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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue preparar microcapsulas de apigenina mediante el método de
coacervacion compleja. Se determinaron la solubilidad del activo en tres diferentes vehiculos
oleosos (aceite de ricino, almendra y oliva) mediante espectrofotometria en comparacién con un
estandar, el rendimiento en peso de las microcapsulas obtenidas a partir de 9 diferentes
tratamientos en los que se variaron las proporciones de polimeros, concentracién de agente
reticulante (transglutaminasa TG) y volumen total de reaccion, la eficiencia de encapsulacion de
las microcapsulas obtenidas y la higroscopicidad de las microcapsulas de los lotes validos. El
vehiculo oleoso en el que presenta mejor solubilidad el activo corresponde al aceite de ricino
(14.146+0.05 ppm), el tratamiento que presenté mayor rendimiento en peso de microcapsulas fue
el C5 (3.842 g) (apigenina disuelta en aceite de ricino 4 mL, proporcién gelatina y goma arabiga
1:1, concentracién de TG 15 U/g de gelatina, volumen total de reaccion 100 mL), el que presentd
mayor eficiencia de encapsulacion fue C8 (82.52%) (apigenina disuelta en aceite de ricino 4 mL,
proporcion gelatina y goma arabiga 2:1, concentracion de TG 15 U/g de gelatina, volumen total
de reaccion 75 mL). Por dltimo, el tratamiento que tuvo un valor inferior de higroscopicidad fue
el C4 (11.58%) (apigenina disuelta en aceite de ricino 2 mL, proporcién gelatina y goma arabiga
1:1, concentracion de TG 30 U/g de gelatina, volumen total de reaccién 100 mL). El mejor
desempefio en términos de solubilidad de apigenina fue el asociado al aceite de ricino. La
eficiencia de encapsulacion tiene su mejor valor al tener proporciones gelatina y goma arabiga
2:1 y valores de concentracion de TG 15 U/g de gelatina. Sin embargo, la higroscopicidad en
estas condiciones tiene un comportamiento intermedio del 16% aproximadamente. Se sugiere

realizar el estudio de liberacion de apigenina desde las microcapsulas obtenidas.

PALABRAS CLAVES:
<BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <COACERVACION COMPLEJA>; <APIGENINA>:

<HIGROSCOPICIDAD>; <ESPECTROFOTOMETRIA>; < SOLUBILIDAD>;<ACEITE DE
RICINO>; <ACEITE DE ALMENDRAS>; <ACEITE DE OLIVA>.
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SUMARY

The objective of this research was to prepare apigenin microcapsules by the complex coacervation
method. The solubility of the active ingredient in three different oily vehicles (castor oil, almond
and olive oil) was determined by spectrophotometry compared to a standard, the weight yield of
the microcapsules obtained from 9 different treatments in which the proportions of polymers,
concentration of crosslinking agent (TG transglutaminase) and total reaction volume, the
encapsulation efficiency of the microcapsules obtained and the hygroscopicity of the
microcapsules of the valid batches. The oil vehicle in which the active ingredient has the best
solubility corresponds to castor oil (14.146 £ 0.05 ppm), the treatment with the highest yield by
weight of microcapsules was C5 (3.842 g) (apigenin dissolved in castor oil 4 mL, gelatin and gum
arabic ratio 1: 1, TG concentration 15 U / g gelatin, total reaction volume 100 mL), the one with
the highest encapsulation efficiency was C8 (82.52%) (apigenin dissolved in castor oil 4 mL,
gelatin and gum arabic ratio 2: 1, TG concentration 15 U / g gelatin, total reaction volume 75
mL). Finally, the treatment that had a lower value of hygroscopicity was C4 (11.58%) (apigenin
dissolved in castor oil 2 mL, gelatin and gum arabic ratio 1: 1, TG concentration 30 U / g of
gelatin, total volume of reaction 100 mL). The best performance in terms of solubility of apigenin
was that associated with castor oil. The encapsulation efficiency has its best value when having
proportions of gelatin and gum arabic 2: 1 and concentration values of TG 15 U / g of gelatin.
However, hygroscopicity in these conditions has an intermediate behavior of approximately 16%.

It is suggested to perform the apigenin release study from the obtained microcapsules.

Keywords

<BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <COMPLEX COACERVATION>; <APIGENINA>;

<HOSPITALITY>; <SPECTROPHOTOMETRY>; <SOLUBILITY>; <RICINO OIL>;
<ALMOND OIL>; <OLIVE OIL>

XV



CAPITULO I

1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

La existencia de miles de medicamentos disponibles en el mercado ha permitido el control de
enfermedades, aliviar sintomas y evitar muertes prematuras. Pero, el uso de medicamentos con

principios activos labiles; paralelamente podria originar un fallo en la farmacoterapia (Care, 2007).

En el escenario actual, se cuenta con diferentes compuestos quimicos con actividad biolégica(AB)
para el tratamiento de diferentes patologias, moléculas que han ayudado tanto directa como
indirectamente al beneficio de la farmacoterapia, generando resultados beneficiosos durante su

uso (Care, 2007).

Algunos flavonoides son biogquimicamente inestables al ser administrados por via oral, siendo
moléculas Utiles para el tratamiento de varias patologias, presentan a su vez una paradoja; ventajas
para el tratamiento y al mismo tiempo limitaciones para su administracion sea efectiva. En esta
investigacién se buscardn las condiciones de microencapsulacién que permitan la méaxima

encapsulacion y mejoren la estabilidad del flavonoide apigenina (Shukla y Gupta, 2010).

La apigenina ha sido reconocido como una medicina tradicional o alternativa con diversas
funciones biol6gicas, incluyendo las actividades antioxidantes, antimutagénicos,
anticancerigenas, neuroprotectoras y antiinflamatorias. A pesar de los beneficios para la salud que
ofrece, tiene una biodisponibilidad relativamente baja de aproximadamente 3-5%, debido a la

pobre permeacion a través de los epitelios gastrointestinales (Lee et al., 2017).

Por lo mencionado anteriormente, para prevenir la degradacién de apigenina por factores
ambientales como la luz, hidroélisis, y temperaturas altas, es necesario la aplicacién de un método
como la coacervacion compleja, el cual por sus caracteristicas ayuda a que la sustancia
encapsulada posea una mayor resistencia, dotacién de propiedades de liberacién controlada, y
mejora de las caracteristicas que incrementen la absorcién de las sustancias en el organismo

(Sanchez, F M et al., 2016).



En los Gltimos afios, la quimioprevencion del cancer se ha convertido en uno de los principales
enfoques para reducir la carga de cancer (Shukla y Gupta, 2010) y en este sentido moléculas de tipo

flavonoide tienen un papel estelar.

1.2. Marco tedrico

1.2.1. Metabolitos secundarios

Son llamados metabolitos secundarios por no tener una participacion especial en los diferentes
procesos de crecimiento, desarrollo o reproduccion de las plantas y hace muchos afios atréas fueron
apreciadas como sustancias de desechos o como errores de las rutas metabdlicas primarias, sin
embargo, las plantas contienen diferentes rutas metabdlicas abreviando una extensa gama de
diferentes sustancias llamadas metabolitos secundarios (Herrera-corral, 1988), (Avalos Garcia Elena Pérez-

Urria Carril, 2009).

Dentro de la clasificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios se conocen;
compuestos tipo terpeno como: compuestos volatiles, glucésidos cardiacos, carotenos y esteroles;
compuestos fenolicos: tales como acidos fendlicos, cumarinas, lignanos, estilbenos, flavonoides,
taninos y ligninas; y compuestos que contienen nitrégeno como: alcaloides y los tioglicésidos.
Existen una serie de técnicas de extraccidn tradicionalmente con diferentes disolventes y reactivos

de purificacion con la capacidad de separar e identificar metabolitos secundarios (Vieiray Silveira,

2012).

1.2.2. Flavonoides

La mayoria de los flavonoides se encuentran en las semillas, vegetales, frutas, bebidas como el
vino y la cerveza por lo que se han identificado méas de 5000 flavonoides distintos (Culebras y Tufién,

2002).

Los flavonoides son un grupo muy extenso de compuestos polifenélicos con una estructura benzo-
y-pirano, encontrandose en el reino vegetal en forma de glicdsidos, estos compuestos flavénicos
presentan muchas propiedades benéficas en la salud humana, basada principalmente en su
actividad antioxidante (Cartaya y Reynaldo, 2001), antiinflamatoria, antitrombética, antimicrobiana,
antialérgica, antitumoral, antiasmatica e inhibidora de enzimas como la transcriptasa reversa y

proteina quinasa C, etc. (Trueba, 2003).



Entre todas sus propiedades biolégicas beneficiosas la de mayor interés ha sido su efecto
antioxidante, la cual ha sido objeto de estudios de naturaleza clinica y nutricional, incluyéndolas

en la dieta para una mejor accion antioxidante en una mezcla de flavonoides y taninos.

1.2.2.1. Estructura quimica

Los flavonoides son de naturaleza fendlica y poseen dos anillos bencénicos y un puente de tres
adtomos de carbono nombrados con letras mayusculas (A, C y B) y nimeros , respectivamente y
con nimeros marcados con primas para el siguiente anillo B, estos presentan 3 hidroxilos
fendlicos encontrdndose normalmente combinados en las fuentes naturales con azucares en forma

de glicésidos grafico 1-1 (Cartaya e Inés Reynaldo, 2001).
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Figura 1-1: Estructura quimica de un flavonoide.

Fuente:(Kumary Pandey, 2013).

Tabla 1-1: Estructuras de flavonoides
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Realizado por: Toctaquiza, Edwin 2018

1.2.2.3. Alimentos ricos en flavonoides y plantas medicinales

Los flavonoides son el grupo més comun y extensamente distribuido de compuestos fenélicos
vegetales que se producen en todas las partes de la planta, es decir; en sus células vegetales
fotosintetizadoras, estos aportan colorantes para las plantas, visibles en las flores, formando parte

en la dieta humana y animal. En la tabla 2-1, encontramos algunas fuentes de alimentos que

contienen diferentes clases de flavonoides (Kumar y Pandey, 2013).

Tabla 2-1: Clasificacion y fuentes alimenticias de algunos flavonoides en la dieta

4




GRUPO FLAVONOIDES FUENTE DIETETICA

Cianidia,delfinidina, Los berrier de color rojo, y purpura; las uvas
Antocianidinas malvidina, pelargonidina, peonidina. rojas y moradas; manzana roja, el vino tinto.
Monémeros(catequinas): Catequina, Catequinas: Té verde, cacao,
epicatequina, epigalocatequina, uvas, cerezas, manzanas.
epicatequingalato, epigalocatequingalato Teaflavinas, tearubuginas: Té negro.
Flavanoles Dimeros y polimeros: Proantocianidinas: Cacao, manzanas, cerezas,
Teaflavina, tearubiginas, uvas rojas, vino tinto

proantocianidinas.

Flavanonas Hesperetina, naringenina, eriodictiol. Frutas citricas y sus jugos (naranjas, pomelos,
limones).
Flavonoles Quercetina, quempferol, miricetina, Cebolla amarilla, cebollin, col rizada, brécoli,
isoramnetina manzanas, cerezas, té.
Flavonas Apigenina, luteolina Perejil, tomillo, apio, aji, orégano.
Isoflavonas Daidzeina, genisteina,gliciteina. Soja, alimentos de soja, las leguminosas.

Fuente: (Kumar y Pandey, 2013)
Realizado por: Toctaquiza, Edwin 2018

1.2.2.4. Absorcién de flavonoides en humanos

Los flavonoides en la dieta humana por medio de la masticacion son liberados siendo absorbidos
desde el intestino delgado hasta el colon, pero dicha absorcidn dependera en gran medida de sus
propiedades fisicoquimicas tales como el tamafio molecular, la configuracién, la lipofilia, la

solubilidad y el pKa (Kumar y Pandey, 2013).

1.2.2.5. Funcionesy propiedades

Los flavonoides son importantes para el desarrollo normal de las plantas; estos se encuentran
localizados en la membrana del tilacoide de los cloroplastos, son utilizados en la via de expresion
de dos enzimas mutagénicas. Las funciones de los flavonoides en las plantas se pueden resumir
en tres grupos: papel de defensa, papel de sefial quimica y efecto sobre las enzimas (Das et al.,
2013), también actian como un sistema secundario de defensa antioxidante en tejidos vegetales

expuestos a diferentes tipos de estrés sea de origen abidtico o biético (Kumar y Pandey, 2013).



1.2.2.6. Actividad antioxidante

Los flavonoides poseen muchas actividades bioquimicas importantes pero la mejor descrita es su
capacidad de actuar como antioxidante, pero esto depende de la disposicion de grupos funcionales
sobre su estructura nuclear, al igual que su configuracidn , la sustitucién y el namero total de los
grupos hidroxilos que influyen o intervienen en los diferentes mecanismos de actividad

antioxidante como la capacidad de la eliminar radicales libres (Heim, Tagliaferro y Bobilya, 2002).

1.2.3. Apigenina

La apigenina es un flavonoide de origen natural que se encuentra en las frutas y en verduras
incluyendo al perejil, cebolla, naranja, té, manzanilla, brotes de trigo y en algunos condimentos
(Gupta, Afaq y Mukhtar, 2001), y representa un componente sustancial de la parte no energética de la

dieta humana (Aherne y Brien, 2002).

En algunos estudios este flavonoide ha demostrado que posee grandes propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas. Epidemiol6gicamente recomiendan una dieta
muy rica en alimentos que contengan alto contenido de flavonas, para disminuir el riesgo de
ciertos tipo de cancer, como el cancer de mama, tracto digestivo, piel, préstata y determinadas

neoplasias malignas hematoldgicas (Culebras y Tufién, 2002) (Hajjar, 2004) (Shukla y Gupta, 2010).

Se ha propuesto que la apigenina promueve la proteccion de otras enfermedades que se originan
por procesos oxidativos, como las enfermedades cardiovasculares y neuroldgicos. Tomando en
cuenta que no se han llevado a cabo ensayos clinicos en humanos que realmente justifiquen la
administracion de apigenina en la prevencion de la enfermedad, es preciso sefialar que existe un
gran potencial para que la apigenina ayude como un agente quimiopreventivo del cadncer (Shuklay

Gupta, 2010, p. 962-978).

La apigenina podria reducir la velocidad a la que aumenta el tamafio del tumor aumentando la
velocidad de muerte de las células tumorales y/o disminuyendo la velocidad de proliferacion de
las células tumorales (Mafuvadze y Liang, 2012). Los efectos anticarcinogénicos de la apigenina se

han demostrado en un modelo de carcinogénesis cutanea (Shuklay Gupta, 2010, p. 964-965).

La aplicacion tépica de apigenina ha sido capaz de inhibir tumores cutidneos inducidos por
dimetilbenzantraceno. Ademas, la administracion de apigenina disminuye la incidencia de
canceres inducidos por laluz UV y aumenta la supervivencia de tejido libre de tumores malignos

(Shukla y Gupta, 2010, p. 962-978).



Las propiedades antiinflamatorias de la apigenina son evidentes en estudios que han mostrado la
supresién de la actividad de la ciclooxigenasa-2 inducida por lipopolisacaridos y la actividad

expresada del 6xido nitrico sintasa-2 en macro6fagos de ratén (Shukla y Gupta, 2010, p. 962-978).

1.2.3.1. Beneficios de la apigenina en la salud

En los Gltimos afios la apigenina ha ido ganando mucho interés particular como un agente
favorable y como un gran promotor para la salud debido a su baja toxicidad intrinseca y
extraordinarios efectos sobre las células normales frente a las cancerosas, en distincién con otros

flavonoides estructuralmente afines (Gupta, Afaq y Mukhtar, 2001).

Hay muy poca evidencia hasta la fecha que demuestre que la apigenina promueve reacciones
metabdlicas adversas in vivo cuando se consume como parte de una dieta normal. En los Gltimos
afios, la apigenina ha sido cada vez mas reconocida como un agente quimiopreventivo del cancer.
El interés en los posibles efectos preventivos del cancer de la apigenina ha aumentado debido a

los informes de potentes actividades antioxidantes y antiinflamatorias (Yang etal., 2001b).

El apoyo indirecto para esta suposicién se correlaciona con un estudio donde el consumo de dietas
con flavonoides por parte de voluntarios humanos sanos, se ha reportado que conduce a una
disminucidn en los marcadores de estrés oxidativo en la sangre (Shuklay Gupta, 2010, p. 962-978)(Yang

et al>, 2001).

1.2.3.2. Accion de la apigenina como antioxidante

v' Se ha verificado que la apigenina inhibe la mutagénesis bacteriana inducida por benzo [a]
pireno y 2-aminoantraceno (Shuklay Gupta, 2010).

v' Promueve la quelacién de metales, limpia los radicales libres y estimula las enzimas de
desintoxicacion de fase Il en cultivo celular y en modelos de tumores in vivo (Shukla y Gupta,

2010).

v' Se ha confirmado que la exposicién a la apigenina antes de un ataque carcinogénico provoca
un efecto protector en los modelos de piel murino y cancer de colon (Shuklay Gupta, 2010).

v' La apigenina es un fuerte inhibidor de la ornitina descarboxilasa, una enzima que desempefia
un papel importante en la promocién de tumores (Shuklay Gupta, 2010).

v" Ademas, se ha demostrado que la apigenina aumenta la concentracién intracelular de glutation,

mejorando la defensa enddgena contra el estrés oxidativo (Shuklay Gupta, 2010).



1.2.3.3. Apigenina como inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa

de las células B activadas (NF-KB)

El factor NF-KB se ha definido como un factor de transcripcidn ubicuo detectado de forma
inactiva casi en todas las células que cuya activacion involucra la regulacion de una amplia
variedad de genes (Gutiérrez y Castillo, 2005, p. 364). Por lo que ha sido ligado al cAncer en multiples
maneras, inhibiendo la activacion que induce a los genes que previenen la apoptosis (muerte
celular programada), inflamacion cronica y la subsecuente activacion del NF-KB que puede

producir carcinogénesis (Orlando, 2010, p. 55-56).

Se ha identificado que la apigenina es un potente inhibidor de la expresion del factor NF-kB
actuando sobre varias células tumorales de prostata, por lo que, en resumen, el &cido Urico en
sangre se eleva con la ingesta de alimentos ricos en purinas, pero también con los que contiene
fructosa. Por lo que, se recomienda una dieta adecuada en ingerir capsulas de apigeninay vitamina

C lo que ayudaria a evitar las oxidacion de los radicales libres producto del cancer (K.Hastak, 2016).

1.2.3.4. Dosis de la apigenina

Gracias al estudio y publicaciones asi como del uso habitual de este principio activo la apigenina

pura a una dosis de 25 mg por frasco es la méas extendida (Garcia., 2005).

1.2.3.5. Solubilidad de la apigenina

La apigenina posee una baja solubilidad en agua (alrededor de 2.34 pg/mL),y su lipofilia (logP)

es de 0.514 (zhao et al>, 2013), por este antecedente se hace preciso mejorar su solubilidad para

mejorar la absorcidn de este principio activo usando alternativas tecnolégico-farmacéuticas.

1.2.4. Microencapsulacién

1.2.4.1. Definicién

Es el envolvimiento de gotitas liquidas o particulas sé6lidas finas para formar microcdpsulas, que
poseen un diametro promedio tan pequefio desde 1 pm hasta varios cientos de micrémetros (Das
etal., 2011), que permite conservar la base esencial de muchos sistemas de los farmacos que tienen

como objetivo controlar dénde y cudndo se libera/administra un farmaco, permitiendo que se



degrade lentamente durante un periodo de tiempo y liberando asi su contenido a una velocidad

controlada (Das et al., 2011).

El producto resultante del proceso de microencapsulacién se denomina "microcapsula" dichas
capsulas son de tamafio micrométrico (> 1 um), y tienen una forma esférica o regular. Las
microcapsulas se pueden dividir en dos partes, el nicleo y la cubierta. El nicleo (la parte
intrinseca) contiene el ingrediente activo, mientras que la cubierta protege el nlcleo
permanentemente o temporalmente de la atmdsfera externa, una microcépsula se muestra a

continuacion (Ghosh, 2006).

CUBIERTA

* NUCLEO

Figura 2-1: Microcapsula

Fuente: (Swapan Kumar Ghosh, 2006a)

Los materiales del nucleo en microcdpsulas pueden existir en forma de sélido, liquido o gas, los
materiales de nucleo se utilizan con mayor frecuencia en forma de una solucidn, dispersién o

emulsién lo que ayudaria a una mejor encapsulacion (Wissing, Kayser y Miller, 2004).

La compatibilidad del material del nicleo con la cubierta es un criterio importante para aumentar
la eficacia de la microencapsulacion y el pretratamiento del material del nlcleo se lleva a cabo
muy a menudo para mejorar dicha compatibilidad. El tamafio del material del nlGcleo también
juega un papel importante para las aplicaciones de difusién, permeabilidad o liberacién controlada

(Swapan Kumar Ghosh, 2006a).

Dependiendo de las aplicaciones, se puede encapsular una amplia variedad de materiales de
nucleo, incluyendo pigmentos, colorantes, monomeros, catalizadores, agentes de curado,

secuestradores de grasa, plastificantes y nanoparticulas (Swapan Kumar Ghosh, 2006a).



1.2.4.2. Beneficios y ventajas de la microencapsulacion

La tecnologia de microencapsulacidn es de interés para una amplia gama de industrias, incluidas

la farmacéutica, alimentaria, agricola, biotecnolégica, cosmética y de otro tipo con diversas

ventajas y beneficios significativos que incluyen: (Das et al., 2011).

V V V V V ¥V V VY V

YV V V VY V

Proteccidn efectiva del ingrediente activo encapsulado contra la degradacion.

Proteccidn de materiales inestables y sensibles de sus ambientes antes de su uso.
Mejoramiento de la vida Util evitando reacciones de degradacion (oxidacidn, deshidratacion).
Liberacién controlada, sostenida o programada.

Manejo seguro y comodo de materiales toxicos.

Inmovilizacién de enzima y microorganismos.

Abordaje de fArmacos controlado y dirigido.

La posibilidad de controlar la velocidad de liberacion del ingrediente activo.

Los pacientes podran consumir dosis bajas para el efecto terapéutico de la atrofia muscular
espinal.

Se podra reducir el riesgo de efectos secundarios.

Enmascaramiento de olor o sabor para tabletas, polvos y suspensiones masticables para
medicamentos infantiles.

Prolongar la forma de dosificacién de accion.

Modificar los caracteres fisicos de un material que se requiere en cierta formulacion.
Manipulacion controlada y dirigida de medicamentos.

Los liquidos pueden manejarse como solidos.

Manejo seguro y conveniente de sustancias téxicas.

(Ghosh, 2006)(Das et al>, 2011).

1.2.4.3. Morfologia

La morfologia de las microcapsulas depende principalmente del nlcleo y del proceso de

formacién de la cubierta. Las microcapsulas pueden ser de formas regulares o irregulares y, sobre

la base de su morfologia, pueden clasificarse como mononucleares o microcapsulas continuas de

nucleo y cubierta, también pueden ser multinucleares o polinucleares (Das et al>, 2011).
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Figura 3-1: Morfologia de microcapsulas

Fuente: ( Swapan Kumar Ghosh, 2006b)

1.2.4.4. Equipo y procesamiento de microencapsulacion

El equipo requerido para producir microencapsulacién varia de un equipo de procesamiento
complejo a uno simple. Las microcapsulas se pueden procesar en el producto final mediante el
uso de equipos comunes tales como V-Blender, tableteadoras, granuladores, homogeneizadores,
amasadoras, maquinas de llenado de cdpsulas de gelatina dura o equipos de recubrimiento (Das et

al>, 2011).

1.2.5. Métodos de microencapsulacién

La microencapsulacion es un campo multidisciplinario que se encuentra establecido en el
conocimiento y los métodos de quimica coloidal, quimica de polimeros, fisicoquimica,
bioquimica, fisica, biotecnologia y ciencias de los materiales (Swapan Kumar Ghosh, 2006b) (Das et al>,

2011).
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Tabla 3-1: Métodos de microencapsulacion

QUIMICOS FISICOS
QUIMICOS FisSICO- FisICO-
QUIMICO MECANICO
e Coacervacion e Secado por
e Polimerizacion e Evaporacion de pulverizacion y
solventes congelacion
1. Emulsién in vitro, Extraccion de e Encapsulacion
2. Suspension, solventes electrostatica

3. Dispersion Capa por capa de
adsorcion
Precipitacion compleja
Gelificacion ionica
Precipitacion de fluido
supercritico

. Policondensacidn interfacial

e Recubrimiento de
bandeja

e Encapsulamiento al
vacio

e Extrusion

e Suspension de aire

e Centrifuga multicanal.

Fuente:(Das et al>, 201)

Realizado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

1.2.5.1. Quimicos

El método quimico mas comun es la polimerizacion que debido a su emulsion de aceite en agua,
se emulsionan gotitas de monomero en una fase continua de agua. Las suspensiones principales
como la polimerizacion en dispersion y la policondensacidn interfacial son las técnicas quimicas

mas importantes utilizadas para la microencapsulacion.

a) Técnica de polimerizacién

La técnica de polimerizacion in vitro esta estrechamente relacionada con la polimerizacion
interfacial y se utiliza para encapsular liquidos y sélidos inmiscibles en agua. La polimerizacion
de los principios activos encerrados en su interior, produce un prepolimero, de peso molecular
relativamente bajo, y luego este prepolimero aumenta de tamafio y se deposita sobre la superficie
del material central dispersado que se encapsula, la mayoria de los casos, las capsulas formadas

por estas técnicas tienen una estructura de nicleo continuo (Swapan Kumar Ghosh, 2006b).

» Polimerizacion en emulsién

Es un método utilizado con frecuencia para la preparacién de nanoparticulas (10 a 1000 nm) e

implica la emulsificacion de un monémero hidrofébico en una fase acuosa con la ventaja de que
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el mondmero de polimerizacion en emulsién, y el producto final puede usarse tal como se presenta

y no necesita generalmente ser modificados (Swapan Kumar Ghosh, 2006b)(Das et al>, 2011).

» Polimerizacion en suspension

Es un proceso de polimerizacion, que utiliza agitacién mecanica para mezclar el monémero o la
mezcla de mondmeros en una fase liquida como el agua, polimerizando las gotas de monémero
mientras se dispersan por agitacion continua. Este proceso es muy conocido para la formacion de
particulas de polimero generalmente en un rango de tamafio de aproximadamente 200 a 600

micrémetros (Das et al., 2011).

» Polimerizacidn en dispersion

Se basa en la polimerizacidn por precipitacidn en la cual la polimerizacion comienza con un
monoémero disuelto en medio de dispersidn y termina con un polimero insoluble en forma esférica,
el sistema se vuelve heterogéneo después de la nucleacién y la estabilizacion de microesferas
frente a la aglomeracion se realiza mediante la seleccion adecuada del estabilizador, disolvente,
concentracion de iniciador y reticulante, por medio de este método se pueden preparar

microesferas con tamafios en el intervalo de 0,4-5 um (Das et al., 2011).
b) Propiedadesy aplicaciones.

El recubrimiento de particulas es de mucho interés en varias aplicaciones, como por ejemplo en
una serie de beneficios tales como resistencia al calor, manipulacion y, magnetismo, también a
propiedades conductoras 0 mecanicas. A su vez, el recubrimiento de polimero puede proteger el
nucleo de las interacciones con el medio ambiente o mejorar la capacidad de proceso del
compuesto debido al caracter mas flexible del polimero (Swapan Kumar Ghosh, 2006a).

La mayoria de estas propiedades dependen no solo de la composicidn quimica sino también del
estado de dispersion de las particulas inorganicas en el material compuesto, y pueden variar

significativamente con el tamafio, forma y concentracién de la misma (Swapan Kumar Ghosh, 2006b).

1.2.5.2. Métodos fisicoquimicos

a) Coacervacion
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Es un proceso basico de formacion que se da a la pared de la capsula, existen dos métodos
disponibles, que son coacervacion simple y compleja. EI mecanismo de la formacion de
microcépsulas para los dos procesos son similares, excepto por la forma en que se lleva a cabo
las distintas separaciones de fases. En la coacervacién simple se agrega un agente de solvatacion
para la separacion de fases, mientras que el otro método de coacervacidon compleja implica la
complejidad entre dos polimeros cargados opuestamente (Swapan Kumar Ghosh, 2006b). La
encapsulacion es un fendmeno coloidal que se lleva a cabo bajo agitacion continua entre liquidos

y sélidos (Das et al>, 2011).

» Coacervacion Simple

Este método es uno de los mas utilizados, el agente se encuentra activo siendo liquido o sélido y
dispersandose en una solucién de polimero acuoso homogénea. Ha sido empleada para
microencapsular eritrocitos obtenidos de sangre de mamiferos , utilizando nitrato de celulosa
como material de recubrimiento, la cual consiste en emulsionar los eritrocitos, a un pH apropiado

(Martin Villena et al>, 2009).

La formacién de agregados de polimeros coloidales (coacervatos) se produce por un cambio de
temperatura o pH. Por lo que, el polimero se deposita sobre una superficie de agente activo, lo
que conduce a la formacion de microcapsulas suspendidos en una solucién o emulsion ( Swapan

Kumar Ghosh 2006b).

La coacervacidn simple se basa en la desolvatacion parcial de polimeros en sistemas binarios o
ternarios y esta desolvatacion parcial de polimeros puede inducirse cambiando la temperatura de
la solucion del polimero, afiadiendo a la solucién de polimero un no disolvente para el polimero,

0 agregando sales mediante electrolitos ( Swapan Kumar Ghosh 2006b).

La técnica de coacervacion simple es muy utilizada ya que se utiliza gelatina y tiene lugar cuando
se agrega sustancias fuertemente hidrofilas, como el sulfato de sodio o alcohol, a una solucion

coloidal en la que se producen dos fases , la cual es rica en gotas coloidales (Das et al>, 2011).

» Coacervacién compleja

Es el método donde que los polielectrolitos con carga positiva; por ejemplo, gelatina y goma
ardbiga interacttan para formar un complejo de solubilidad reducida, que interacciona polimero-
polimero, donde los polimeros con carga opuesta interactGan bajo la temperatura, pH y

concentraciones adecuadas provocando una unién rica en polimero (Das et al>, 2011).
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Se ha definido por ejemplo la encapsulacién de dos capas de aceite de parafina, basada en una
capa primaria de interfaz de polielectrolito-tensioactivo, seguido por una segunda capa del
conjugado complejo polielectrolito-polielectrolito. Este procedimiento implica la dispersion de
aceite y parafina en solucion de gelatina al 1% y un pH ajustado a 6.5, conteniendo SDS
(dodecilsulfato sodico) inferior a su CMC, seguido por la adicién gota a gota de la soluciéon del

polielectrolito con 1% de goma arabiga en la dispersién (Swapan Kumar Ghosh, 2006b, p. 30).

La coacervacion compleja se lleva a cabo mezclando dos polimeros con carga opuesta en un

disolvente que es generalmente agua; el proceso se muestra esquematicamente en la Figura 4-1.

Los tres pasos basicos en la coacervacidén compleja son:
1. Preparacién de la dispersion o emulsién;
2. Encapsulacidn del nicleo;

3. Estabilizacion de la particula encapsulada.

v
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1) Dispersion del material que
se encuentra en el nicleo en

soluciéon  del  polimero
envuelto.

b)Separacion del coacervato
de la solucion.

A

fo)el O &
000 oC0

*

d) Coalescencia  de c)Revestimiento del

coacervatos para formar material del nacleo

una capa continua mediante microgotas de

alrededor de las particulas coacervatos.

del nucleo

Figura 4-1: Representacion esquematica del proceso de coacervacién

Fuente: (Swapan Kumar Ghosh, 2006a)
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El material del nicleo normalmente un aceite se dispersa en una solucion de polimero (por
ejemplo, un polimero acuoso catiénico). La segunda solucién de polimero (ani6nica, soluble en
agua) se agrega a la dispersion preparada. La deposicion del material de cubierta sobre las
particulas del nucleo ocurre cuando los dos polimeros forman un complejo. Este proceso se
desencadena por la adicién de sal o por el cambio del pH, la temperatura o la dilucién del medio

( Swapan Kumar Ghosh 2006b).

1.2.5.3. Materiales usados en la microencapsulacion

Existe una gran variedad de materiales que han sido utilizados para los métodos de
microencapsulacion. Entre los distintos materiales que sirven como agentes encapsulantes se
encuentran algunos carbohidratos, lipidos, proteinas, y polimeros, en tanto que los agentes activos
pueden vehiculizarse en aceites o incluirse directamente en la formulacién por su estado fisico

original (Guevara-Breton y Jimenez-Munguia, 2008, p. 22).

Por lo que, es muy importante conocer las diferentes propiedades tanto del agente encapsulante
como del agente encapsulado considerando la técnica necesaria que se va a utilizar y la finalidad
que va tener el encapsulado del material, con el proposito de obtener un producto de calidad con
caracteristicas adecuadas y 6ptimas en cuanto a su tamafio, forma y homogeneidad, cumpliendo

asi con el objetivo de la microencapsulacion. (Guevara-Breton, 2008, p. 22-27).

a) Polimeros

Son la unién de cientos de miles de moléculas pequefias que se les denomina monémeros, estas

forman enormes cadenas de macromoléculas (Cedrén, y otros, 2011).

Existen una amplia variedad de polimeros que se han utilizado para el proceso de laencapsulacion
y pueden ser sintéticos como naturales, dependiendo del material que se va a encapsular ya sea
por el proceso de encapsulacién y las caracteristicas deseadas que queremos obtener del producto
final. Los agentes encapsulantes en este caso se pueden clasificar en dos grupos: Hidrofilicos

(carbohidratos y proteinas) y materiales hidréfobos (lipidos) (F. M. Sanchez et al>, 2016).

Caracteristicas:

e Su bajo punto de fusién que permite procesarlo facilmente para darle forma.
e Su baja densidad lo cual le hace muy atil en las industrias por ser un producto ligero.

e Posee una pobre conductividad eléctrica y térmica que permite usarlo como aislante.
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e Tiene un poco reactividad quimica que permite tenerlos en contacto con alimentos sin

riesgos (Cedrén, y otros, 2011).

> Gelatina

Es una proteina que se encuentra compuesta por aminoacidos, derivado del colageno y constituye
una gran parte de tejido conectivo, este alimento natural posee un excelente poder de gelificacion
(Crunch, 2007). Se obtiene a partir de materias primas que contengan colageno, remontandose a dos
fuentes principales como los huesos y la piel de animales asi como el denominado cuero una vez

que se encuentra sin pelo y sin grasa (Crunch, 2007).

La gelatina contiene entre un 84-90% de proteina, 1-2% de sales minerales y agua, la gelatina no
contiene conservantes y ningin aditivo, por lo que se encuentra libre de colesterol y de
compuestos que contengan acido Urico. Se emplea hoy en dia en los sectores industriales y en
productos mas diversos, donde se desarrolla de manera muy natural, por su efecto saludable y

estabilizador es muy utilizado a nivel de la dieta alimentaria (Cormillot, 2005).

En la industria farmacéutica es utilizada para enmascarar, recubrir y proteger medicamentos que

sean sensibles a la luz por lo que nos da un gran aporte a la industria farmacéutica (Cormillot, 2005).

» Goma arabiga

Es la extravasacion gomosa, resistente al aire, que fluye de forma natural o por incision del tronco

y de las ramas de Acacia senegal y de otras especies de Acacia de origen africano (Arabiga, 1998).
Es llamada goma ardbiga también conocida como goma de acacia, goma de Turquia, goma

Senegal. La goma ardbiga es extraida de muchas especies de leguminosas, se encuentra en los

arboles que exudan en forma de esferitas que semejan lagrimas (Gracia, 1838).}
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Tabla 4-1: Especificaciones para la goma arabiga

ARSENICO (AS) no mas de 3ppm
CENIZAS TOTALES (TOTAL) no mas de 5%
CENIZAS (INSOLUBLES EN ACIDO) no méas de 0.5%
METALES PESADOS (COMO PB) no mas de 40ppm
PLOMO no mas de 10ppm
MATERIA INSOLUBLE no méas de 1%
PERDIDA POR SECADO no mas de 15%

AUSENCIA DE ALMIDON, DEXTRINAS O TANINOS  de acuerdo a pruebas estandares

Fuente: (Gracia, 1838)

Realizado por: Toctaquiza, Edwin 2018

» Estructura de la goma arabiga

La goma ardbiga se encuentra en la naturaleza como una sal o un acido de un polisacérido
complejo, conteniendo calcio, magnesio y potasio. La caracteristica estructural se puede observar
en el grafico 5-1, se encuentra una estructura principal con una molécula de cadenas unidas de
B-galactopiranosa unida a traves de las posiciones 1-3, con cadenas laterales de unidades de
galactopiranosa 1-6 terminadas en residuos de acidos glucurénico o 4-0-metil glucorénico (Gracia,

1838).

Algunos grupos adicionales se unen también a las posiciones C-3 sobre las cadenas naturales de
galactosa. La hidrélisis completa de la molécula produce los 4 azUcares basicos: D-galactosa, L-
arabinosa, L-ramnosa y D-acido glucurénico, estos azlicares se encuentran en la goma arabiga

proveniente de todas las especies de acacia (Gracia, 1838).

Figura 5-1: Estructura general de la goma arabiga

Fuente: (Gracia, 1838)
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Ademas de formar geles de un voluminoso contenido de sélidos de este tipo también se puede

usar a concentraciones, mucho menor con otras gomas, como espesantes.

» Solubilidad de la goma arabiga

La goma arabiga es insoluble en aceites y en la mayor parte de los solventes organicos. Siendo
soluble en soluciones acuosas de etanol con un limite de aproximacion de un 60% de etanol, y
una solubilidad limitada con glicerina y etilenglicol (Gracia, 1838), es soluble en agua tolerando los
medios acidos y tratamientos térmicos, su pH en solucidn varia entre 4.5 - 8 (Franciscano, 2017 pags.
56-78); sin embargo, la goma arabiga puede producir soluciones hasta con 50% de concentracion,
puede formarse una masa gelatinosa altamente viscosa con las caracteristicas similares de un gel

fuerte de almiddn (Gracia, 1838).

b) Agente reticulante

El agente reticulante es muy utilizado a nivel de la quimica de proteinas y de los polimeros para
el propdsito de investigacién o para el mejoramiento de estabilidad. Comprendiendo también un
sin niamero de utilidades como en la fijacién de farmacos o productos quimicos a sistemas
poliméricos (sistemas de entrega de liberacidn retardada), y en la elaboracion de agentes de
contraste ultrasonidos, estabilizados pero biodegradables y por consiguiente rapidamente
eliminables sobre microburbujas encapsuladas por medio de liposomas reticulados, proteinas

reticuladas o sobre microparticulas de carbohidratos reticulados (Angel y Ventura, 2016).

» Transglutaminasa

Es una enzima de cadena polipeptidica que contiene 331 aminoacidos con un peso molecular de
38000 Dalton. Cataliza la trasformacién de un cambio quimico de proteinas, mediante la coalicion
de proteina-proteina, esta enzima act(ia bajo ciertas condiciones de temperatura, tiempo y pH
(Vergara Olivares, 2011, p. 25-27). La transglutaminasa se encuentra extensamente distribuida en la

naturaleza, encontrandose en plantas, mamiferos y microorganismos (Tobergte y Curtis, 2013).

Se ha encontrado aplicaciones importantes en los sectores industriales, desde los cosméticos hasta
la industria alimentaria, gracias a muchos procesos fisiolégicos y patolégicos ha contribuido a las
aplicaciones para la industria farmacéutica, por su alto potencial biotecnoldgico (Arrizubieta, 2007

péags. 567-581).
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c) Aceite de almendras

El aceite de almendra se extrae por presidn de gérmenes de la almendra, rica en aceite, proteinas
y sales minerales. Luego de ser presionado se filtra, quedando un aceite de color amarillo dorado

claro y olor muy suave. (Amygdalus et al., 1999).

Tabla 5-1: Porcentajes de los acidos

grasos de aceite de almendra.

ACIDOS GRASOS %

Acido palmitico 4-9

Acido palmitoleico <0.6
Acido margarico <0.2
Acido estearico <3

Acido araquico <0.2
Acido gadoléico <0.2
Acido oleico 62-86
Acido linoleico 10-30
Acido linoléico <0.5

Fuente: (Amygdalus et al., 1999)
Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018

Otras sustancias como son tocoferoles (como alfa-tocoferol: vitamina E 10- 30 otros esteroles

(sobre todo beta-sitosterol 73-87%), glucésidos, oleina, minerales, vitaminas A y B y proteinas.

El aceite de almendras es un aceite vegetal que se utiliza como portador de aceites esenciales.
Estimula la produccion de colageno y elastina, por tanto, es un regenerador natural. Es utilizado
para todo tipo de piel, sobre todo cuando existe algiin problema de irritacién y alergia, ya que sus
propiedades emolientes naturales, que lubrican y protegen la piel desgastada o escamosa, resultan

un excelente apaciguante, especialmente si la piel estd seca e inflamada (Amygdalus et al., 1999).

Sus propiedades nutritivas, suavizantes e hidratantes, previenen la sequedad cutdnea y restablece
la humedad normal de la piel. Se utiliza en formulaciones anti-estrias (incluyendo las grietas del
pezon), en formulas de manos agrietadas, y es dptimo para aplicacion en pieles jévenes como la
de los bebés, donde resulta muy bueno para la eliminacién de la costra lactea. En formulaciones
capilares se usa para mejorar las condiciones del cabello, especialmente en zonas de clima arido.

Dosis de empleo: Dosis de aplicacidn entre 1-10%
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d) Aceite de oliva

La composicion en acidos grasos del aceite de oliva, tanto cuantitativa como cualitativamente, ha
sido de gran interés debido a su importancia en la descripcion y deteccion de posibles
adulteraciones. El aceite de oliva es una grasa vegetal que se diferencia de otras grasas vegetales
en su alto contenido en acidos grasos monoinsaturados. La presencia de acidos grasos libres le
confiere al aceite su caracter mas o menos acido, dependiendo de la mayor o menor concentracién

(Lozano, Ferndndez-Gutiérrez y Segura-Carretero, 2009, p. 198).

Pero salvo en contadas ocasiones, los acidos grasos, no se encuentran como acidos grasos libres,
y cuando lo estén es tan solo en pequefias concentraciones, debido a que en su gran mayoria los
acidos grasos se encuentran formando ésteres, habitualmente combinados con glicerina, en forma
de triglicéridos. También pueden formar ésteres con alcoholes grasos de estructura lineal(ceras)
0 terpénica (esteres de terpenos y esteres de esteroles) (Lozano, Fernandez-Gutiérrez y Segura-Carretero,

2009, p. 198).

Los acidos grasos presentes en el aceite de oliva son: miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), heptadecenoico (C17:1), estearico (C18:0), oleico
(C18:1), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3), araquidico (C20:0), eicosencico (C20:1), behénico
(C22:0) y lignocérico (C24:0).

Tabla 6-1: Porcentajes de los acidos grasos

de aceite de oliva

ACIDOS GRASOS %
16:0 12.8

18:0 2.7

18:1 n-9 71.9

18:2 n-6 5.6

18:3 n-3 0.7

Otros 6.3

Acidos grasos saturados 16.3

Acidos grasos monoinsaturados 77.5

Acidos grasos poliinsaturados 6.4

Fuente:(Lozano, Fernandez, et.al. 2009, p. 199)
Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.
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e) Aceite de ricino

El aceite de ricino es usado por su accion laxante y purgante, ejerce su accién en el intestino
delgado, de 2 a 8 horas después de la ingestion, actuando previa hidrélisis por las lipasas
pancreéticas, como irritante de la mucosa, estimulando el peristaltismo por via refleja. Del mismo
modo se utiliza en el tratamiento de intoxicaciones alimentarias, y como coadyuvante en

tratamientos antihelminticos (Aceite de ricino virgen, 2003).
El aceite de ricino alivia la irritacion producida por cuerpos extrafios debido a su accién calmante.
También se usa externamente por su efecto emoliente en pomadas, linimentos, y como disolvente

en algunas inyecciones. (Aceite de ricino virgen, 2003).

Tabla 7-1: Porcentaje de acidos grasos

del aceite de ricino

ACIDO GRASO %

Laurico 0.0
Mistirico 0.0
Palmitico 1.01
Estearico 1.10

Oleico 3.30
Linoleico 461
Ricinoleico 89.0

Fuente: (Aceite de ricino virgen, 2003)

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

Esta es una investigacién exploratoria completamente aleatoria, basada en la microencapsulacion
de apigenina mediante coacervacion compleja. Inicia con la evaluacion de la solubilidad del
principio activo (apigenina) en distintos vehiculos oleosos, disefiando por lo menos 3 lotes de
microcépsulas variando las diferentes proporciones de polimeros, agente reticulante y vehiculo
oleoso, con la finalidad de valorar la eficacia de encapsulacion de los coacervatos obtenidos de

apigenina.

El presente trabajo de titulacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales y en el

Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. Materiales equipos y reactivos

Tabla 1-2: Evaluacién de la solubilidad

Materiales Equipos Reactivos
Tubos de centrifuga Centrifuga-Marca: DYNAC Il Aceite de ricino
Gradilla Sonicador-Marca: Branson 2510 Aceite de almendra
Espatula Balanza analitica-Marca: RADWAG. Aceite de oliva
Papel aluminio de cocina | Espectrofotémetro-Marca: S-2150 Apigenina

Pipetas Vortex-Marca

Puntas para pipetas Pipeta automaética

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018
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Tabla 2-2: Elaboracion de lotes de microcapsulas

Vasos de 25 ml
Espatula
Papel filtro

Piceta

Bafio Maria-Marca: Cole-Parmer
Liofilizador-Marca: Thermo
Bomba de vacio-Marca: Gast

pHmetro-Marca: Sper

Embudo Bichner
Quitasato

Tripode

Embudo normal

Tubos de ensayos

Balon de 25 ml

Balones aforados de 25 ml
Vasos de 50 ml

Vasos de 500 ml

Vasos de 10 ml

Materiales Equipos Reactivos
Vasos de 100 ml Agitadores magnéticos-Marca: | Gelatina
Probeta de 100 ml Thermo Goma aréabiga

Transglutaminasa (Moo Gloo RM
Transglutaminase Formula)
Apigenina

Aceite de ricino

Aceite de sacha Inchi (almendras)
Aceite de oliva

Acido acético glacial

Agua desionizada

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

Tabla 3-2: Eficiencia de encapsulacién

Materiales Equipos Reactivos

Vasos de precipitacién de 50 ml Estufa-Marca: Memmert Alcohol

Papel filtro Espectrofotémetro-Marca: S-2150 Agua

Espatula Coacervatos de Apigenina mas
aceite de ricino

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

2.3. Métodos y técnicas

2.3.1. Solubilidad de Apigenina

La determinacién de solubilidad de apigenina se llevé a cabo segun la metodologia descrita por

(zhao et al., 2013, p. 663), la cual se resume en la figura 1-2.
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Solubilidad de Apigenina

v A4 v
Apigenina + aceite de oliva Apigenina + aceite de ricino Apigenina + aceite de almendras
Y Y
Pesar 20mg de apigenina Pesar 20mg de apigenina Pesar 20mg de apigenina
cargado con 2mL de cargado con 2mL de -:arg_ado con 2mL de
aceite de oliva. aceite de ricino aceite de almendras

! |
v v

Agitar durante 2 a Mezclar durante 3
5min facilitando 1a horas en un bafio de
mezcla en el vértex ultrasonido (sonicador)
Centrifugar por 72
horas a 5000rpm

Diluir con alcohol para la
cuantificacion de la
solubilidad de apigenina

!

Medir la absorbancia a 33%m
en el espectrofotémetro

Figura 1-2: Flujograma para la solubilidad de apigenina

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

2.3.2. Elaboracion de microcipsulas mediante coacervacion compleja

Para la elaboracion de MCC segln (zhang et al., 2012, p. 62), se prepararon dos soluciones, una
solucion de 500 ml de gelatina (1% p/v) y una solucion de 500 ml de goma ardbiga (1% p/v), se
mezclaron uniformemente. Se afiadieron por separado los aceites cargados con apigenina a la
mezcla y se agité durante 3 a5 min en un mezclador magnético, se emulsificé a 10.000 rpm y se
ajustd la emulsion a un pH=4 afiadiendo una solucion de acido acético al 10% v/v a una velocidad

de agitacién de 400 rpm por 10 min, después la emulsién se enfrié a 15°C con un bafio de hielo.

2.3.2.1. Procedimiento de reticulacion

Para la reticulacién de los coacervatos se utilizé TG (30.00 U/g de gelatina, 15.00 U/g de gelatina,
7.50 U/g de gelatina y 3.75 U/g de gelatina), se afiadié para endurecer las paredes de la
microcapsulas bajo agitacion. Después de 3 h de endurecimiento, la suspensién de microcapsulas
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se tratd mediante filtracién al vacio y se enjuagaron los coacervatos obtenidos con agua
desionizada. Finalmente, se obtuvieron microcapsulas himedas las cuales se congelaron y fueron

sujetas a liofilizacion.

2.3.2.2. Secado por liofilizacion

Se prepararon las muestras en cada uno de los recipientes del liofilizado, las muestras se
congelaron utilizando nitrégeno liquido, luego se colocé en el sistema de liofilizacién para llevar

a cabo el secado por 24 h (Navas, 2006 pags. 5-10).

2.3.3. Determinacion del porcentaje de eficiencia de encapsulacion

Se prepararon 9 lotes de microcapsulas mediante el método anteriormente descrito, el disefio
experimental utilizado fue el disefio robusto de poligonos ortogonales de Taguchi con 3 niveles y
2 factores con el fin de determinar la eficiencia de encapsulacién, las variables utilizadas fueron

la concentracidn de TG y el volumen total de solucion para la formacidn de coacervatos.
Se pes6 0.5 g de los coacervatos, se suspendieron en 5 ml de agua desionizada, luego 0.1 ml de

la suspension fue extraida y disuelta en 10 ml de etanol absoluto, por Gltimo, se registré la

absorbancia a 336 nm en un espectrofotometro Cole Palmer S-2150.

2.3.4. Determinacion de higroscopicidad
La determinacién de higroscopicidad se llevé a cabo por triplicado, colocando en canastas de

papel aluminio un peso total de 1 g de coacervatos, a temperatura ambiente hasta obtener un peso

constante, el peso fue registrado por periodos de 12 horas durante 15 dias de ensayo.
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CAPITULO III

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis general

Ho: Los parametros de obtencion de las microcapsulas, asi como de sus componentes permitiran

obtener una formulacion adecuada para que él %EE supere el 15%.

3.2. Objetivos de la investigacion

3.2.1. Objetivo general

Preparar microcdpsulas de apigenina por el método de coacervacion compleja, para mejorar su

estabilidad fisicoquimica frente a factores ambientales.

3.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la solubilidad de apigenina en distintos vehiculos oleosos.

e Diseflar al menos 3 lotes diferentes de microcapsulas de apigenina utilizando como polimeros
formadores gelatina y goma ardbiga, variando las proporciones de polimeros, agente
reticulante (TG) y vehiculo oleoso para la formacion de las microcapsulas.

e Valorar la eficiencia de encapsulacién de apigenina en los coacervatos obtenidos.
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3.3. MARCO DE RESULTADOS

3.3.1. Determinacién de la solubilidad de la Apigenina

La determinacién de la solubilidad de apigenina se realizé una curva de calibracién, obteniendo
una ecuacién que permita encontrar los miligramos de apigenina disueltos, para alcanzar la

cantidad del activo disponible en futuros ensayos.

Para lo cual se elaboraron soluciones de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 ppm de apigenina obteniendo

en la siguiente tabla.

Tabla 8-3: Cuadro de resultados de solubilidad.

APIGENINA ABSORBANCIA

ppm
5 0,5831
10 0,67
15 0,7727
20 0,8612
25 0,96
30 1,017
35 1,142
40 1,231

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

@
20,8
8
E 0,6 y = 0,0184x +0,4907
0,4 R2 = 0,9975
0,2

50

ppm Apigenina

Grafico 1-3: Curva de calibracién para determinar ppm de apigenina.

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.
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Como se ve en el grafico 1-3, se pudo obtener una ecuacion a partir de la curva de calibracion, la
misma fue y = 0,0184 X + 0,4907, con un R?de 0,9975, donde X representa los ppm de apigenina

que se encontraron en los coacervatos.

Los valores de la solubilidad en los diferentes aceites se expresaron en mg/ml de aceite, utilizando

la ecuacion obtenida anteriormente, de donde se desprende la siguiente tabla.

Tabla 2-3: Valores de solubilidad

Aceite Almendras Oliva Ricino

Solubilidad (mg/ml) 1,501+0,01 3,114 +0,07 14,146 +0,05

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

La tabla 2-3 refleja los valores de la solubilidad de apigenina en los diversos vehiculos oleosos
utilizados, por la composicién quimica de los aceites, la cual es similar en triglicéridos se esperaba
que la solubilidad de la apigenina sea similar en cada caso, pero como resultado se obtuvo una

diferencia de solubilidad marcada para cada aceite.

Es asi que en el aceite de almendras se obtuvo la menor cantidad de apigenina solubilizada dando
como resultado 1,501 mg/ml, comparado con la cantidad de apigenina en el aceite de oliva, el
valor se duplica llegando a disolverse hasta 3,114 mg/mL de aceite, pero el aceite que permitio
una mejor solubilidad de apigenina, fue el aceite de ricino, con un valor de 14,146 mg de apigenina

disueltos por cada ml de aceite de ricino.

Estos resultados podrian permitir que se forme complejos micro encapsulados de apigenina con
aceites comestibles, para que puedan seradministrados por via oral, y especificamente las posibles
formulaciones que se obtengan con aceite de ricino serian apreciadas porque este vehiculo permite

disolver la mayor cantidad de apigenina.

Una ventaja de utilizar aceites fijos para la formacion de coacervatos es la facil disponibilidad
para adquirir los mismos, por lo que la elaboracién de estos coacervatos representaria una forma

de cambiar la administracidn de este flavonoide de manera segura y econémicamente asequible.

Una manera de comprender que es lo que hace que difiera la solubilidad en los distintos aceites,
son sus propiedades fisicoquimicas, siendo asi cabe mencionar que el aceite de ricino presentaba

mas densidad en comparacién con los aceites de oliva y almendras ademés de que su composicién
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lipidica es diferente, y dado que la apigenina por su elevada liposolubilidad seria mas afin al

medio que presenta un perfil lipidico con cadenas hidrocarbonadas mas grandes.

3.3.2.  Obtencion de las microcapsulas de apigenina

Se elaboraron nueve lotes diferentes de microcapsulas en los cuales se variaron las proporciones
en volumen de los polimeros goma arabiga (GA) y gelatina (G), la concentracion del agente
reticulante transglutaminasa (TG), como también el volumen de solucidn de apigenina (AP)

disuelta en aceite de ricino. El disefio origind la siguiente tabla de combinaciones.

Tabla 9-3: Formulaciones para la obtencién de microcéapsulas.

Formulacién AP (ml) G(ml) GA (ml) Volumen TG (U)
Total (ml)

C1 2 25 50 75 30
C2 4 25 50 75 15
C3 6 25 50 75 3.75
c4 2 50 50 100 30
C5 4 50 50 100 15
C6 6 50 50 100 3.75
C7 2 50 25 75 30
(of:} 4 50 25 75 15
c9 6 50 25 75 3.75

C: Coacervato

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

Tabla 10-3: Rendimiento de microcdpsulas de apigenina

FORMULACION RENDIMIENTO (mg)

C1 1610
C2 199
c3 e
Cc4 191
C5 3842
ce e
C7 203
Cs8 1534
co e

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018
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Al término de la formacién de cada lote de microcapsulas en todos los casos se obtuvieron
coacervatos hiimedos de color blanco. De todas las formulaciones realizadas la que present6 un
mejor rendimiento fue la formulacion C5, con relacidn al de las demés. Sin embargo, C5 tiene en
comun con C8 la cantidad de TG, la cual fue de 15 U que se detalla en la tabla 3-3, viendo esto
las formulaciones que presentan esta cantidad de TG, tienen valores estimables en relacion al

rendimiento.

La TG al ser una enzima que permite la reticulacion, en el caso de este estudio permite que los
coacervatos se consoliden de manera adecuada, en las microcépsulas que se utiliz6 una cantidad
baja de TG se observé que la formacidn de los coacervatos no se verifica, tal como se pude
observar en el rendimiento de las formulaciones C3, C6 y C9, las mismas que estaban
acompafiadas de la cantidad mas elevada de apigenina en comparacion a las demas formulaciones,

siendo esta el valor de 6 ml (60 mg de apigenina).

La sobrecarga de AP en estas formulaciones, acompafiados de una baja cantidad de TG, pudo
desembocar en que los coacervatos no lleguen a reticularce, incluso después de acondicionar a la

solucidén a una temperatura 6ptima para que la enzima realice su actividad, la cual fue de 15°C.

3.3.3. Determinacidn de la eficiencia de encapsulacion

Al momento de realizar los coacervatos, el medio resultante de la centrifugacidn fue analizado
mediante espectrofotometria obteniéndose la absorbancia respectiva, para lo cual se encontré la
cantidad de apigenina que no fue encapsulada mediante el uso de la ecuacion obtenida en la curva

de calibracion.

Luego de la formacién de las microcapsulas se procedi6 a realizar la metodologia descrita por

(zhang et al., 2012, p. 62), obteniéndose los resultados descritos en la tabla 5-3.
Para calcular el % de eficiencia de encapsulacidn (%EE) se utiliz6 la formula %EE= ((A-B) /A)
x 100, donde A representa la cantidad total de apigenina en las microcdpsulas y B representa la

cantidad libre de apigenina en el medio de disolucion después de la centrifugacion.

Los %EE expresados en la tabla 5-3 fueron calculados a partir de las microcapsulas que se

formaron, relativas a las formulaciones C1, C2, C4, C5, C7, C8.
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Tabla 11-3: Eficiencia de encapsulacion

Muestra %EE
(o] 65,8
C2 61,35
C4 73,79
C5 80,67
c7 78,08
cs 82,52

Elaborado por. Toctaquiza, Edwin 2018.

El porcentaje de eficiencia de encapsulacion supera el 60% en todos los casos, los valores que se
obtuvieron son comparables con los estudios realizados por (zhang et al., 2012, p. 62), pero en la
presente investigacion la mejor formulacién corresponde a C8 la cual presenta una mayor
eficiencia de encapsulacién, como se verifica en la tabla 5-3, C8 contenia una concentracién
intermedia de TG, al igual que la cantidad de apigenina disuelta, por lo que probablemente estas
condiciones favorecerian la actividad de la enzima logrando una mayor reticulacion de los

coacervatos, respecto a las demés formulaciones.

En cuanto a C2 que presentd el menor %EE, el cual fue de 61,35%, su formulacién difiere con
C8 en las proporciones de G y GA, por lo que la TG al tener mayor cantidad de G, en el caso de
C8, trabajo de mejor forma, aumentando la cantidad de coacervatos, lo que sugiere que la enzima

a la mayor concentracion de G no es saturada realizando su actividad de manera eficiente.

Por lo tanto, la concentracién de TG y G, para alcanzar la mayor cantidad de coacervatos, debe
ser de 15 U/g gelatina, con 50 ml de solucién de gelatina, lo que conlleva a un éptimo efecto
reticulante de la enzima, este resultado varia en relacién a los obtenidos por (zZhang etal., 2012, p.
62) el cual describe en su trabajo que obtiene mejor rendimiento y %EE, utilizando 15U/g de
sustrato utilizado, lo que podria estar relacionado a diferencias con el tipo de TG utilizadas en

cada caso.
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Mediante el uso de la herramienta estadistica SPSS, se realiz6 la prueba de ANOVA de un factor
para encontrar si existe diferencia significativa relacionando la eficiencia de encapsulacion con

los factores, TG, Volumen total, G y GA, con un p< 0,05.

Figura 1-3: Analisis de anova de un factor.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variabhle dependiente; MCC
Tipo Il de
suma de Cuadratico
Origen cuadrados al promedio F Sig.
Modelo corregido 1726,6637 5 345,333 0986 044
Interceptacidn 3025 642 1 a0256 642 ar.4849 003
TG 1512 856 2 756,428 21,873 016
WT 740 1 740 021 ,803
TG*VT 5,247 2 2,623 076 929
Error 103,750 3 34,583
Total 5269844 g
Total corregido 1830412 a
Pruehas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: MCC
Tipo Il de
suma de Cuadratico

Origen cuadrados al promedio F Sig.

Modelo corregido 1804, 4817 5 360,586 41,752 o0&

Interceptacion 3337445 1 3337445 386,106 ,ooa

TG 1669,090 2 834,545 96,548 002

G 55,265 1 55,265 6,394 086

TG*G 28,540 2 14,270 1,651 328

Error 25932 3 8,644

Total 5269,844 g

Total corregido 1830,412 g

Fuente: SPSS

EL valor de significancia de TG es inferior a 0,05, lo que se interpreta que, si se varia la
concentracion de TG en las formulaciones, la respuesta que se obtiene es directamente hacia la
formacién de las microcéapsulas, en cuanto al volumen total, presenta un valor de significancia
mayor a 0,05 lo cual no afecta directamente a la formacidn de las microcapsulas, deduciendo que,
si se aumenta o se disminuye el volumen de las soluciones de G y GA, no va a ver un cambio en

la eficiencia de encapsulacion de los coacervatos.
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Medias marginales estimadas de MCC

GA
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Grafico 2-3: Formacion de coacervatos

Fuente: SPSS
Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

La grafica 2-3 explica de mejor forma como varia la formacidn de las microcdpsulas de acuerdo
al valor de TG que se utiliza para la obtencién de los coacervatos, siendo asi que 15 U de
transglutaminasa es la concentracion dptima combinado con una proporcién de 2:1 de G y GA,

respectivamente.

3.3.4. Determinacién de la Higroscopicidad.

El ensayo de higroscopicidad se realiz6 como una prueba extra de control de calidad de las

microcépsulas obtenidas.

Tabla 12-3: Higroscopicidad

Formulaciones Peso inicial(mg) Peso final(mg)
c1 1.008 1196.4
C2 1.011 1165.7
c4 1.049 1186,5
C5 1.020 1179.7
C7 1,001 1349.7
of: 1.005 1197.3

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

34



Para obtener el % de higroscopicidad se calcula la media de cada uno de los pesos, inicial y final,

respectivamente, y el valor final se obtiene mediante la siguiente formula:

Pfinal — Pinicial
%H = - x 100
Pfinal

De esta manera se reemplaza los datos y se calcula de la siguiente manera

1212,55mg — 1015,66mg
%H = x 100
1212,55

%H =16,23 £ 1,45

Tabla 13-3: Valores de higroscopicidad obtenidos.

FORMULACION %H
C1 15.75
Cc2 13.27
C4 11.589
C5 13.54
C7 25.84
C8 16.06

Elaborado por: Toctaquiza, Edwin 2018.

El valor de higroscopicidad calculado, indica que las microcapsulas una vez liofilizadas absorben
una gran cantidad de humedad del ambiente, de esta manera los coacervatos pueden verse
afectados por la presencia de agua en su estructura, generando contaminacién microbiana de las
microcapsulas, o verse afectada la apigenina por hinchamiento de las microcapsulas ingresando

factores ambientales como luz y oxigeno, provocando un dafio a la molécula.

Por lo que se debe tener precaucion a la hora de almacenar los coacervatos desarrollados, e

intentar mantenerlos en recipientes herméticos y almacenarlos en lugares frescos y secos.
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CONCLUSIONES:

e Se obtuvieron microcapsulas/coacervatos de apigenina comprobando que el método es
facilmente reproducible y no presenta dificultades en su elaboracién.

e Se evalu6 que la apigenina presenta una mayor solubilidad en aceite de ricino con respecto al
aceite de almendra y oliva, obteniéndose 14,146 +0,05 mg/ml de solubilidad.

e Se disefid una formulacion de microcdpsulas de apigenina, concluyendo que la mejor es la
combinacién de 15 U de transglutaminasa y una proporcién de 2:1 de gelatina y goma arabiga
respectivamente.

e Se valoré que él %EE de apigenina en los coacervatos fue de 82,52% siendo la mejor
formulacién C8.

e Se determind que las microcapsulas tienen la capacidad de absorber humedad del ambiente

del 11-25% en relacion a su peso.
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RECOMENDACIONES:

e Continuar con el estudio de microencapsulacién de apigenina realizando los diferentes ensayos
de liberacién del principio activo

e Adquirir equipos de laboratorio que permitan desarrollar de mejor manera la elaboracién de
las microcépsulas.

e Solicitar a las autoridades que se entregue materiales de laboratorio a los “tesistas” porque
resulta miserable desarrollar los trabajos de titulacidn en condiciones tan mezquinas, y dado
gue estos trabajos son el corazén de la investigacion ayudarian a mejorar la calidad de la

Facultad de Ciencias y la ESPOCH en general.
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ANEXOS:

ANEXO A: Pesaje de la gelatina y goma arébiga

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO A: Sonicacién de apigenina con diferentes aceites.

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO B: Centrifugacion de las mezclas por 72h

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.



ANEXO C: Apigenina cargado con diferentes aceites

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO D: Solubilidad de apigenina con los sobrenadantes obtenidos

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO E: Medicién de la solubilidad en el espectrofotémetro UV.

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.



ANEXO F: Coacervatos emulsificados

E [ ‘ I‘

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO G: Filtracion al vacio

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO H: Coacervatos humedos

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.



ANEXO I: Lioflizador

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO J: Coacervatos liofilizados

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO K: Coacervatos cristalizados

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.



ANEXO L: Higroscopicidad

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO M: Microcapsulas de apigenina

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO N: Modelo del tratamiento de datos en la
herramienta estadistica SPSS.
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Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.



ANEXO O: Transglutaminasa Moo Gloo

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.

ANEXO P: Aceites: Almendras, Oliva , Ricino

Fuente: Toctaquiza, Edwin 2018.
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