos,
los cuales difieren de los medicamentos sintéticos en la frecuencia de aparicion de diferentes
atomos, radicales y configuraciones espaciales (Deng et al., 2020). Los polifenoles son
productos bioldgicos que se encuentran presentes en las plantas y se dividen por su estructura
quimica en acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, flavonoides, curcuminoides entre otros

(Cione et al., 2020).

Mucho de los ingredientes farmacetticos activos (APIs) estan preparados en su forma cristalina
y se caracterizan por presentar propiedades fisicoquimicas que no cambian durante un
almacenamiento prolongado. Sin embargo, son poco solubles en el agua y, por esa razén, su
biodisponibilidad estd muy limitada. Mas del 75% de los candidatos a fairmacos y el 40% de

los farmacos comercializados son poco solubles en agua (Grzybowska et. al, 2016).

Una forma prometedora de superar este inconveniente es transformar los productos
farmacéuticos cristalinos a su estado amorfo pero la desventaja de los APIs amorfos es que
pueden incluso volver rdpidamente a sus formas cristalinas, lo que puede ocurrir durante la

fabricacion, el almacenamiento o disolucion (Grzybowska et. al, 2016).
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Una solucion es la fabricacion de nanoparticulas a base de polimeros para cargar los farmacos
ya que se puede cambiar el estado cristalino de los farmacos a amorfo y obtener particulas con
mayor solubilidad y gran estabilidad de almacenamiento (Li et, al, 2016; El-Naggar et. al, 2015;
Rutkaite et. al, 2012; Acevedo-Guevara et. al, 2018; Pathak et. al, 2015), el cual se puede

comprobar a través de las técnicas de DSC, FTIR y XRD.

1.21 Curcumina

La curcumina es un polifenol natural que se extrae de los rizomas de la curcuma, o
cientificamente denominado como Curcuma longa, €l cual pertenece a la familia Zingiberacae
(Chin et al., 2014). La curcumina extraida en forma de polvo es de color amarillo anaranjado.
La curcumina pertenece al grupo curcuminoide y su formula molecular es C,;H;(0¢ (Sun et
al., 2013). La estructura quimica de la curcumina se muestra en la Figura 5. Ademas, la
curcumina es un polifenol cristalino cuya temperatura de fusion es aproximadamente 180°C
(Rachmawati et. al, 2013). Se ha reportado que los cristales de la curcumina tienen la forma de
varillas cilindricas (Athira y Jyothi, 2015; Miskeen et. al, 2021). Lestari e Indrayante (2014)
reportaron que la curcumina es estable hasta 70°C por 10 minutos, pero a 100 °C empieza a

descomponerse y su degradacion incrementa.

Figura 5. Estructura quimica de la curcumina

Tomado de “Alkaline-based curcumin extraction from selected zingiberaceae for antimicrobial and antioxidant

activities”, por Othman et al., 2019

La curcumina es soluble en solventes como el etanol, metanol, acetona y dimetilsulfoxido, pero

es poco soluble en el agua debido a su naturaleza cristalina y a la alta hidrofobicidad de la
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curcumina (Li et. al, 2016). La hidrofobicidad de la curcumina es causada por la cadena de
alqueno conjugada y la ausencia de un fuerte grupo polar (Jagannathan et. al, 2012; Lee et. al,
2013; Hazra et. al, 2014). Asi mismo, los enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares
presentes en la curcumina en fase cristalina inhibe la disolucion acuosa de la curcumina (Li et.
al, 2016). Mohanty et. al (2012) indicé que la solubilidad acuosa de la curcumina es 0.0004

mg/ml a pH 7.4.

La curcumina es generalmente conocido como seguro (GRAS) segiin la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Kotha y Luthria, 2019). La
curcumina exhibe propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antineoplésicas y quimiopreventivas; sin embargo, uno de los problemas con la administracion
oral del producto bioldgico es su baja solubilidad en el agua. Cuando un farmaco es
administrado oralmente en una forma de dosificacion sélida, ya sea por tableta o cépsula, este
debe primero disolverse en los fluidos gastrointestinales antes de ser absorbido y llegar al
torrente sanguineo, desde donde procede a ejercer su efecto en el organismo (Dunne et. al,
1999; Savjani et. al, 2012). La curcumina administrada al ser poco soluble en el agua no es
absorbida adecuadamente en el intestino, lo que causa la excrecion de la mayor parte a través
de las heces. La proporcion de la curcumina absorbida por el organismo sufre un rapido
metabolismo por el higado y el plasma, lo que ocasiona la conversion de la curcumina en sus
metabolitos hidrosolubles (glucorénidos y sulfatos), los cuales son excretados por la orina
(Mohanty et al., 2012; Liu et al., 2016). Es decir, la baja solubilidad de la curcumina en el
agua causa una baja absorcion, rapido metabolismo y rapida excrecion de la curcumina en el
organismo, y por consiguiente su biodisponibilidad es baja (Mohanty et al., 2012; Liu et al.,
2016). La Figura 6 representa graficamente la baja biodisponibilidad de la curcumina
explicado anteriormente. Estudios clinicos demuestran que una dosis oral tnica elevada de

hasta 12 g/dia de curcuminoides son bien tolerados (Kotha y Luthria, 2019).
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Se requiere que un farmaco candidato tenga una solubilidad superior a 10uM con la finalidad
de facilitar las pruebas preclinicas (Fink et. al, 2020). La curcumina tiene una solubilidad de

1.09 uM.

Figura 6 Obstaculos asociados a la administracion de curcumina que causa una baja biodisponibilidad y

reducida eficacia terapeutica a nivel clinico

Tomado de “Emerging role of nanocarriers to increase the solubility and bioavailability of curcumin” por

Mohanty et al., 2012)

1.3 Nanoparticulas

En general, las nanoparticulas se refieren a las particulas con dimensiones entre 1 y 100 nm.
Sin embargo, las particulas con dimensiones menor a 1 um son comunmente denominadas
como nanoparticulas en el campo de la farmaceutica y la medicina (Wu et. al, 2011, El-Naggar

et. al, 2015).

Las nanoparticulas pueden ser usados como vehiculos de administracion de farmacos, agentes
de diagnostico por imagen, genes, proteinas y péptidos. La incorporacion de los farmacos en
las nanoparticulas ya sea en su nucleo o superficie, mejoran la solubilidad del agua, la
estabilidad y permeabilidad del farmaco. Ademas, las nanoparticulas aportan ventajas en
pediatria porque podrian reducir la dosis de los farmacos antineoplasicos y sus efectos

secundarios (Nieto et. al ,2021).
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En comparaciéon con las microparticulas, las nanoparticulas tienen mayor relacion
superficie/volumen, tal y como se demuestra en la Figura 7 (Wu et. al, 2011; El-Naggar et. al,
2015). Las nanoparticulas es que son mas adecuadas para la administracion intravenosa que las
microparticulas ya que las nanoparticulas distribuidas en el torrente sanguineo deben ser
significativamente menor de 5 um, sin formar aglomerados, para no causar un bloqueo capilar
y embolismo (Singh y Lillard Jr, 2009; Wu et. al, 2011). A medida que el tamafo de un material
se disminuye hasta la escala nanométrica, aumenta la energia superficial. Una mayor energia
superficial significa una condicion energética desfavorable o inestable. Por esa razon, las
nanoparticulas se aglomeran o adsorben moléculas de sus alrededores para reducir la energia

superficial y ser mas estables (Tsuda y Konduru, 2016).

Figura 7 La relacion superficie-volumen en funcion del diametro de particulas esféricas

Tomado de “The role of natural processes and surface energy of inhaled engineered nanoparticles on

aggregation and corona formation” por Tsuda y Konduru (2016)

Seglin las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, estas pueden ser clasificadas en

nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas



20

ceramicas, nanoparticulas semiconductoras y nanoparticulas de carbono. Los materiales usados
para fabricar las nanoparticulas poliméricas y lipidicas les confieren a las particulas
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no inmunogenicidad, no toxicidad, y una alta eficiencia
de carga del farmaco. Las nanoparticulas poliméricas y lipidicas (Figura 8) son las mas
aprobadas clinicamente en la terapia (Nieto et. al ,2021). Las nanoparticulas poliméricas
fabricadas a partir de polimeros naturales y sintéticos han recibido la mayor parte de la atencion
debido a su estabilidad y facilidad de modificacion de la superficie. Ademas, pueden ser hechas
a medida para lograr una liberacidon controlada del fArmaco y una localizacion especifica de la

enfermedad ajustando las caracteristicas del polimero (Singh y Lillard Jr, 2009).

Figura 8 Esquema representativo de las nanoparticulas poliméricas y lipidicas aplicadas como sistemas de

administracion de farmacos

Tomado de “Polymeric and Lipid Nanoparticles: Which Applications in Pediatrics?” por Nieto et. al (2021)

1.4 Propiedades fisicas de las nanoparticulas

El tamafto, la forma y la carga superficial son propiedades fisicas de las nanoparticulas.

La carga superficial y la hidrofobicidad son propiedades de la superficie de las nanoparticulas,

las cuales influyen en la estabilidad de las particulas e interaccion con las células (Zahin et. al,
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2020). La estabilidad es uno de los aspectos fundamentales para garantizar la seguridad y
eficacia de los productos farmacéuticos (Wu et. al, 2011). Por esa razon, es necesario controlar
la estabilidad y el tamafo de las nanoparticulas fabricadas para el transporte del farmaco
correspondiente. La Figura 9 muestra una representacion grafica de las propiedades

fisicoquimicas de las nanoparticulas.

Los tamafios de las particulas, las cualidades de la superficie y las propiedades de las
nanoparticulas pueden ser fabricadas o controladas por los métodos sintéticos en funcion de su

aplicacion final (Jacob et. al, 2018).

Figura 9 Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas

Tomado de “Biodegradable Polymeric Nanoparticles for Drug Delivery to Solid Tumors” por Gagliardi et. al

(2021)
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1.4.1 Tamafo de las particulas

El tamafo de las particulas y la distribucion de los tamafios determinan la distribucion in vivo,
el destino biologico, toxicidad y capacidad de focalizacion de las nanoparticulas como sistemas
de administracion. Las nanoparticulas pueden ser extravasados a través del endotelio y epitelio,

de los tumores, o pueden penetrar microcapilares (Singh y Lillard Jr, 2009).

Una distribucion del tamafio de la particula monodispersa y controlada es importante para
aplicaciones farmacéuticas o biomédicas (Gutiérrez et al., 2020). Ademas, una distribucion
estrecha de las dimensiones de las particulas garantiza que el farmaco administrado por todas
ellas tenga el mismo destino biolégico (Zhang et. al, 2004). Segun Gaumet et al. (2008), las
nanoparticulas deben ser mas pequefios que un tamafio limite para poder atravesar el endotelio

y, asi, poder penetrar en los tumores de distintas zonas del cuerpo.

Las particulas al ser mas pequefias tienen mayor relacion area superficial/volumen, por lo tanto,
la mayoria del farmaco asociado con las particulas estarian en o cerca de su superficie,
permitiendo una liberacion mas rapida del farmaco. Ademads, hay mayor riesgo de
aglomeracion durante el almacenamiento, transporte y dispersion. Por otro lado, las particulas
con mayor tamafio al permitir cargar mas farmaco por tener mayor ntcleo presentan una
liberacién mas lenta. Por lo tanto, el control del tamafio de las particulas proporciona un medio

para ajustar las tasas de liberacion del farmaco (Singh y Lillard Jr, 2009).

La técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) determina el didmetro hidrodindmico, la
distribucion del tamafio y el indice de polidispersidad (PdI) de las nanoparticulas (Bhatia, 2016;

Torres et al., 2019).

Un grafico de intensidad versus tamafio de la particula y el indice de polidispersidad otorgan
informacion sobre la distribucion del tamafio de las particulas en una muestra. En dicho gréafico

se puede visualizar una distribucién monodispersa (distribucion estrecha) o polidispersa
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(distribucidon amplia). Ademas, se puede visualizar si hay una o mas poblaciones (grupos de
tamano) de particulas. El indice de polidispersidad puede tomar valores desde O hasta 1.
Valores menores a 0.1 puede ser un indicador de gran homogeneidad (monodispersidad) en la
poblacién de las particulas, mientras que altos valores indican polidispersidad o incluso
presencia de varias poblaciones (Gaumet et al., 2008). Un valor de PDI de 0.1 a 0.25 indica
una estrecha distribucion de tamafios, mientras que un valor superior a 0.5 indica una amplia

distribucion (Wu et. al, 2011; El-Feky et. al,2015).

Las nanoparticulas con tamafio promedio menor a 200 nm pueden ser usados para transportar

sustancias activas para mejorar su absorcion (Qiu et. al, 2016).

1.4.2 Carga superficial
La carga superficial es una propiedad fisica de las nanoparticulas cominmente estimada por la

técnica del potencial zeta, el cual permite entender la estabilidad fisica de las nanosuspensiones

(Singh y Lillard Jr, 2009; Joseph y Singhvi, 2019).

El potencial zeta { es el potencial electrocinético en el plano (o limite) de deslizamiento
(slipping plane) de una particula que se mueve bajo un campo eléctrico. Cuando una particula
cargada es dispersada, una doble capa adsorbida o doble capa eléctrica (EDL), conformada por
la capa Stern y la capa difusa, se desarrolla en su superficie. La capa Stern es la capa interior
que consiste principalmente de iones o moléculas con carga opuesta a la de la particula,
mientras que la capa difusa o capa Gouy, ubicada encima de la capa Stern, esta formada por
iones o moléculas con carga igual y opuesta (Bhattacharjee, 2016; Wu et. al, 2011). El
periférico a la capa Stern es el plano de deslizamiento (Nutan y Reddy, 2010). La Figura 10
muestra la representacion grafica de la doble capa eléctrica. El movimiento de las particulas
cargadas con su doble capa adsorbida hacia el electrodo opuesto al aplicar un campo eléctrico

a una dispersion es conocido como electroforesis, la cual es representada graficamente en la
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Figura 11. Durante la electroforesis, el plano de deslizamiento es la interfase entre el

dispersante y las particulas cargadas moviles.

Figura 10. Representacion grafica de la doble capa eléctrica y de la clasica teoria DLVO.

Tomado de “Physical and chemical stability of drug nanoparticles” por Wu et.al (2011)
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Figura 11 Representacion grdfica de la electroforesis

Tomada de “DLS and zeta potential - What they are and what they are not? ” por Bhattacharjee (2016)

El valor de potencial zeta se obtiene de manera indirecta mediante la técnica de electroforesis
y proporciona informacion de la interaccion de las nanoparticulas con el ambiente biologico y
los compuestos bioactivos ya que el potencial zeta depende de las propiedades fisicoquimicas
de la superficie de la nanoparticula y la fase liquida (Bhatia, 2016; Ramawat & M¢érillon, 2015).
Ademas, el potencial zeta puede ser utilizado para evaluar la hidrofobicidad de la superficie de
la nanoparticula y la naturaleza del material cargado dentro de la particula o el material
recubierto en su superficie (Bhatia, 2016). Puede ser usado para determinar si un material

activo es cargado dentro de la nanoparticula o esta en la superficie (Singh y Lillard Jr, 2009)

El valor del potencial zeta indica el grado de repulsion entre las particulas cargadas en una
dispersion. Altos valores del potencial zeta indica que las particulas estan altamente cargadas
y que debido a la repulsion eléctrica se evita la aglomeracion de las particulas, mientras que
valores bajos indican que es probable las particulas se aglomeren ya que la atraccién vence a

la repulsion (Kumar, 2019). Bhattacharjee (2016) menciona que las nanoparticulas se califican
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como altamente inestable, relativamente estable, moderadamente estable y altamente estable si
el potencial zeta (positivo o negativo) esta en el rango de 0 a 10 mV, 10 a20 mV, 20 a 30 mV
y de 30 mV a mas respectivamente. Los altos valores de potencial zeta ya sean positivos o

negativos indican alta estabilidad coloidal de las nanoparticulas.

La repulsion electrostatica y la estabilizacion estérica son mecanismos a través de las cuales
las suspensiones coloidales pueden ser estabilizadas, y pueden conseguirse al adicionar al
medio estabilizadores i6nicos y no i6nicos, respectivamente. El primer mecanismo puede ser
descrito por la teoria clasica Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), la cual asume que
las fuerzas que actuan sobre las particulas coloidales en un medio incluyen fuerzas
electrostaticas repulsivas y fuerzas atractivas de Van der Waals. Las fuerzas repulsivas se
originan en la superposicion de la doble capa eléctrica (EDL) que rodea a las particulas en el
medio y, por lo tanto, impiden la aglomeracion coloidal (Wu et. al, 2011). La energia potencial
total (V) de la interaccion particula-particula es una suma del potencial de repulsion (V)
generado de las dobles capas eléctricas y el potencial de atraccion (V) de las fuerzas de Van
der Waals. El V; depende del tamafio de la particula, la distancia entre particulas, el potencial
zeta, la concentracion de iones y la constante dieléctrica del medio. El Vj es extremadamente
sensible a la concentracion de iones en el medio. El Vi disminuye al incrementar la fuerza
16nica en el medio porque la EDL disminuye, causado por el screening de la carga superficial.
En consecuencia, se incrementa la susceptibilidad de las particulas dispersadas para formar
aglomerados. Por otro lado, el V, es determinada por la constante de Hamaker, tamafio de la
particula, distancia entre particulas (Wu et. al, 2011). En la Figura 10 se mostrd un grafico de
energia potencial versus distancia entre las particulas, la cual demuestra que las fuerzas
atractivas son mas dominantes en pequenas y largas distancias, mientras que las fuerzas
repulsivas prevalecen a distancias intermedias y crean una repulsion neta entre las particulas

dispersas, evitando asi la aglomeracion.
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La estabilizacion estérica puede ser conseguida con la adicion de sustancias, como los
surfactantes no ionicos, en el medio. Los estabilizadores anfifilicos al ser adsorbidos en la
superficie de la particula pueden estabilizar una dispersion incluso cuando no hay potencial
zeta significativo (Nutan y Reddy, 2010). La fraccion estabilizadora debe ser suficientemente
larga y densa para mantener una barrera estérica capaz de minimizar la interaccion particula-
particula hasta un nivel en el que las fuerzas de atraccion VDW sean menores que las fuerzas

estéricas repulsivas (Wu et. al, 2011).

Algunos polimeros, conocidos como polielectrolitos, pueden ionizarse en medio acuoso y
actuar electrostatica y estéricamente. El grado de ionizacién depende del pH y la fuerza idnica

del medio de dispersion (Nutan y Reddy, 2010).

1.4.3 Eficiencia de carga y capacidad de carga

Ambas variables estan relacionadas a la cuantificacion de las sustancias activas incorporadas
dentro de las nanoparticulas, cuyos valores pueden ser determinados mediante los siguientes
métodos analiticos: Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis), cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) o cromatografia de gases (Rivas et. al, 2017). En la Seccion 2.4.5. se
presenta a detalle los célculos empleados para hallar la eficiencia de carga (EC) y la capacidad

de carga (CC) mediante espectroscopia UV-Vis.

1.5 Nanoparticulas a base de biopolimeros

Los biopolimeros y sus derivados son materiales adecuados para fabricar nanoparticulas, que
seran usadas como vehiculos de administracion de farmacos, ya que se caracterizan por la
facilidad de funcionalidad, la solubilidad en agua, la no toxicidad, la biodegradabilidad y la
biocompatibilidad. Los biopolimeros, ademas de reducir la degradacion enzimatica antes de la

liberacion de un agente terapéutico en los sitios objetivo, pueden reducir la toxicidad del
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farmaco con una liberacion controlada de la sustancia activa (Biswas et. al, 2021). La Figura

12 muestra polimeros naturales y sintéticos usados para fabricar nanoparticulas pediatricas.

Figura 12 Polimeros naturales y sintéticos usados para fabricar nanoparticulas pediatricas

Tomado de “Polymeric and Lipid Nanoparticles: Which Applications in Pediatrics?” por Nieto Gonzdlez et. al

(2021)
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1.5.1 Nanoparticulas de almidon

La fabricacion de las nanoparticulas, a partir del almidon, se puede realizar mediante dos vias:
a) el método ascendente y b) el método descendente. El primer método consiste en la formacion
de nanoparticulas mediante la acumulacion controlada de amilosa y amilopectina, regulada por
el autoensamblaje. Uno de los procesos ascendentes mas comunes es la nanoprecipitacion, la
cual requiere de dos fases, la primera consiste en un solvente apropiado para la disolucion del
polimero y la segunda, es una fase no solvente en la cual, sustancias como el etanol son usadas

para desolvatar al polimero y de esta manera producir las nanoparticulas (Farrag et al., 2018).

Por otro parte, el método descendente consiste en descomponer la estructura nativa de los
granulos de almidon. Uno de los procesos descendentes mas empleados es la hidrolisis 4cida.
En este, a partir de la descomposicion de la estructura de los granulos y la remocion de las fases
amorfas, se obtienen nanoparticulas con un mayor grado de cristalinidad, incluso superior al

de los granulos de almidon (Troncoso y Torres, 2020).

La nanoprecipitacion e hidrolisis acida son los procesos de fabricacion de nanoparticulas de
almidén comtinmente reportados en la literatura cientifica. Las ventajas del primer método a
comparacion de la hidrolisis acida son el menor requerimiento de tiempo y energia, y el uso de
reactivos no toxicos (Torres et. al, 2019). La fuente botanica y las variedades de una misma
fuente botanica del almidon, la cantidad de amilosa del biopolimero y el método de fabricacion
de las nanoparticulas influyen en las propiedades finales de las nanoparticulas (Torres et. al,
2019). Torres et. al (2019) demostraron que el método de fabricacion de las nanoparticulas
influye en las propiedades de las nanoparticulas como el tamafo de la particula, cristalinidad y

contenido de amilosa.
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1.5.1.1 Nanoprecipitacion

La nanoprecipitacion se basa en la reduccion de la calidad del solvente en el que se disuelve la
composicion principal de las nanoparticulas. Esta variacion de la calidad del solvente puede
lograrse alterando el pH, las condiciones de solubilidad o la adicion de una fase no solvente
(Rivas et. al, 2017). La nanoprecipitacion con una fase no solvente requiere la preparacion de
una fase organica y una fase acuosa, la cual tiene mayor tension superficial, y la sucesiva
adicion de una fase a otra bajo agitacion magnética. La diferencia de las tensiones superficiales
promueve la difusion del solvente organico. Posteriormente, sucede la precipitacion gradual
del polimero y la formacion de nanoparticulas (Torres et. al, 2019). La Figura 13 muestra el

esquema de formacion de nanoparticulas mediante nanoprecipitacion.

Figura 13 Esquema de formacion de nanoparticulas mediante nanoprecipitacion

Tomado de “Exploring Various Techniques for the Chemical and Biological Synthesis of Polymeric

Nanoparticles”, por Pulingam et. al (2022)

Los parametros de fabricacion de nanoparticulas mediante nanoprecipitacion como la relacion

solvente y no solvente, la concentracion de almidon, el tipo de surfactante, el no solvente y la
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gelatinizacion de los granulos de almidon afectan al tamano de la particula y la distribucion

(Sadeghi et. al, 2017).

Se ha reportado en la literatura la adicion de reactivos para la formacion de la solucion acuosa
o solvente del almidén como el surfactante, la urea y un agente entrecruzante como el
tripolifosfato de sodio (El-Feky et. al, 2015; Saari et. al, 2017; Farrag et. al, 2018). La adicién
de una surfactante afecta positivamente a las propiedades superficiales de las nanoparticulas,
causando la reduccion de la hidrofobicidad y; por ende, incrementando su solubilidad (Hebeish
et. al, 2014; Torres et. al, 2019). La urea previene la autoasociacion de las moléculas de
almidon, y facilita la solubilidad acuosa, la hinchazon y gelatinizacion de los granulos de
almidon (Farrag et. al, 2018; Wang et. al, 2013). Un solvente conformado por urea e hidroxido
de sodio es ambientalmente amigable, no toxico y de bajo costo (Chin et. al, 2011). Hu et. al
(2016) reportaron que la viscosidad de la solucion de almidon en agua y urea, con aspecto claro
y transparente, se mantuvo constante durante 18 dias a 5°C; la solucion se mantenia estable.

Ademas, mencionaron que la urea previene cambios estructurales del almidon.

La adicidn de un agente entrecruzante puede modificar el tamafio de las nanoparticulas. Torres
et. al (2019) reportaron, ante la adicion de tripolifosfato como agente entrecruzante, el

incremento en el tamafo de las nanoparticulas de almidon obtenidas.

Los farmacos quimioterapéuticos son generalmente toxicos para las células sanas y cancerosas,
y se caracterizan por su baja solubilidad y estabilidad en la circulacion sanguinea. Una de las
maneras que ha demostrado evitar la ingesta de altas concentraciones de farmacos
quimioterapéuticos y disminuir las posibilidades de efectos secundarios es el uso de sistemas
de administracion de farmacos dirigidos a base de almidon. Ademas, se han desarrollado
sistemas de administracion de drogas sensibles al pH para que los farmacos administrados

oralmente sean estables y se mantengan activos bajo condiciones 4cidas y enzimaticas del
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tracto grastointestional (Troncoso y Torres, 2020). Se elabor6 la Tabla 1 para mostrar los

valores reportados en la literatura de los tamafos de las nanoparticulas de almidon.

Tabla 1: Propiedades fisicas de las nanoparticulas de almidon fabricadas por nanoprecipitacion

Fase 1o Didmetro
Biopolimero promedio Referencia
solvente
(nm)
Acevedo-
Almidon de platano nativo Acetona 135.1 Guevara et. al
(2018)
1 , Acevedo-
Alml(;(c)leltﬂeelégatano Acetona 190.2 Guevara et. al
(2018)
.1 . . Sadeghi et. al
Almidén de maiz nativo Etanol 98.8 (2017)
.1 ; . Sadeghi et. al
Almidén de maiz Amioca Etanol 129.3 (2017)
Sadeghi et. al
Hylon V Etanol 93.8 (2017)
Sadeghi et. al
Hylon VII Etanol 132.9 (2017)
gy . Gutiérrez et. al
Almidoén de maiz normal Etanol 13.9-316 (2020)
Almidoén de alta amilosa Gutiérrez et. al
de maiz Etanol 22.3-50.3 (2020)
Almidoén de alta Gutiérrez et. al
amilopectina de maiz N i3 (2020)
gy . Putro et. al
Almidon de papa nativa Etanol 165.31 (2020)
Acido
Almidon de vaina clorhidrico 92.4-165.3
(0.1 M)
Acido Farrag et. al
Almidén de maiz clorhidrico 174.7 —263.3 @ (‘;%1 8).
(0.1 M)
Acido
Almidon de papa clorhidrico 91.2-154.5
(0.1 M)
Almidén de quinua Etanol 16237178 | Jiangetal

(2022)
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1.6 Sistemas de nanoparticulas de almidén cargados con curcumina

Se ha reportado en la literatura la carga de fArmacos en nanoparticulas de almidon a través de
la carga directa e indirecta. Cuando la fabricacioén de las nanoparticulas y carga del farmaco
ocurren simultaneamente se trata de una carga directa; mientras que en la carga indirecta la

carga del farmaco sucede después de la fabricacion de las nanoparticulas (Moran et. al, 2021).

La fuente botanica del almidon, la modificacion de la estructura quimica del polisacérido y el
método de fabricacion de las nanoparticulas influyen en las caracteristicas fisicoquimicas de
las nanoparticulas cargadas con farmacos. Un ejemplo de modificacion quimica del almidon
es la acetilacion. Acevedo-Guevara et. al (2018) demostraron que la acetilacion del almidon
causa una mayor eficiencia de carga de la curcumina a comparacion de las nanoparticulas de
almidon nativo debido a que el aumento de 4tomos de oxigeno (carboxilo e hidroxilo) en el
almidéon modificado permite que mas moléculas de curcumina interaccionen con las
nanoparticulas de almidon a través de enlaces de hidrogeno. Miskeen et. al (2021) fabricaron
nanoparticulas de almidon entrecruzadas con acido citrico, las cuales tuvieron mayor diametro
y capacidad de carga que las nanoparticulas no entrecruzadas por la mayor formaciéon de
enlaces de hidrogeno entre la curcumina y las nanoparticulas, causada por la presencia de los
grupos carbonilos en las nanoparticulas entrecruzadas. Por otro lado, Farrag et. al (2018)
estudio el efecto de la fuente botanica del almidon en la carga de la quercetina dentro de las
nanoparticulas poliméricas fabricadas por nanoprecipitacion. Los autores indicaron que las
nanoparticulas de almidon de la papa tenian el mayor porcentaje de carga que las
nanoparticulas del maiz y de la vaina, cuya posible causa fue la mayor cantidad de amilopectina
presente en el almidon de papa. Ademas, observaron que, con la introduccion del farmaco en
las nanoparticulas de almidon de la papa, los sistemas tenian la forma de nanofibras, lo cual

fue diferente a la forma esférica de las nanoparticulas sin carga.
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La modificacién de los parametros de la nanoprecipitacion puede causar cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas como la eficiencia de carga, tamafio,
potencial zeta, entre otros. Li et. al (2015) confirmaron la influencia de la relacion curcumina:
almidén en el tamafio, potencial zeta, eficiencia de carga y capacidad de carga de las
nanoparticulas cargadas con curcumina. El-Naggar et. al (2015) reportaron la influencia de la
concentracion del tripolifosfato de sodio y del diclofenaco en el tamafio, eficiencia de carga, la
naturaleza de la estructura y morfologia de los sistemas cargados. A medida que incrementaba
la concentracion del STPP, el tamafio de las particulas y la eficiencia de carga del fA&rmaco
aumentaba a pesar de no haber una fuerte interaccion quimica entre las nanoparticulas

entrecruzadas con el farmaco.

Se ha reportado que la carga de la curcumina al interior de la nanoparticula polimérica se debe
principalmente a los enlaces de hidrégeno entre dicho firmaco y las cadenas poliméricas del
almidon (Acevedo-Guevara et. al, 2018; Kemin y Chin; 2020; Miskeen et. al, 2021; Pang et.

al, 2014).

Se ha reportado que las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina tienen una forma
esférica cuya causa puede ser la agrupacion de la curcumina y su recubrimiento de las
moléculas del almidon durante la etapa de precipitacion (Athira y Jyothi, 2015; Chin et. al,

2014; Miskeen et. al, 2021; Li et. al, 2016).

Con respecto al tamafio, Athira y Jyothi (2015) reportaron que las nanoparticulas de almidon
cargadas con curcumina, producto de la carga indirecta, tuvieron mayor tamafio que las
nanoparticulas sin carga. Jiang et. al (2022) fabricaron nanoparticulas de almidén de quinua
cargadas con quercetina (855.23 nm) que eran significativamente més grandes que las
nanoparticulas vacias (166.25 nm), e informaron que la mayor parte de la quercetina estaba

encerrada en el interior de las nanoparticulas agrupadas. Acevedo-Guevara et. al (2018)
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indicaron que la carga in situ o directa de la curcumina en las nanoparticulas no tuvo efecto en

el tamafo de las nanoparticulas ni en la distribucién de tamafios.

Asi mismo, se ha reportado que las nanoparticulas de almidoén cargadas con farmacos se
caracterizan por tener una estructura amorfa. ElI-Naggar et. al (2015) confirmaron la conversion
de la estructura cristalina a estructura amorfa del diclofenaco, incorporado en las nanoparticulas
de almidoén entrecruzadas con STPP, debido a la interaccion del farmaco con las nanoparticulas.
Ademas, Li et. al (2016) examinaron las nanoparticulas de almidén soluble cargadas con
curcumina mediante XRD y DSC e indicaron que el estado de la curcumina era amorfo, estado
que permite interaccionar con el polimero. Ademas, el polimero puede prevenir el crecimiento
del cristal de curcumina y mantener el estado amorfo. Por otro lado, Athira y Jyothi (2015)
visualizaron dos temperaturas de fusion en las nanoparticulas cargadas con curcumina
correspondientes a la temperatura de fusion de cada componente del sistema, lo cual indica que

la estructura del sistema y de la curcumina es cristalina.

Se ha estudiado la estructura quimica de la curcumina, nanoparticulas de almidén y las
nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina a través de la técnica del FTIR. La principal
interaccion entre la curcumina y el polisacarido se realiza a través de los enlaces de hidrogeno
ya que tanto el polimero como el farmaco se caracterizan por la presencia de grupos hidroxilo
(Liet. al, 2015; Pang et. al, 2015). Ademas, Jiang et. al (2022) confirmaron la interaccion entre
las nanoparticulas de almiddn y los fenoles causado por enlaces de hidrégeno entre los grupos
hidroxilo de los fenoles y los enlaces glucosidicos de las nanoparticulas. Una evidencia de la
interaccion entre ambos componentes del nanosistema es el desplazamiento de los picos del
grupo hidroxilo y el grupo C—O-—C, caracteristicos del almidon. Asi mismo, el pico
caracteristico del grupo hidroxilo del anillo bencénico desaparece al estar cargado dentro de

las nanoparticulas de almidén (Li et. al, 2015; Pang et. al, 2015; Acevedo-Guevara et. al, 2018).
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En previos estudios, se ha reportado el incremento significativo de la solubilidad acuosa de la
curcumina cuando es cargada en nanoparticulas de almidén. Pang et. al (2014) reportaron que
la solubilidad de las nanoparticulas de almidén-maleato cargadas con curcumina fue 0.06
mg/mL, mientras que Li et. al (2015) inform6 que la solubilidad de las nanoparticulas de
almidon soluble cargadas con curcumina fue 0.279 mg/mL. A comparacion de la solubilidad
de la curcumina nativa (0.0004 mg/ml), las solubilidades acuosas de los sistemas reportados

fueron 150 y 697 veces mejor, respectivamente.

Acevedo-Guevara et. al (2018) reportaron que las nanoparticulas de almidon nativa del platano
verde tenian una gran afinidad con la curcumina ya que su eficiencia de carga era mayor a 80
%; mientras que Nath (2020) informo la baja afinidad de la curcumina con las nanoparticulas

de almidon de semillas de yaca ya que la eficiencia de carga era mayor a 19%.

Diversos autores han determinado los pardmetros Optimos de la fabricacion de las
nanoparticulas de almidon cargados con farmacos. Li et. al (2015) indicaron que la formulacion
de relacion curcumina/almidon de 3 wt %, usada para fabricar nanoparticulas de almidon
soluble cargadas con curcumina, fue la 6ptima por su mayor estabilidad coloidal, mayor
capacidad de carga y eficiencia de carga a comparacion de las demas formulaciones. Se
comprobo la estabilidad coloidal a través de la apariencia de la solucion acuosa de las
nanoparticulas (presencia de precipitados y particulas aglomeradas) y la variacion del tamatfio,
PDI y potencial zeta durante un mes. Pathak et. al (2015) optimizaron la fabricacion de
nanoensamblajes supramoleculares, compuestas de lectina de soya (lipido) y quitosano
(polimero), cargadas con curcumina. Primero, optimizaron los nanotransportadores vacios
mediante la fabricacion de nanoparticulas usando diferentes relaciones de lecitina/quitosano y
la seleccion de la formulacion mas monodispersa y con menor tamafo. Posteriormente, se
utilizaron diferentes concentraciones de curcumina en etanol para cargar curcumina en los

nanotransportadores. La formulacién 6ptima se selecciond en base a la eficiencia de carga y
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capacidad de carga. Dandekar et. al (2012) optimizaron la fabricacién de nanoparticulas de
almidon de propilo cargadas con docetaxel con respecto a varios parametros, como la relacion
farmaco/polimero, el efecto de los surfactantes y la cantidad del surfactante ideal. Variaron un
parametro mientras que los demds parametros se mantenian constantes; y seleccionaron la
formulacion Optima de cada variacion en base al tamafno y distribucion de las particulas.
Posteriormente, caracterizaron fisicoquimicamente las particulas optimizadas y reportaron los
valores del tamafio, potencial zeta, eficiencia de carga y el contenido del farmaco. Tanto la
eficiencia como el contenido del farmaco fueron determinados solo para las particulas
optimizadas debido a la formacion de microparticulas o nanoparticulas no homogéneas en otras
condiciones experimentales. Se elabor6 la Tabla 2 para mostrar los valores reportados en la
literatura de los tamafios de las nanoparticulas de almidén con las respectivas eficiencias de

carga de curcumina.

Tabla 2: Valores de propiedades de las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina

Almidon Técnica de Fase no Diametro EC Referencia
procesamiento solvente promedio (%)
(nm)
Almidon de | Nanoprecipitacion | Acetona 371-411.72 | 19.32- | Nath (2020)
semillas de (DLS) 57.34
yaca
Almidon de | Nanoprecipitacion | Acetona 50-200 66.57 | Athira y Jyothi
yuca (TEM) (2014)
Almidon de | Nanoprecipitacion Etanol 171 13 Chin et. al.
sagu nativo (2014)
Almidon de | Nanoprecipitacion | Acetona 147 85.23 Acevedo-
platano (DLS) Guevara et. al
nativo (2018)
Almidén de | Nanoprecipitacion | Acetona 201 90.63 Acevedo-
platano (DLS) Guevara et. al
acetilado (2018)
Almidon Nanoprecipitacion Etanol 61.1 5.7- | Maghsoudi et.
soluble (DLS) 14.4 al (2017)
50-88 (SEM)
Almidon Nanoprecipitacion Etanol 182-255.06 | 45.27- | Liet. al (2015)
soluble 97.76
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CAPITULO 2
METODOS EXPERIMENTALES
2.1 Obtencién de almidén

2.1.1 Materialesy reactivos
La especie Solanum tuberosum ssp. Andigena var Huamantanga, mostrada en la Figura 14, fue
la fuente natural que se uso para la obtencion del almidon. Ademas, los reactivos que fueron

utilizados son bisulfito de sodio y metanol, mostrados en la Figura 15.

Figura 14 Imagen representativa de las papas comerciales de la variedad Humantanga

Figura 15 Imagen representativa de los reactivos usados en la extraccion de almidon a partir de las papas
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2.1.2  Procedimiento

El almidén fue extraido usando el método publicado por Torres et. al (2011). El procedimiento
inicia con el lavado de los tubérculos con abundante agua de cafio y agua destilada para luego
ser pelados y cortados con cuchillo. Se remojaron las papas en una solucidon preparada al 0.01
% p/v de bisulfito de sodio con el fin de evitar su oxidacién. Las muestras cortadas se
homogeneizaron con licuadora. Posteriormente, la mezcla fue filtrada y se dejé durante 4 horas
para la separacion del almidon por decantacion. Luego, el sobrenadante se desecho y el almidon
sedimentado fue lavado las veces necesarias con agua destilada. Los precipitados con un
aspecto granulado blanco fueron desengrasados por resuspension en mezcla de agua y metanol
con proporcion de 1:1 (v/v) y decantado de nuevo durante 1 hora. El almidon restante obtenido
fue secado a 60°C por 24 horas. Se muestra imagenes del proceso de extraccidon anteriormente

descrito en la Figura 16.

Se calcula el rendimiento del almidon seco después de la extraccion de las papas de variedad

Huamantanga mediante la ecuacion 1:

o o peso de almidén seco
Rendimiento de almidéon (%) = £ x100% (1)
peso de papa pelada o cascara fresca

En la presente tesis se realizd 3 veces la obtencion del almidén a partir de la papa variedad

Huamantanga para obtener un promedio del rendimiento de almidén extraido.
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@ Pelar y cortar @ Homogeneizar y filtrar
@ Secar @ Decantar y lavar

Figura 16 Esquema representativo de la extraccion del almidon a partir de la papa de variedad Huamantanga

2.2 Fabricacion de nanoparticulas de almidén por nanoprecipitacion

2.2.1 Materiales y reactivos

Se usaron los almidones extraidos de las papas comerciales de la variedad Huamantanga para
la fabricacion de las nanoparticulas. Los reactivos usados, mostrados en la Figura 17, fueron

hidroxido de sodio (NaOH), urea, Tween®80, tripolifostato de sodio (STPP) y etanol.
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Figura 17 Materiales y reactivos usados en la fabricacion de nanoparticulas de almidon

2.2.2 Procedimiento

Se siguid el proceso de nanoprecipitacion detallado por Torres et al. (2019) para la fabricacion
de las nanoparticulas de almidon. La fabricacion de las nanoparticulas consiste principalmente
en la gelatinizacion del almidon, la precipitacion de las nanoparticulas, la extraccion de las

particulas y el secado (Figura 18).
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El método nanoprecipitacion empez6 con la disoluciéon de 1g de almidéon en una solucion

acuosa mediante agitacion durante aproximadamente 1 hora o el tiempo necesario para que se

aclare la solucion. Se prepararon 4 diferentes soluciones acuosas de 70 mL para evaluar su

efecto en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de almidon fabricadas:

0.3 g NaOH

0.3g NaOH + 0.15g Urea

0.3g NaOH + 0.3g Urea

0.3g NaOH + 0.6g Urea
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Luego, se prepard la solucion acuosa de Tween®80 al mezclar 0.2 gramos o 188 ulL de
Tween®80 con 20 mL de agua destilada. La solucion se agregd por goteo a la mezcla de
almidon anteriormente elaborada, sometida a agitacion. Al finalizar el goteo, se mantuvo
durante 1 hora la agitacion de la mezcla. Después se vertio 10 mL de agua destilada o se
adiciono por goteo 10 mL de una solucion acuosa de 0.4 g de STPP con el fin de evaluar la
influencia del agente entrecruzante en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de
almidon a fabricar. Las muestras que contenia entrecruzante se mantuvieron en agitacion
durante 4 horas posterior al finalizar la adicioén por goteo del STPP. Posteriormente, se afiadio
por goteo 100 mL de etanol absoluto y, finalizado el goteo, se agitod la mezcla durante un dia.
La velocidad de agitacion se mantuvo a 500 rpm durante la fabricacion de las nanoparticulas.
El esquema de la formacion de nanoparticulas de almidén mediante nanoprecipitacion se
muestra en la Figura 19. Ademas, se muestran imagenes de la formacion de las nanoparticulas

en la Figura 20.

Figura 19 Esquema de formacion de nanoparticulas de almidon mediante nanoprecipitacion
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Figura 20 Esquema representativo de la fabricacion de nanoparticulas de almidon con agente entrecruzante

La mezcla resultante fue centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos. Las nanoparticulas
precipitadas se recolectaron en un frasco y fueron lavadas dos veces hasta conseguir un pH 7

como se aprecia en la Figura 21.
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Figura 21 Esquema representativo del lavado de nanoparticulas de almidon

Se aniadio 10 mL de agua destilada y 30 mL de etanol en el primer lavado, mientras que el
ultimo lavado se adicion6 30 mL de etanol. Después de cada lavada, se centrifugd cada
suspension a 7000 rpm por 5 minutos. Asi mismo, el lavado sirvid para remover la urea e
hidroxido de sodio remanente. Se recolectaron las nanoparticulas precipitadas y se colocaron
en una Petri cubierta con papel aluminio. Finalmente, las nanoparticulas fueron secadas a 40

°C en una incubadora por 2 dias.

Se fabricaron 3 veces las nanoparticulas de almidon con los mismos pardmetros de fabricacion
seleccionados con la finalidad de caracterizar cada muestra con la técnica de caracterizacion

correspondiente 3 veces para obtener un promedio de cada evaluacion.
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Se calcula el rendimiento de las nanoparticulas de almidén luego de ser secadas mediante la

ecuacion 2:

Rendimiento de nanoparticulas (%)

peso de nanoparticulas secas

= 100% (2
peso total de los aditivos sblidos incorporados * % (2)

Los aditivos so6lidos incorporados a las diferentes formulas de fabricacion fueron el almidon,

la urea y el STPP.

2.3 Fabricacion de sistemas de nanoparticulas cargadas con productos bioldgicos

2.3.1 Materialesy reactivos

Los mismos materiales empleados para la fabricacion de las nanoparticulas de almidon por
nanoprecipitacion y la curcumina, que se aprecian en la Figura 22, fueron usados para la
fabricacion de los sistemas de nanoparticulas cargadas La curcumina en polvo de Curcuma
longa fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cuyo niimero de registro CAS es

458-37-7.

Figura 22 Materiales y reactivos usados para la fabricacion de nanoparticulas de almidon cargadas con

curcumina
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2.3.2 Procedimiento

Los sistemas de nanoparticulas cargadas con curcumina fueron fabricados por
nanoprecipitacion, similar al proceso de fabricacion de nanoparticulas de almidon. La
diferencia es la adicion de la fase no solvente que se fabrica al disolver 10 mg de curcumina en
100 mL de etanol absoluto. La fabricacion de las nanoparticulas consiste principalmente en la

gelatinizacion del almidon, la precipitacion de las nanoparticulas, la extraccion de las particulas

en desecador

y el secado (Figura 23).
Almidon Sl Ay T ———————— -
Precipitacion |
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gramo | | solvente etanol |
: ; | | > |
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Figura 23 Diagrama de procesos de fabricacion de nanoparticulas cargadas con curcumina a partir del

almidon mediante nanoprecipitacion
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Primero, se disolvi6 1g de almidén en cada una de las 4 diferentes soluciones acuosas
mencionadas en la Seccidon 2.2.2 mediante agitacion durante aproximadamente 1 hora o el
tiempo necesario para que se aclare la solucion. Luego, se prepard la solucién acuosa de
Tween®80 al mezclar 0.2 gramos o 188 uL de Tween®80 con 20 mL de agua destilada. La
solucion se agregd por goteo a la mezcla de almidon anteriormente elaborada, sometida a

agitacion. Al finalizar el goteo, se mantuvo durante 1 hora la agitacion de la mezcla.

El efecto de un agente entrecruzante también fue evaluado. Por esa razon, o bien se afiadié 10
mL de agua destilada, o bien se adicion6 por goteo la solucion de 0.4 g de STPP en 10 mL de
agua destilada a la mezcla acuosa de almidon. En caso se realice la segunda opcion, al finalizar
el goteo, se mantiene durante 4 horas la agitacion de la mezcla. Posteriormente, se afiadié por
goteo la fase no solvente y, luego, se agit6 la mezcla durante 1 dia. El esquema de la formacion
de nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina mediante nanoprecipitacion se muestra

en la Figura 24.

Figura 24 Esquema representativo de formacion de nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina

mediante nanoprecipitacion
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La mezcla resultante fue centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos. Las nanoparticulas
precipitadas se recolectaron en un frasco. También, se recolecta y conserva el sobrenadante de
cada mezcla centrifugada con el fin de utilizarlo en la cuantificacion de la eficiencia de carga
y la capacidad de carga de las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina mediante la
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), técnica descrita en la Seccion 2.4.5. Se realizo el
lavado de las nanoparticulas, descrito en la Seccion 2.2.2, para eliminar el exceso de curcumina
en las superficies de dichas nanoparticulas, remover los restos de urea e hidréxido de sodio, y
alcanzar el pH 7. Se recolectaron las nanoparticulas precipitadas y se colocaron en una Petri
cubierta con papel aluminio. Finalmente, las nanoparticulas fueron secadas a 40 °C en una
incubadora por 2 dias. Se elabor6 la Figura 25 para representar graficamente el proceso de

fabricacion de las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina.

Se fabrico 3 veces las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina con los mismos
pardmetros de fabricacion seleccionados con la finalidad de caracterizar cada muestra con la
técnica de caracterizacion correspondiente 3 veces para obtener un promedio de cada

evaluacion.

Se calcula el rendimiento de las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina luego de

ser secadas mediante la ecuacion 3:

Rendimiento de nanoparticulas (%)

peso de nanoparticulas secas

= 100% (3
peso total de los aditivos sélidos incorporados X % (3)

Los aditivos solidos incorporados a las diferentes formulas de fabricacion fueron la curcumina,

el almidon, urea y el STPP.
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Figura 25 Esquema representativo de la fabricacion de nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina
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2.4 Lista de nanoparticulas de almidén fabricadas mediante nanoprecipitacion

Se visualizan los cédigos de las nanoparticulas fabricadas mediante el método de
nanoprecipitacion junto con las concentraciones de los materiales usados en su preparacion en
términos de porcentaje peso-volumen (p/v) en la Tabla 3. Dichas nanoparticulas fueron

caracterizadas mediante las técnicas de caracterizacion mencionadas en la Seccion 2.5.

Tabla 3: Lista de nanoparticulas de almidon fabricadas mediante nanoprecipitacion

Solucidon acuosa Fase no
solvente
Muestra Almidén NaOH | Urea | Tween | STPP Curcumina
o (% p/v) | (% (% p/v) | (Y%p/v) | (% p/v EtOH)
(%op/v)
p/v)

NP-H1 1 0.3 - 0.2 - -

NP-H2 1 0.3 - 0.2 0.4 -

NP-H3 1 0.3 0.15 0.2 - -

NP-H4 1 0.3 0.15 0.2 0.4 -

NP-H5 1 0.3 0.3 0.2 - -

NP-H6 1 0.3 0.3 0.2 0.4 -

NP-H7 1 0.3 0.6 0.2 - -

NP-H8 1 0.3 0.6 0.2 0.4 -
CURNP-H1 1 0.3 - 0.2 - 0.01
CURNP-H2 1 0.3 - 0.2 0.4 0.01
CURNP-H3 1 0.3 0.15 0.2 - 0.01
CURNP-H4 1 0.3 0.15 0.2 0.4 0.01
CURNP-H5 1 0.3 0.3 0.2 - 0.01
CURNP.H6 1 0.3 0.3 0.2 0.4 0.01
CURNP-H7 1 0.3 0.6 0.2 - 0.01
CURNP-HS8 1 0.3 0.6 0.2 0.4 0.01

2.5 Técnicas de caracterizacion

A continuacion, se describira las técnicas de caracterizacion a emplear.

2.5.1 Microscopia de fuerza atomica (AFM)
Se ha utilizado la microscopia de fuerza atdbmica (AFM) para evaluar la morfologia y medir las
dimensiones de las nanoparticulas de almidon (Torres et al., 2015). Boyd et al. (2011) y Boufi

et. al (2018) concluyeron que los resultados de las pruebas del AFM son coherentes con los
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resultados obtenidos de la técnica del DLS. Los resultados de la AFM son confiables siempre
que se evite la aglomeracion y la degradacion de las nanoparticulas (Boyd y Cuenat, 2011).
Por consiguiente, las pruebas fueron realizadas después de la sonicacion' y filtracion de las

muestras para evitar la aglomeracion de las nanoparticulas.

La preparacion de la muestra inicia con la dispersion de nanoparticulas de almidon en etanol
absoluto a una concentracion de 5 mg/mL. Posteriormente, la suspension fue sometida a
sonicacion 3 veces con una potencia de 60 W y una amplitud de 20% en intervalos de 2 min.
La suspension es filtrada por un filtro de jeringa de 0.22 um con la finalidad de remover las
impurezas y agrupaciones de las nanoparticulas. Se vierte una gota de la suspension sobre un
disco de mica adherido a un disco de metal. Finalmente, la muestra se deja secando a 30 °C
durante 2 horas en un horno. El proceso de preparacion de la muestra se representd

graficamente en la Figura 26.

Se us6 un microscopio de fuerza atdomica Nanosurf Easyscan 2 equipado con un voladizo con
una constante de resorte nominal de 48 N/m y un radio de punta de 7 nm en modo dindmico
(Figura 27). La morfologia de las nanoparticulas se observd a temperatura ambiente con una
velocidad de barrido de 1.5 lineas por segundo y una resolucion de 256 puntos por linea sobre

un area de exploracion inicial de 50 x 50 um.

! Sonicacion: Proceso de aplicar energia sonora para agitar las particulas en un liquido. Se realiza dicho proceso
mediante un homogeneizador ultrasoénico o un bafio ultrasénico con la finalidad de homogeneizar, desaglomerar
y dispersar las particulas.
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Figura 26 Preparacion de las muestras para ensayos de AFM

Figura 27 Microscopio de fuerza atomica (AFM) Nanosurf Easyscan 2

2.5.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)
Los ensayos de dispersion dindmica de luz fueron realizados usando un Malvern Nano-
Zetasizer S90 Instrument que se visualiza en la Figura 28. Se dispersaron 30 mg de

nanoparticulas en 10 mL de agua destilada mediante agitaciéon magnética a 400 rpm durante un
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dia. Después, la suspension fue sometida a sonicacion 3 veces con una potencia de 60 W y una
amplitud de 20% en intervalos de 30 segundos. La suspension es filtrada a través de un filtro
de jeringas de 0.22 um con la finalidad de remover las impurezas y agrupaciones de las
nanoparticulas. Se introdujeron cuidadosamente gotas de la suspensiéon en una cubeta
descartable para evitar la formacion de burbujas. Finalmente, se ubica dicha cubeta en el
analizador de tamafio de particulas. Se midi6 3 veces el tamaio y la distribucion de tamanos
de las nanoparticulas, y cada medicion se obtuvo cada 15 corridas de escaneo. La preparacion

de la muestra antes de ser escaneado se visualiza en la Figura 29.

Figura 28 Analizador de tamario de particulas NanoS90 mediante dispersion dinamica de luz (DLS)
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Figura 29 Imagen representativa de la preparacion y caracterizacion de las muestras por DLS

2.5.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La técnica DSC permite caracterizar térmicamente los granulos de almidon y las nanoparticulas
ya que identifica el proceso de gelatinizacion de las muestras de almidon en los termogramas

del ensayo como el pico o la transicion endotérmicos (Lecorre et al., 2012; Torres et al., 2011).

En el almidon, el proceso de gelatinizacion ocurre cuando una suspension de almidon es
calentada, y causa la hinchazon de los granulos, la solubilizacion del almidon y el aumento de

la viscosidad.

Asimismo, esta técnica es usada para investigar cualquier interaccion fisicoquimica entre el
farmaco y la matriz polimérica. La ausencia del pico de fusion del farmaco en el termograma
DSC es generalmente un signo del estado amorfo del farmaco cargado por el polimero.

Ademas, se identifica la diferencia del comportamiento térmico de la formulacion desarrollada
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con el del polimero y el farmaco mediante la visualizacion de los desplazamientos de los picos

endotérmicos y exotérmicos.

Antes de realizar la caracterizacion, se requiere armar una portamuestra que contiene 8 mg de
nanoparticulas de almidén y otra portamuestra vacia que se utiliza como referencia. Cada
portamuestra consiste de una tapa y una base de aluminio. Luego de armar cada portamuestra,
se aplicé presion mediante la prensa manual a cada portamuestra para asegurar la hermeticidad.

La Figura 30 muestra el esquema de elaboracion de portamuestras para ensayos DSC.

Figura 30 Esquema de elaboracion de portamuestras para ensayos de DSC
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Posteriormente, se encendid el calorimetro diferencial de barrido, modelo DSC 4000 de la
marca Perkin Elmer, mostrado en la Figura 31. Luego, se ubic6 cada portamuestra en el espacio
correspondiente de la camara del calorimetro (Figura 32). Finalmente, se obtuvo los
termogramas de las nanoparticulas fabricadas desde 30 hasta 250°C a una velocidad de escaneo
de 5°C/min. Todas las medidas fueron realizadas con un flujo de 20 mL/min de nitrégeno

atmosférico.

Figura 31 Calorimetro diferencial de barrido, modelo DSC 4000 de la marca Perkin Elmer

Portamuestra
con Portamuestra
nanoparticulas vacia

Figura 32 Ubicacion de las portamuestras ubicadas en el calorimetro diferencial de barrido
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2.5.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR del farmaco puro y de las nanoparticulas cargadas con farmaco pueden
obtenerse mediante esta técnica para comprobar la interaccion farmaco-polimero y la
estabilidad del farmaco (EI-Houssiny et al. 2016). Cualquier desaparicion de los picos FTIR
del farmaco cargado indica la interaccion entre el farmaco y el polimero (El-Houssiny et al,

2016).

Se uso el accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) del equipo de Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), modelo Spectrum Two de la marca Perkin
Elmer, mostrado en la Figura 33. Las muestras secas fueron colocadas entre el accesorio ATR
y el cristal de diamante. Se obtuvieron los espectros de las muestras al realizar un barrido desde

500 hasta 4000 cm™? a temperatura ambiente con 8 barridos a una resolucion de 8 cm™1.

Figura 33 Accesorio ATR acoplado al equipo FTIR, modelo Spectrum Two de la marca Perkin Elmer.

2.5.5 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)
Las nanoparticulas cargadas con curcumina fueron separadas del medio liquido por
centrifugacion y la absorbancia ultravioleta de la curcumina remanente en el sobrenadante fue

medido usando un espectrémetro UV-Vis.
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La concentracion de curcumina remanente en el sobrenadante se calculd en base a una ecuacion
de regresion lineal de una curva de calibracion estandar. Para ello, se analizo la longitud de
onda maxima, A,,,, ,en funcion de cada tipo de sistema. Luego, las curvas de calibracion
estandar fueron graficadas con al menos 4 concentraciones de curcumina establecidas, entre 1
y 10 ug/mlL, y sus respectivos valores de absorbancia UV hallados en cada longitud de onda

maxima, A,,qy-

Las soluciones estuvieron compuestas de agua (H,0), etanol (EtOH), hidroxido de sodio
(NaOH) y urea. Las cantidades de los materiales usados para la preparacion de cada solucion
se muestran en la Tabla 4. La preparacion de cada solucién inicia con la disolucion de la urea

y del NaOH en agua destilada. Finalmente, el etanol se vierte en la solucion acuosa.

Tabla 4: Cantidades referenciales de los materiales usados en la preparacion de cada solucion con un volumen

final de 0.5 L
Soluciéon Urea (g) NaOH (g) | H,0 (mL) | EtOH (mL)

NaOH + H,0 + EtOH 0 0.75 250 250

NaOH + 0.15 g Urea + H,0 +
FtOH 0.375 0.75 250 250

NaOH + 0.3 g Urea + H,0 +
FtOH 0.75 0.75 250 250

NaOH + 0.6 g Urea + H,0 +
EtOH 1.5 0.75 250 250

El porcentaje de eficiencia de carga (EC) de la curcumina en las nanoparticulas de almidon fue

calculado con la siguiente ecuacion:

CUR mg) — CUR}jp-e (M
Eficiencia de carga (%) = tOtalC(,Ug) (mgl;bre( 9) x 100
total

CURtotar (mg) — CURypre(Mg)
masa total de las nanoparticulas (g)

, mg
Capacidad de carga (7) =
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donde CUR ,tq; €s la masa de curcumina usada en la fabricacion de los sistemas cargados de
curcumina y CUR;;p,. €s la masa de la curcumina remanente en el sobrenadante después de la

centrifugacion.



61

CAPITULO 3

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Porcentajes de rendimiento de almidon

En base al proceso descrito en el procedimiento de extraccion de almidon de la Seccion 2.1, se
extrajo exitosamente el almidon a partir de la papa de variedad Huamantanga. Se obtuvo en
promedio 13.45 + 1.675 % de rendimiento de extraccion del almidon. Los granulos de almidon

secos se muestran en la Figura 34.

Figura 34 Imagen representativa del almidon seco obtenido a partir de la papa de variedad Huamantanga

3.2 Porcentaje de rendimiento de las nanoparticulas de almidon
Se logré fabricar exitosamente las nanoparticulas de almidon con y sin carga de curcumina
como se aprecia en la Figura 35. Los valores de rendimiento de extraccion de las nanoparticulas

fabricadas se muestran en la Tabla 5.

El rendimiento de extraccion de las nanoparticulas de almidon preparadas sin la adicion del
tripolifosfato de sodio (NP-H1, NP-H3, NP-HS5 y NP-H7) disminuye desde 91.73 hasta
56.43%. El rendimiento de extraccion de las nanoparticulas preparadas usando el agente
entrecruzante (NP-H2, NP-H4, NP-H6 y NP-H8) disminuye desde 93.63 hasta 65.12%.

Ademas, el rendimiento del método usado para preparar nanoparticulas de almidon no
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entrecruzadas cargadas con 10 mg de curcumina (CURNP-H1, CURNP-H3, CURNP-HS y
CURNP-H7) disminuye desde 89.55 hasta 54.77%. La misma tendencia sucede con las
nanoparticulas de almidon entrecruzadas cargadas con curcumina (CURNP-H2, CURNP-H4,
CURNP-H6 y CURNP-HS), cuyos rendimientos de extraccion disminuyeron desde 92.5 hasta
62.24 %, respectivamente. Es decir, a medida que incrementa la concentracion de urea, se

obtiene menos rendimiento de extraccion de nanoparticulas fabricadas.

El rendimiento del método usado para fabricar nanoparticulas cargadas con curcumina fue
ligeramente menor que el método usado para preparar nanoparticulas de almidon nativo, a
excepcion de las nanoparticulas CURNP-HS. Por ejemplo, el rendimiento de extraccion de NP-

H3 fue 80.24 y el del CURNP-H3 fue 79.51 %.

Se puede inferir que mientras mas aumente la concentracion de curcumina y urea, es posible

que el sistema se sature y, en consecuencia, el rendimiento disminuya.

Por otro lado, al comparar las nanoparticulas entrecruzadas y no entrecruzadas fabricadas con
la misma concentracion de urea y curcumina, se puede observar que el rendimiento de
extraccion de las nanoparticulas preparadas usando agente entrecruzante es mayor, por
ejemplo, el rendimiento de extraccion de CURNP-H2 fue 92.5, el cual fue mayor al 89.55% de
rendimiento de CURNP-H1. Se puede inferir que mientras mas agente entrecruzante se

adicione, el rendimiento aumente.

Se obtuvieron rendimientos de extraccion de nanoparticulas de almidon entre 54.77 y 93.63 %.
Momenpoor et. al (2019) y Dong et. al (2022) reportaron rendimientos de extraccion de
naparticulas de almidén, fabricadas mediante nanoprecipitacion, de 92 y 94 %,

respectivamente.
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Figura 35 Nanoparticulas de almidon (a) y nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina (b)

Tabla 5: Valores obtenidos después del secado de las nanoparticulas del almidon a partir de las papas de

variedad Huamantanga
STPP (g) 0 0.4
Waaitivos Rendimiento | Wy gitivos Rendimiento
0 1 09173 £ 1.3109 +
0.0043 91.73+2.43 1.4 0.0088 93.63 £ 0.63
0.15 LIS. 109228+ 1 g 040120 | 155 | 13198 % | g4 564 1.99
NP-H 0.0148 0.0309
0.3 1.3 0.8727 + 1.2949 +
0.0197 67.13+1.52 1.7 0.0012 76.17 £ 0.07
0.6 1.6 0.9028 + 1.3024 +
0.0222 56.43 +1.39 2 0.0402 65.12+2.01
0 1.01 0.9045 + 1.3043 +
0.0134 89.55+1.32 1.41 0.0350 92.5+2.48
0.15 1.16 06931225i 79.51+1.43 1.56 1(')2§26§1i 82.46 +1.48
CURNP-H - -
0.3 1.31 0.9126 + 1.2808 +
0.0263 69.66 +2.01 1.71 0.0004 74.9 +0.02
0.6 1.61 0.8818 + 1.2511 +
0.0442 54.77+2.74 2.01 0.0395 62.24+1.97
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas

Se puede visualizar en la Tabla 6 que hay un incremento en el tamafio de las nanoparticulas de
almidon, NP-H, al adicionar tripolifosfato de sodio. Este resultado esta acorde con lo reportado
por Torres et. al (2019) quienes notificaron el aumento de tamafio de nanoparticulas de almidén
de papa al agregar STPP. En el caso de las nanoparticulas cargadas con curcumina, CURNP-
H, se aprecia la misma tendencia, a excepcion de la formula preparada con 0.15g de urea y
STPP (CURNP-H4) con tamafio de 65 nm, el cual es menor al tamafio de 70 nm de la formula
preparada con 0.15 g de Urea sin STPP (CURNP-H3). El Feky et. al (2015) también report6 el
aumento del tamafio de nanoparticulas de almidén cargadas con farmaco indometacina al

incrementar la concentracion de STPP.

Se aprecia un aumento del tamafio e indice de polidispersidad (PdI) de las nanoparticulas de
almidén fabricadas sin STPP al ser cargadas con curcumina. Los valores del indice de
polidispersidad (PdI) de las nanoparticulas de almidon fabricadas sin STPP ni curcumina estan
entre 0.213 y 0.262, mientras que los valores de las nanoparticulas no entrecruzadas cargadas
con curcumina estan entre 0.331 y 0.386. En el caso de las nanoparticulas de almidon
fabricadas con STPP, se aumenta el tamafio al adicionar la curcumina en las formulas
preparadas con 0.3 g de urea (CURNP-HS) y sin urea (CURNP-H1). No hay una influencia de

la carga de la curcumina en el PdI de las nanoparticulas entrecruzadas.

Los valores del indice de polidispersidad (PdI) de todas las nanoparticulas fabricadas estan
entre 0.213 y 0. 386, lo que demuestra una distribucion de tamano homogénea. La Figura 36

muestra las graficas de distribucion de tamafios de las nanoparticulas NP-H1 y CURNP-HI.



Tabla 6: Tamario de la particula, Pdl, potencial zeta, eficiencia de carga y capacidad de carga de las

nanoparticulas de almidon
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TPP (g) 0 0.4
Urea (g) d (nm) PdI d (nm) Pdl
0 45.93 £0.3656 0.255 + 49.81 +1.108 0.338 £
0.004 0.005
0.15 63.86 +1.200 0.262 + 69.13 +1.053 0.256 +
0.006 0.007
NP-H
0.3 0.242 + 63.82+1.021 0.214 +
61.29 £ 0.8905 0.007 0.002
0.6 61.99 +1.187 0213+ 74.11 £ 0.8056 0.256 +
0.007 0.007
0 53.35+0.5341 0.386 £ 56.02 £ 0.9696 0.305 +
0.012 0.021
0.15 70.32 £0.1353 0.331+ 65.06 +1.073 0.238 +
0.034 0.006
CURNP-H 0.3 62.75+1.538 0.371 £ 73.98 +1.182 0.263 +
0.013 0.009
0.6 68.51 +£1.132 0.349 + 69.36 = 1.067 0.245 +
0.035 0.011
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Figura 36 Distribucion de tamarios representativos de las nanoparticulas de almidon NP-HI (a) y CURNP-H1

()
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3.3.2 Eficiencia de carga y capacidad de carga de los sistemas de nanoparticulas
cargadas con curcumina

Se muestra en la Tabla 7 las ecuaciones de las curvas de calibracion estandar obtenidas luego

de medir las absorbancias UV de la curcumina disuelta a concentraciones de 1, 3, 5,7, 8 y 10

ng/mL en cada uno de los 4 tipos de soluciones preparadas. Ademads, se muestran las graficas

de las curvas en la Figura 37, 38, 39 y 40 que cuentan con al menos 4 puntos de concentracion.

La absorbancia de la curcumina remanente en cada sobrenadante fue medida a la longitud de

onda maxima A,,,, de la solucioén con la que se prepararon las nanoparticulas.

Tabla 7: Ecuaciones de curvas de calibracion estandar

Solucion Ecuacion Amax (M)
NaOH + H,0 + EtOH Y =0.0829 X — 0.0005 463.98
NaOH +0.15 g Urea+ H,0
Y =0.1232 X + 0.0217 468.29
+ EtOH
NaOH + 0.3 g Urea + H,0 +
Y =0.2015X — 0.0042 467.12
EtOH
NaOH + 0.6 g Urea + H,0 +
Y =0.1299X + 0.0135 468.73
EtOH

Curva calibracién estindar NaOH + H,O +EtOH

1
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10
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Figura 37 Grdfica de la curva de calibracion estandar de la curcumina disuelta en NaOH + H,0 + EtOH
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Curva calibracién estandar NaOH + 0.15 g Urea + H,O +EtOH

1.4
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Figura 38 Gradfica de la curva de calibracion estindar de la curcumina disuelta en NaOH + 0.15 g Urea +

H,0 + EtOH

Curva calibracion estaindar NaOH + 0.3 g Urea + H,0 +EtOH
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Figura 39 Grdfica de la curva de calibracion estandar de la curcumina disuelta en NaOH + 0.3 g Urea + H,0

+ EtOH

Curva calibraciéon estindar NaOH + 0.6 g Urea + H20 +EtOH
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Figura 40 Grdfica de la curva de calibracion estandar de la curcumina disuelta en NaOH + 0.6 g Urea + H,0

+ EtOH
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Se visualiza en la Tabla 8 los valores de la eficiencia de carga y la capacidad de carga de las
nanoparticulas de almidén cargadas con curcumina con diferentes concentraciones de urea y
tripolifosfato de sodio. Se demuestra que al adicionar el STPP en las nanoparticulas fabricadas
con y sin urea, se incrementa la eficiencia de carga de la curcumina. Miskeen et. al (2021)
reportaron que las nanoparticulas de almidon entrecruzadas con acido citrico cargaron 144.9
png de curcumina en las matrices de los sistemas cargados, valor superior a los 75.7 ug de
curcumina cargados por las nanoparticulas no entrecruzadas, debido a la mayor formacion de
enlaces de hidrogeno entre la curcumina y las nanoparticulas, causada por la presencia de los
grupos carbonilos en las nanoparticulas entrecruzadas. En la presente tesis, se demuestra la
existencia de grupos P=0O y PO, en las nanoparticulas de almidon entrecruzadas con STPP,
quienes pueden formar mayor presencia de curcumina mediante la mayor cantidad de enlaces
de hidrégeno, lo que explicaria el aumento de la eficiencia de carga con la adicion del STPP.

Se esquematiza la interaccion entre la curcumina y las nanoparticulas de almidon en la Figura

41.

Figura 41 Esquema representativo de la interaccion entre la curcumina y las moléculas de almidon. Inspirado

de El-Naggar et. al (2015)



Tabla 8: Eficiencia de carga (EC) y capacidad de carga de las nanoparticulas de almidon cargados con

curcumina
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STPP (g) 0.4
EC (%) CC (mg/g) EC (%) CC (mg/g)
Urea (g)
0 35.16+0.85 3.85+0.09 65.21£3.26 5.1+£0.25
CURNP- 0.15 72.55+0.47 7.97+0.05 86.35+0.23 6.63+0.02
H 0.3 20.15+0.2 2.16+0.02 42.49+0.03 3.32+0.002
0.6 44.66+0.48 5.25+0.06 53.31+0.23 4.36+0.02

3.3.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de almidén mediante FTIR-ATR
En la Figura 42, se muestran los espectros de las nanoparticulas de almidon no entrecruzadas
que presentan grupos -OH libres o enlazados inter o intramolecularmente y grupos C-O-C de

los anillos glucosas a 3286 y 1016 cm™?

, respectivamente (Hebeish et. al, 2014; El Naggar et.
al, 2015; Li et. al, 2016). Los picos que aparecen entre 940 y 1060 cm ™! estan asociados a las

vibraciones de estiramiento de C-C y C-0O, y de flexion de los enlaces C-H (Li et. al, 2016;

Miskeen et. al, 2021).

La diferencia entre los espectros esta en la intensidad de los picos. La adicion de la urea en la
fabricacion de las nanoparticulas disminuye la intensidad de todos los picos en el siguiente
orden: 0.3g Urea > 0.15 g Urea > 0.6 g Urea. Hebeish et. al (2014) y Momenpoor et. al (2019)
reportaron una disminucion de intensidad de los picos de las nanoparticulas de almidén
fabricadas por nanoprecipitacion comparado al almidon, y concluyeron que la estructura de las

nanoparticulas era bastante similar el almidon.
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Figura 42 Espectros representativos FTIR de las nanoparticulas no entrecruzadas: NP-HI (sin urea), NP-H3

(0.15 g Urea), NP-H5 (0.3 g Urea), NP-H7 (0.6 g Urea)

A diferencia de los espectros FTIR de las nanoparticulas no entrecruzadas, se distingue la

1

aparicion de tres picos a 1210, 1150 y 890 cm™" en los espectros de las nanoparticulas

entrecruzadas que se muestran en la Figura 43. El Naggar et. al (2015) reportaron que la

aparicién de un pico a 1212 cm™?!

en el espectro FTIR de nanoparticulas de almidon
entrecruzadas con tripolifosfato de sodio correspondia a las vibraciones de estiramiento
antisimétricas de los grupos PO, presentes en los iones de tripolifosfato, el cual demostraba la
formacion de entrecruzamientos entre los grupos hidroxilo del almidon y los iones del

entrecruzante (STPP). Ademés, identificaron otro pico a 1159 cm™!

, que esta relacionado con
el enlace P=0 del agente entrecruzante. Rodrigues et. al (2012) reportaron que un pico a 906
cm™1 en el espectro del tripolifosfato de sodio est4 relacionado a la presencia del enlace P-O.
Adicionalmente, observaron un pico a 894 cm™! en los espectros de nanoparticulas fabricadas
con quitosano y carragenina, entrecruzadas con tripolifosfato de sodio, e indicaron que la

aparicion de ese pico podia ser atribuido al desplazamiento del pico a 906 cm ™! del agente

entrecruzante.
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A partir de lo mencionado se puede identificar, en los espectros de las nanoparticulas de
almidon entrecruzadas, que las vibraciones de los grupos PO, , P=0O y P-O aparecen a 1210,

1150 y 890 cm™1, respectivamente.

Ademas, la adicion del tripolifosfato de sodio en el desarrollo de las nanoparticulas de almidén

causa la aparicion de dos picos a 3368 y 3258 cm ™! como bien se aprecia en la Figura 43.

Figura 43 Espectros representativos FTIR de las nanoparticulas entrecruzadas: NP-H2 (sin urea), NP-H4 (0.15
g Urea), NP-H6 (0.3 g Urea), NP-HS (0.6 g Urea)
La intensidad del pico a 3286 cm™! en los espectros de las nanoparticulas no entrecruzadas
NP-H1 y NP-H5 es mayor a la intensidad de los picos a 3368 y 3258 cm ™! de las nanoparticulas
entrecruzadas NP-H2 y NP-H6. Segin El Naggar et. al (2015), este cambio es atribuido a la
ruptura de los enlaces de hidrégeno, producto del entrecruzamiento. Por otro lado, al comparar
los espectros de las nanoparticulas no entrecruzadas NP-H3 y NP-H7 con los espectros de las
nanoparticulas entrecruzadas NP-H4 y NP-HS, la intensidad del pico a 3286 cm ™ es menor a
la intensidad de los picos a 3368 y 3258 cm™!. La Figura 44 muestra la comparacion de los
espectros de las nanoparticulas no entrecruzadas NP-H1 y NP-H3 con los espectros de las

nanoparticulas entrecruzadas NP-H2 y NP-H4.
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b)

Figura 44 Comparacion entre los espectros representativos de las nanoparticulas NP-H1 y NP-H2 (a), y NP-
H3 y NP-H4 (b)
El pico a 3507 cm™?! | caracteristico de los grupos -OH del anillo bencénico de la curcumina,
desaparece en todos los espectros de las nanoparticulas cargadas con curcumina, mostrados en
la Figura 45. Se ha reportado en otros estudios que los picos caracteristicos de las
nanoparticulas de almidon se superponen a los picos de la curcumina, lo que sugeriria que la
curcumina estaria siendo encapsulada al interior de las nanoparticulas de almidon (Li et. al,

2015; Pang et. al, 2015; Acevedo-Guevara et. al, 2018).

Se identificd un desplazamiento ligero de los picos de 890 y 1018 c¢cm™! propios de las

1

nanoparticulas de almidon entrecruzadas sin carga hacia 900 y 1023 cm™ ", respectivamente,

en los espectros de las nanoparticulas de almidon entrecruzadas cargadas con curcumina que
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se aprecia en la Figura 45. El desplazamiento puede ser atribuido por la interaccion entre la
curcumina y las nanoparticulas de almidon mediante enlaces de hidrégeno (Miskeen et. al,
2021; Liet. al, 2016). Por otro lado, Acevedo-Guevara et. al (2018) reportaron que la intensidad
de los picos a 1017 cm™1 de los espectros de las nanoparticulas de almidén nativo de platano
cargadas con curcumina era mayor a la de las nanoparticulas de almidén, e indicaron que dicho
comportamiento se debe a la interaccion de la curcumina y nanoparticulas de almidéon que
ocurre a través de los enlaces de hidrogeno con los grupos hidroxilo de las unidades de glucosa.
En el presente estudio, se observa un aumento y reduccion de intensidad de los picos ubicados
entre 940y 1060 cm ™1 por la carga de la curcumina en las nanoparticulas de almidon cargadas.
En el caso de las nanoparticulas entrecruzadas, se visualiza un incremento y disminucion del
pico a 900 cm™1. Esto sugiere que hay una interaccion entre la curcumina y las nanoparticulas
de almidon al visualizar los cambios en la intensidad de los picos caracteristicos de las

nanoparticulas fabricadas (Li et. al, 2016).
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Figura 45 Espectros representativos FTIR de nanoparticula no entrecruzada de almidon NP-H3, nanoparticula
entrecruzada de almidon NP-H4, nanoparticula no entrecruzada de almidon cargada con curcumina CURNP-

H3, nanoparticula entrecruzada de almidon cargada con curcumina CURNP-H4 y curcumina

3.3.4 Caracterizacion térmica de las nanoparticulas

Se visualiza un pico endotérmico en los termogramas de las nanoparticulas de almidon
fabricadas sin tripolifosfato de sodio, en el que se aprecian picos endotérmicos P; (Figura 46);
mientras que los termogramas de las nanoparticulas de almidon fabricadas con agente
entrecruzante presentan 3 picos endotérmicos con picos P;, P, y P; (Figura 47). Sintov y Yariv
(2022) han reportado también 3 picos endotérmicos en pruebas hechas con nanoparticulas
extraidas de almidon de maiz. Ellos asociaron los picos P; y P, a la disociacion de las dobles
hélices en la estructura cristalina de la amilopectina, seguido de las transiciones hélice-espiral,
y el pico P; representa la fusion de los cristales de amilosa y complejos amilosa-lipido. Otros
autores como Dong et. al (2022) reportaron que las nanoparticulas de almidon, fabricadas por
nanoprecipitacion, exhiben dos regiones endotérmicas: la primera region que se registro entre
50y 77 °C esta relacionada con la fusion de los cristales de la amilopectina retrogradados, y la
segunda que se aprecio entre 120 y 162 °C corresponde a la reorganizacion de las moléculas

de amilosa durante la formacion de las nanoparticulas.

En la Figura 46 se aprecian picos endotérmicos P; en 72.07 °C, 68.08, 66.97 y 64.89 °C con
entalpias AH; de 227.6, 125.7, 178.5 y 160.3 J/g para NP-H1, NP-H3, NP-HS, NP-H7,
respectivamente. Es decir, a medida que incrementa la concentracion de la urea, disminuye la
temperatura del P;. Ademas, el valor de mayor a menor entalpia AH; va en el siguiente orden:
AHy,,_,, > AHy,, . > AOHy,, . >AH,,, ... En otras palabras, la entalpia AH;de

cualquier férmula de fabricacidon que incluya urea es menor a la del NP-H1.
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Figura 46 Termogramas representativos de las nanoparticulas de almidon no entrecruzadas

Figura 47 Termogramas representativos de las nanoparticulas de almidon entrecruzadas

Se visualiza en la Figura 48 que tanto la temperatura pico P; y la entalpia AH; de las
nanoparticulas no entrecruzadas cargadas con curcumina aumentan a medida que la

concentracion de urea incrementa.
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Figura 48 Termogramas representativos de las nanoparticulas de almidon no entrecruzadas cargadas con

curcumina

La adicion de la curcumina en cada formula de preparacion de nanoparticulas entrecruzadas
provoca el incremento de la temperatura pico P; y la disminucion de la entalpia AH; (Figura
49). La temperatura P, y la entalpia AH, aumentan al agregar curcumina en cada férmula de
fabricacion de nanoparticulas entrecruzadas, a excepcion de la formula que consiste de 0.3 g
de urea y STPP (NP-H4), cuya temperatura P, y entalpia AH, de 106 °C y 17.47 J/g

disminuyeron hasta 105.5°C y 16.06 J/g.

Figura 49 Termogramas representativos de las nanoparticulas de almidon entrecruzadas cargadas con

curcumina
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No se visualizo el pico endotérmico de fusion de la curcumina en las Figuras 48 y 49, lo que
sugiere que la curcumina cargada se encuentra dentro de las nanoparticulas y en un estado
amorfo, lo cual ha sido reportado por estudios previos (Li et. al, 2016; El Feky et. al, 2015;

Sintov y Yariv, 2022).

Los valores de temperatura inicial, temperatura pico y temperatura final (T;, Ty, Tf), y las

entalpias de cada regién endotérmica AH de las nanoparticulas de almidon fabricadas con y sin

entrecruzante se muestran en la Tabla 9 y Tabla 10, respectivamente.



Tabla 9: Temperaturas de fusion y entalpias endotérmicas de las nanoparticulas no entrecruzadas con y sin carga de curcumina

STPP (g) 0
Urea (g) T (°C) | Tp,(°O) | T,(°C) AH (J/g)
Almidén 60.5 | 63.5 69.2 15.3
nativo(*)
0 33.77 | 7207 | 11474 | 227.6179
NP_H 0.15 | 3587 | 68.08 | 10672 | 124.6999
] 0.3 33.55 | 6697 | 110.14 | 178.4946
0.6 33.20 | 64.89 | 103.55 | 160.2895
0 33.88 | 64.92 | 108.5 119.4069
0.15 | 3374 | 66.76 | 109.07 [ 131.3239
CURNP-H ™03 36.56 | 68.65 | 10549 | 133.7966
0.6 3531 | 7239 | 11209 | 157.4375

Tabla 10: Temperaturas de fusion y entalpias endotérmicas de las nanoparticulas entrecruzadas con y sin carga de curcumina

TPP (g) 0.4

T, | Tp ; ) . . AH ] . . AH
Urea (g) (oC (olé) Tf( C) Hl A(J/g) (oC TPz( C) Tf( C) (J/gz) Ti ( C) TP3( C) Tf( C) (J/g%

0 34 66.08 | 85.79 | 52.2243 | 92.25 | 103.59 | 11391 | 13.9083 | 117.78 | 120.63 | 126.97 | 22.2452

NP-H 0.15 33.88 | 67.01 | 84.54 | 50.3140 | 92.34 | 104.51 112.54 | 10.9238 | 117.16 | 120.22 | 126.69 | 18.8894

0.3 34.12 | 68.68 | 84.55 | 41.7323 | 89.88 | 106.01 11542 | 17.4681 | 117.87 | 121.4 | 127.53 | 19.4083

0.6 34.13 | 69.41 89.9 73.8604 | 96.55 | 11042 | 116.49 | 10.1276 | 118.07 | 121.78 | 127.25 | 21.4590

0 35.89 | 59.83 | 85.69 | 68.5844 | 91.75 | 107.43 | 118.45 | 24.0163 | 12091 | 125.92 | 130.86 | 11.3360

CUR 0.15 33.16 | 68.84 | 86.70 | 49.5692 | 94.64 | 109.83 118.6 16.6280 | 121.77 | 126.24 | 131.15 | 12.2216

NP-H 0.3 34.01 | 64.66 | 82.94 | 55.7695 | 93.48 105.5 116.28 | 16.0656 | 120.9 | 124.23 | 129.27 | 14.3189

0.6 33.88 70 88.58 | 62.0174 | 96.23 | 111.67 119.03 | 12.9505 | 121.34 | 125.56 | 130.14 | 12.4670
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3.3.5 Caracterizacion de las nanoparticulas de almidén por AFM

Se visualiza la morfologia esférica de las nanoparticulas de almidén NP-H6, fabricadas con 0.3
g de urea y 0.4 g de STPP, en las areas de exploracion representativas de 50 x 50 um, 30 x 30
umy 10 x 10 um (Figura 50). El tamafio de las nanoparticulas fue medido con Image J y se

determind que el tamafio promedio de las nanoparticulas mostradas en el area de exploracion

de 10 x 10 um es 271.6 nm.

Figura 50 Areas de exploracion representativas de la muestra preparada con nanoparticulas de almidén NP-

Hé6
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3.3.6 Solubilidad de los sistemas
Se realizé un analisis cualitativo de la solubilidad de la curcumina en medio acuoso al dispersar

curcumina y nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina en agua destilada.

La Figura 51a muestra el polvo de curcumina flotando sobre el medio acuoso y demuestra la
poca solubilidad de la curcumina. La Figura 51b muestra la dispersion de las nanoparticulas de
almidén cargadas con curcumina y demuestra el incremento de la solubilidad acuosa de la
curcumina al ser cargada por las nanoparticulas de almidén. El pequeno tamafo de las
nanoparticulas de almidon y la presencia de grupos hidroxilo en su superficie permiten una
mayor interaccion de la curcumina con el agua, y, por ende, una mayor solubilidad acuosa de

la curcumina (Chin et. al, 2014).

a) b)

Figura 51 Imagen representativa de la curcumina (a) y las nanoparticulas de almidon cargadas con curcumina

(b) disueltas en el medio acuoso
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron métodos de fabricacion de nanoparticulas de almidon cargadas con
curcumina que permitieron la carga exitosa de la curcumina dentro de las
nanoparticulas biopoliméricas fabricadas con diferentes concentraciones de urea y
tripolifosfato de sodio. Asi mismo, se comprueba mediante un analisis cualitativo la
mejora de la solubilidad de la curcumina al ser cargada por las nanoparticulas.

El andlisis de los resultados de FTIR sugiere que la curcumina cargada en las
nanoparticulas de almidon estd encapsulada, ya que se aprecia la desaparicion de los
picos caracteristicos de la curcumina y la modificacion de la intensidad de los picos
ubicados entre 940 y 1060 cm™1. Asi mismo, se comprobé la interaccion entre la
curcumina y moléculas de almidén al visualizar el desplazamiento de los picos de 890
y 1016 cm™1, propios de las nanoparticulas de almidon entrecruzadas, hacia 900 y 1023

cm™1

, respectivamente, en los espectros de las nanoparticulas entrecruzadas cargadas
con curcumina.

El andlisis de los resultados las pruebas DSC también sugiere que la curcumina se
encuentra encapsulada dentro de las nanoparticulas al no apreciarse el pico endotérmico
de fusion de la curcumina.

La eficiencia de carga de curcumina de las nanoparticulas de almidon se incrementa
con la adiciéon de tripolifosfato de sodio por la mayor formacion de enlaces de
hidrégeno entre la curcumina y las nanoparticulas, causada por la presencia de los
grupos P=0 en las nanoparticulas entrecruzadas. La eficiencia de carga aument6 de 35
hasta 65 % para las nanoparticulas fabricadas sin urea; mientras que las eficiencias de

carga aumentaron de 73, 20 y 45 hasta 86, 42 y 53 % para las nanoparticulas fabricadas

con 0.15, 0.3 y 0.6 g de urea, respectivamente.
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Se concluye que la mejor formulacion para la fabricacion de nanoparticulas de almidon
cargadas con curcumina consistia de 0.15 g de urea y 0.4 g de STPP por presentar el
mas bajo indice de polidispersidad equivalente a 0.238, la mas alta eficiencia de carga

igual a 86 %, una capacidad de carga de 6.63 mg/g, y un tamafo pequefio de 65 nm.
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