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RESUMEN

Se elabord microcapsulas utilizando Quitosan (CS) y Tripolifosfato (TPP) como agentes
gelificantes, determinando si la eficiencia de encapsulacion mediante la técnica propuesta alcanza al
menos un porcentaje del 50%. El estudio consistié de tres ensayos: solubilidad de quercetina en
diferentes mezclas etanol — agua, determinacion de las proporciones a las que el CS y el TPP
forman microcépsulas utilizando la técnica descrita por Calvo en 1996, y cuantificacién del
porcentaje de eficiencia de encapsulacion mediante métodos espectrofotométricos. Para el ensayo
de solubilidad se obtuvo que en una proporcién etanol — agua 30/70 la quercetina mostré una
solubilidad de 0.59 mg/mL y la solucién no mostré incompatibilidad con el resto de componentes.
Se establecieron las proporciones a las cuales el CS 'y el TPP formaron microcapsulas obteniéndose
que, a concentraciones de CS/TPP de 0.1/0.06, 0.1/0.07 y 0.1/0.08 %, existe formacion de
microcapsulas. Para cuantificar la eficiencia de encapsulacion se construy6 un disefio experimental
robusto de Taguchi, los factores a ser controlados fueron el tiempo de agitacion, la velocidad de
agitacién y la proporcion CS/TPP, se plantearon 27 ensayos y fueron analizados mediante
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 272 nm, como resultado se obtuvo que el ensayo
namero 3, para el cual se manejo un tiempo de agitacion de 15 min, una velocidad de agitacion de
250 rpm y una proporcién CS/TPP 0.1/0.08 %, presentd la mayor eficiencia de encapsulacion con
un porcentaje promedio de 77.434%. Se recomendd continuar con el estudio de las microcapsulas
de guercetina determinando el tamafio de la microparticula, la capacidad de carga y la liberacion in

vitro del principio activo.

Palabras Clave: <MICROENCAPSULACION>, <GELIFICACION IONICA>,
<QUERCETINA>, <EFICIENCIA DE ENCAPSULACION]> <DISENO ROBUSTO DE
TAGUCHI>,  <QUITOSAN [CS]>, <TRIPOLIFOSFATO [TPP]>,  <TECNOLOGIA
FARMACEUTICA>.
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SUMMARY

Microcapsules were prepared using Chitosan (CS) and Tripolyphosphate (TPP) as gelling agents, in
order to determine if the encapsulation efficiency by using the proposed technique achieves at least
50%. The studied consisted of three tests: quecentin solubility in different blends; ethanol-water,
determination of the proportions to which the CS and TPP form microcapsules using the technigque
described by Calvo in 1996, and percentage quantification of the encapsulation efficiency by
spectrophotometric methods. For the solubility testing the results were that in a portion ethanol -
water 30/70, quercetin showed a solubility of 0.59 mg/mL and the solution did not show
nincompatibility with the other components. The proportions were established to which CS and TPP
formed microcapsules showing that, to concentrations of CS/TPP 0.1/0.06, 0.1/0.07 y 0.1/0.08%,
there is microcapsule formation. In order to quantify the encapsulation efficiency, the Taguchi
robust experimental design was built, the factors to be controlled were stirring time; stirring speed,
and CS/TPP proportion, 27 tests were formulated and analyzed through UV spectrophotometry at a
wavelength of 272 nm, as a result it was observed that the test number 3, for which a stirring time of
272 was used, a stirring speed of 250 rpm, and a proportion CS/TPP 0.1/0.08%, showed the highest
encapsulation efficiency with an average percentage of 77.434. It is recommended to continue with
the quercetin microcapsules study by determining the microparticle size, the load capacity, and the

in vitro release of the active ingredient.
Keywords: <MICROENCAPSULATION>, <IONIC GELIFICATION>, <QUERCENTIN>,

<ENCAPSULATION EFFICIENCY>, <TAGUCHI ROBUST DESIGN>, <CHITOSAN [CS]>
<TRIPOLYPHOSPHATE [TPP]> < PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY>.
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INTRODUCCION

Planteamiento del problema

En la actualidad existen una serie de compuestos con actividad bioldgica que de una u otra forma
actlan en beneficio del organismo generando respuestas favorables durante su uso. Las
caracteristicas fisicoquimicas, propias de dichas sustancias, en muchas ocasiones son limitantes
para gue estas lleguen y actlen de la manera que lo deben hacer puesto que pueden verse afectadas
por condiciones ya sean del ambiente donde son manipuladas como la temperatura, la humedad, la

presidn, etc., por su inestabilidad quimica o por las barreras metabdlicas del organismo.

El estilo de vida que las personas llevan hoy en dia es un factor sumamente relevante para la
aparicion de problemas de salud. Enfermedades cronicas degenerativas como el cancer, la diabetes
y las enfermedades cardiovasculares son el resultado de los inadecuados hébitos alimenticios y el
consumo de alimentos con bajo nivel nutricional que llevan a la aparicion del estrés oxidativo por
acumulacion de especies reactivas de oxigeno conocidos como radicales libres (Delgado et al., 2010,
pp.10-15).

Los radicales libres son el resultado de procesos metabolicos propios del organismo, en condiciones
fisioldgicas estos radicales son neutralizados con enzimas antioxidantes (peroxidasa, superdxido
dismutasa, glutation, etc) pero cuando estas enzimas no se encuentran en cantidad suficiente existe
un desbalance que puede provocar grandes dafios a células y biomoléculas. (Maldonado et al., 2010,
p.32)

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o retrasar la oxidacion de
diversas sustancias principalmente de los &cidos grasos cuyas reacciones desencadenan procesos
patoldgicos considerados graves. Otra funcion de los antioxidantes es la de facilitar el uso
fisiologico del oxigeno por parte de las mitocondrias reduciendo asi los efectos del estrés oxidativo
y la falta de oxigeno mediante la formacion de complejos que mitigan las reacciones productoras de

radicales libres (zamora, 2007)



La utilizacién de sustancias antioxidantes exdgenas compensa el desbalance antes descrito, siendo
los flavonoides el grupo de sustancias vegetales mas utilizadas por su actividad secuestradora de

radicales libres.

La quercetina es una sustancia de origen vegetal que pertenece al grupo de los flavonoides,
ampliamente utilizados por su capacidad antioxidante, que se encuentra presente en la dieta diaria
humana. Los flavonoides en general y por ende la quercetina presentan una baja absorcion en
humanos, esto debido a que es muy poco soluble ya que en la mayoria de casos ésta se encuentra
glicosidada y polimerizada, lo que ocasiona que tenga menor reactividad e incluso una menor
eficacia como antioxidante (siendo la quercetina el flavonoide con la mayor actividad antioxidante).
Para que la actividad antioxidante de la quercetina pueda ser aprovechada al maximo se deben
tener en cuenta ciertas barreras que condicionan su accionar como son su baja solubilidad, baja

permeabilidad, alto metabolismo y excrecién y la captacion por parte de los tejidos diana. (Scalia &
Mezzena, 20009, pp.90-94)

Debido a que el contenido de quercetina en la dieta diaria es baja (aproximadamente 20-35 mg), y
gracias a su poder antioxidante la cantidad consumida no es suficiente para satisfacer las
necesidades que el organismo tiene con respecto al estrés oxidativo como se ha explicado
anteriormente, planteandose asi la necesidad de considerar diversos enfoques que le permitan a la
quercetina alcanzar sus objetivos y ejercer su funcién de una forma eficaz, ideando ya sean nuevas
formulaciones 0o medios de transporte, microcapsulas o nanocapsulas, que faciliten su acceso al

tejido diana (BIO-INREN, 2014).

Segun estadisticas y datos de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) y el Registro
Nacional de Tumores, el cancer colorectal a nivel nacional ocupa el quinto lugar en varones y el
sexto lugar en mujeres, convirtiéndose en un problema de salud publica muy preocupante. El estilo
de vida, el ambiente, la alimentacion y las condiciones biolégicas propias del individuo juegan un
papel muy importante en el desarrollo de esta enfermad razén por la cual es de suma importancia
investigar sobre nuevos tratamientos y métodos que puedan contribuir con la disminucién de la
prevalencia de este tipo de cancer que como se explicd anteriormente afecta a una poblacion

considerable de nuestro pais.

Investigaciones realizadas en Estados Unidos y Europa acerca del uso de flavonoides en la terapia

contra el cancer, muestran una disminucién en la aparicion de tumores relacionados a esta



enfermedad. El principal responsable de este efecto es el flavonoide denominado Quercetina
sustancia capaz de inhibir el crecimiento de tumores en cancer de colon y recto, obteniéndose

resultados alentadores con el uso de esta terapia.

Estudios han revelado que la terapia con quercetina (10 uM) reduce los niveles estacionarios de las
proteinas p21-ras tanto en lineas celulares de cancer como en tumores colorectales primarios.
Tratamientos de 24 horas con dosis de 10 uM de quercetina han mostrado una reduccion
aproximada del 50% en los niveles de p21-ras lo que hace suponer que la quercetina se puede

utilizar como un tratamiento quimiopreventivo en carcinogénesis colorectal (Ranelletti et al., 2000,
pp.438-45).

Como se menciond anteriormente para que la quercetina cumpla con su accién tiene que afrontar
ciertas barreras principalmente su solubilidad y el alto metabolismo que sufre. En la industria
farmacéutica surgen una serie de técnicas y procesos que nos permiten hasta cierto punto controlar
y mejorar dichos obstaculos, una de estas técnicas es la microencapsulacion la cual nos permite
encapsular sustancias o compuestos activos dentro de microcapsulas que consisten de una
membrana semipermeable, fuerte y delgada formada a partir de polimeros protectores que rodean y

contienen la sustancia de interés (Reyes, 2010).

Por lo anterior el uso de la microencapsulacién permitira conseguir que la quercetina que es poco
permeable y poco soluble logre atravesar las barreras biolégicas con mayor facilidad y en mayor
cantidad aumentando asi su biodisponibilidad, logrando aprovechar de una manera eficaz su
actividad antioxidante. Se podra también conseguir que las microcapsulas puedan liberar su
contenido a velocidades controladas bajo condiciones especificas logrando que éstas no sélo
protejan al compuesto encapsulado, sino que también cumpla con su funcidon de conservar sus

propiedades bioldgicas y fisicoguimicas. (Parzanese, n.d., pp.1-12).

OBJETIVOS

Objetivo General
“Microencapsular quercetina utilizando la técnica de gelificacion iénica”
Objetivos Especificos

e Evaluar la solubilidad de quercetina en etanol al cien por ciento y en mezclas etanol — agua a

diferentes proporciones.



e Elaborar microcapsulas de quercetina utilizando quitosan y TPP como agentes gelificantes.

¢ Cuantificar la eficiencia de encapsulacién de quercetina mediante espectrofotometria UV.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas organicas que no estan involucrados directamente en el
crecimiento y desarrollo normal de un organismo. Mientras que los metabolitos primarios juegan
una funcién activa en la fotosintesis y la respiracion; la ausencia de metabolitos secundarios no da
lugar a la muerte inmediata, a largo plazo existe un deterioro de la capacidad de supervivencia del
organismo. Estos compuestos son un grupo muy diverso de productos naturales sintetizado por
plantas, hongos, bacterias, algas, y los animales. La mayoria de metabolitos secundarios, tales como

terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides se clasifican en funcién de su biosintesis. (Agostini-Costa,
2012, p.131)

Los metabolitos secundarios se producen en niveles mas altos durante la transicion desde
crecimiento activo hasta la fase estacionaria. Estas moléculas juegan un papel importante en la
adaptacién de las plantas en su entorno. El organismo productor puede crecer en ausencia de su
sintesis, lo que sugiere que el metabolismo secundario no es esencial, por lo menos a corto plazo
para la supervivencia. Los genes implicados en el metabolismo secundario proporcionan una
ventaja genética que permite la mutacion y la seleccion natural. EI metabolismo secundario se basa
en el metabolismo primario, el cual suministra las enzimas, energia, sustratos y maquinaria celular

necesaria. (Agostini-Costa, 2012, p.131)

Una clasificacion simple de los metabolitos secundarios incluye los siguientes principales grupos:
terpenos (glucosidos cardiacos, carotenoides y esteroles), compuestos fendlicos (tales como acidos
fendlicos, cumarinas, lignanos, flavonoides, estilbenos, taninos y lignina) y compuestos

nitrogenados (tales como alcaloides y glucosinolatos). (Agostini-Costa, 2012, p.131)

1.2.  Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por poseer al menos un anillo aromatico (Cg) que lleva

uno o més grupos hidroxilo. Ellos se sintetizan principalmente a partir acido cindmico, que se forma
5



a partir de fenilalanina por la accion fenilalanina amonio liasa. Los compuestos fendlicos son
divididos en varios grupos, que se distinguen por el nimero de 4tomos de carbono constitutivos en
conjunto con la estructura del esqueleto basico fendlico (fenoles simples, acidos benzoicos y

flavonoides). (Michalak, 2006, pp.523-30)

Estas moléculas presentan actividad antioxidante, antimutagénica, antiviral, antibacterial
(bactericida, bacteriostética), antifungica, insecticida, estrogénica y queratolitica; actividades que

sirven para proteger al organismo de factores ambientales. (Castellano et al., 2012, pp.231-350)

En condiciones de estrés se observa un incremento en el metabolismo fenilopropanoide y por tanto
un incremento de la cantidad de compuestos fen6licos sintetizados. La sintesis de las isoflavonas y
algunos otros flavonoides se induce cuando las plantas se infectan o lesionan, o en bajas
temperaturas y condiciones de baja de nutrientes. La mayoria de ellos tienen actividad

antimicrobiana.

1.2.1. Flavonoides

Se identifican como flavonoides a un grupo extenso de compuestos polifendlicos los cuales se
caracterizan por poseer una estructura benzo-y-pirano (Figura 1-1) y por estar ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, encontrandose generalmente en plantas vasculares en forma de

glicésidos (Cartaya & Reynaldo, 2001, pp.5-14).

Constituyen el grupo méas abundante dentro de los compuestos fenélicos, con méas de 6500
compuestos identificados (Hendrich, 2006, pp.27-40). Son sintetizados por via fenilpropanoide. Algunos
estudios muestran que metabolitos secundarios de naturaleza fendlica incluyendo flavonoides son

responsables de la variedad de actividades farmacoldgicas. (Kumar & Pandey, 2013, pp.1-11)

Los flavonoides son un grupo de compuestos naturales con diversas estructuras fenolicas. En 1930
una nueva sustancia fue aislada de naranjas. En ese momento se creia que se trataba de una vitamina
y se design6 como vitamina P. Mas tarde se hizo evidente que esta sustancia era un flavonoide

(rutina) y hasta ahora mas de 4.000 variedades de flavonoides se han identificado. (Kumar & Pandey,
2013, pp.1-11)



La estructura quimica de los flavonoides se basa en un esqueleto de quince carbonos que consta de
dos anillos bencénicos (A y B) unidos a través de un anillo heterociclico de pirano (C) (Figura 1-1).
Se pueden dividir en una variedad de clases, tales como flavonas (por ejemplo, apigenina y
luteolina), flavonoles (por ejemplo, quercetina, kaempferol, miricetina y fisetina), flavanonas (por

ejemplo, flavanona, hesperetina, y naringenina), y otros. (Kumar & Pandey, 2013, pp.1-11)

Las diversas clases de flavonoides difieren en el nivel de oxidacion y el patron de sustitucion del
anillo C, mientras que los compuestos individuales dentro de una clase difieren en el patrén de

sustitucién de los anillos Ay B. (Kumar & Pandey, 2013, pp.1-11)

Figura 1-1. Estructura basica de un flavonoide

Fuente:( Biesaga, 2011)

Los flavonoides se presentan como agliconas, glucosidos, y derivados metilados. La estructura
bésica de un flavonoide es la aglicona. Cuando se forman los glucésidos, el enlace glicosidico
normalmente se encuentra en las posiciones 3 0 7 y el hidrato de carbono puede ser L-ramnosa, D-

glucosa, glucorhamnose, galactosa, o arabinosa. (Kumar & Pandey, 2013, pp.1-11)
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Realizado por: (Velasco, 2016)




1.2.1.1. Actividad Farmacoldgica

Farmacol6gicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad, presentando en general,
actividad sobre el sistema vascular con efecto protector de la pared vascular, (debido a la
disminucion de la permeabilidad y al aumento de la resistencia de los capilares). Asimismo, tienen
efecto antioxidante, pueden inhibir la peroxidacion lipidica, poseen efectos antimutagénicos y
tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas. La accidn antioxidante de los flavonoides depende
principalmente de su capacidad de reducir radicales libres y quelar metales, impidiendo las
reacciones catalizadoras de los radicales libres. También actdan inhibiendo sistemas enzimaticos
relacionados con la funcionalidad vascular como: la catecol O-metil transferasa (COMT), con lo
que aumentan la duracién de la accion de las catecolaminas, incidiendo por tanto en la resistencia
vascular; la histidina decarboxilasa, afectando por tanto a la accion de la histamina; las
fosfodiesterasas, por lo que inhiben la agregacion y adhesividad plaquetaria, etc. Por otro lado, los
flavonoides ejercen otras acciones: diurética, antiespasmodica, antiulcerosa géstrica vy
antiinflamatoria. En fitoterapia los flavonoides se emplean principalmente en casos de fragilidad

capilar como venotonicos. (Lépez, 2002, pp.108-14)

Ademas, se ha demostrado la actividad de ciertos flavonoides sobre el sistema nervioso central.
Tanto las agliconas y sus conjugados pueden pasar la barrera hematoencefalica. En el SNC varias
flavonas, entre ellas la apigenina, se unen al sitio de las benzodiazepinas en el receptor GABA, lo

que resulta en la sedacion, efectos ansioliticos o anticonvulsivos. (Jager & Saaby, 2011, pp.1471-85)

1.2.1.2. Fuente de flavonoides

Al ser ampliamente distribuidos los podemos encontrar en frutas, verduras y flores, siendo también
una fuente de este tipo de compuestos algunas bebidas como: la cerveza, vino, té negro y té verde.
Su papel dentro de la biologia vegetal es de alta relevancia puesto que responden a la luz y
normalizan los niveles de auxinas reguladoras del crecimiento y de diferenciacion de las plantas.
Por lo general se localizan en las hojas y en el exterior de la planta, siendo el tubérculo de cebolla la

excepcion al presentar un alto contenido de quercetina 4 -D-glucdsidos (Martinez et al., 2002, pp.271-78).

Los flavonoides que se consumen en la dieta se encuentran por lo general y de una manera

abundante en forma glicosidada (3-O-glicosidada) y polimerizada. Aunque al estar glicosidados



aumentan su hidrosolubilidad, esta caracteristica hace que sean menos reactivos frente a los

radicales libres (Heim et al., 2002, pp.572-84)

1.2.1.3. Aplicaciones clinicas

Las aplicaciones de los flavonoides son variadas, encontrandose que poseen actividad diurética,
antiespasmodica, antiulcerosa gastrica, antiviral, antialérgica, antitrombdtica y antiinflamatoria, sin
embargo su aplicacion mas importante se debe a su actividad antioxidante. Los flavonoides poseen
una elevada actividad antioxidante debido a su capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica, actdar

sobre el cancer gracias a sus efectos antimutagénicos y ser inhibidores enzimaticos (Lopez, 2002,
pp.108-14)

Su actividad antioxidante depende de las propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres, inhibiendo también las oxidasas (lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa,

xantina oxidasa) impidiendo asi la formacion de radicales libres (Escamilla et al., 2009, pp.73-75).

Por todo lo nombrado anteriormente se han descrito una serie de efectos protectores sobre

patologias como:

e Diabetes mellitus

e Cardiopatias

e Infecciones viricas
e Ulceras estomacales
e Inflamaciones

e Cancer.

1.2.1.4. Criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante que presente un flavonoide dependerd de las modificaciones que su

estructura base presente (Figura 1-1) para lo cual se tomaran en cuenta los siguientes criterios:
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Tabla 2-1. Criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de un flavonoide.

Criterio

Resultado

Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo
B.

Le confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacién de los

electrones.

Doble ligadura, en conjuncion con la funcién 4-

oxo del anillo C.

Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los

anillos Ay C.

Necesarios para ejercer el maximo potencial

oxidante

Fuente: (Martinez et al, 2002)
Elboarado por: (Velasco, 2016)

En base a los criterios antes sefialados el flavonoide quercetina (Figura 2-1) es el compuesto que

ejerce una mayor actividad antioxidante, en comparacion con la vitamina C y E, presentando una

solubilidad parecida a la de esta Gltima.

1.2.3. Quercetina

Se conoce que a lo largo del tiempo se han descubierto mas de 5000 variedades de flavonoides

distribuidos en 6 familias diferentes: Flavonas, flavonoles, antocianinas, flavanoles, flavononas e

isoflavonas. La quercetina (3,3",4",5,7-pentahidroxiflavona) cuya estructura se muestra en la Figura

2-1, es el compuesto que se encuentra en mayor cantidad, aproximadamente entre un 60 y 75 por

ciento del total de los flavonoles consumidos (Hertog & Hollman, 1996, pp.63-71).

HO)

HO"

0 OH

0 OH

Figura 2-1. Estructura quimica de la quercetina

Fuente: (Hertog & Hollman, 1996)
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La quercetina es un bioflavonoide, altamente consumido en la dieta diaria, que puede ejercer una
serie de efectos positivos sobre la salud humana puesto que previene la peroxidacion lipidica, el
dafio oxidativo en el DNA vy la presion baja. Al igual que el resto de flavonoides existe suficiente
evidencia para decir que la quercetina puede ser considerada como un agente farmacologico por su
capacidad para prevenir enfermedades degenerativas y cronicas, debido a su potente actividad
antioxidante, incluyendo las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Sin embargo los
flavonoides muestran una especie de dicotomia, a concentraciones bajas ejercen actividad
antiinflamatoria mejorando la supervivencia de la célula mientras que a dosis altas pueden
incrementar la muerte celular, inducir citotoxicidad, causar roturas en la cadena de DNA e inducir

apoptosis. (Moretti et al., 2016, pp.140-47)

1.2.3.1. Fuentes de quercetina

Al igual que el resto de los flavonoides la quercetina se encuentra ampliamente distribuida en el
reino vegetal encontrandola principalmente en frutas y vegetales. Las principales fuentes de

guercetina son: las manzanas, las cebollas, el té verde, té negro, pimienta negra y el vino tinto,
(Esmaeilzadeh et al., 2013, pp.1963-66).

1.2.3.2. Beneficios de la quercetina y aplicaciones clinicas.

Las propiedades beneficiosas de la quercetina se relacionan estrechamente con su estructura
guimica, que le confiere propiedades antioxidantes. Actlla como protector frente a las especies
reactivas de oxigeno, mediante la neutralizacion de radicales libres como aniones superdxido, 6xido
nitrico y peroxinitritos entre otros. El efecto antioxidante también podria deberse a su capacidad
para inhibir enzimas como la xantina oxidasa, lipooxigenasa y NADPH oxidasa, impidiendo la
muerte celular (Vicente-Vicente et al., 2013, pp.171-81). Ademas puede incrementar la produccion de

antioxidantes enddgenos. Entre otras aplicaciones podemaos encontrar:

e Alergias

e Diabetes

e Procesos Inflamatorios
e Gastroproteccion

e Prevencién de la enfermedad cardiovascular
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1.2.3.3. Caracteristicas farmacocinéticas

La quercetina no presenta una buena biodisponibilidad, generalmente a la quercetina se la encuentra
como glucdésido, de esta forma presenta una absorcién del 52 por ciento del total de quercetina
ingerido, al estar la quercetina unida a una azlcar hace que la molécula sea més hidrofilica y que
tenga un mayor peso molecular por lo cual presenta una menor absorcion por difusién pasiva
requiriendo de transporte activo. - Ciertos autores citan que estos glicésidos se transportan
directamente hacia el interior de los enterocitos por el transportador | de glucosa dependiente de Na
(Hollman et al., 1995, pp.1276-82) que se encuentra localizado en la pared del intestino delgado -. Por
otro lado la absorcién de quercetina en forma de aglicona representa el 20 por ciento y puede

transportarse a través de las membranas por difusion pasiva en el intestino grueso (Vicente-Vicente et
al., 2013, pp.171-81).

Una vez que los metabolitos se encuentran a nivel de torrente sanguineo estos se unen a la albumina
para ser transportados hacia diferentes 6rganos principalmente intestino delgado, colon, higado y
rifidn donde sufrirdn metabolismo en fase Il (Day et al., 2000, pp.166-70), y estos podran permanecer
hasta 10 horas debido al reciclaje enterohepéatico que sufren. Se ha encontrado que después de una
ingesta de alimentos ricos en quercetina, en el plasma, la concentracion de este flavonol fluctia

entre 0.7y 7.6 UM (Van der Woude et al., 2006, pp.193-203)

Con respecto a su vida media se ha estimado que en humanos es de 31-50 horas mostrando un pico

de concentracion en plasma a los 30 minutos y otro a las 8 horas después de haber ingerido 100 mg.

1.2.3.4 La quercetina en el tratamiento del cancer

Los compuestos polifendlicos y en general los flavonoides poseen caracteristicas que han llamado
la atencion para incentivar la investigacion anticancerigena. Interfieren en vitro y por distintos
mecanismos en el proceso oncogénico, lo que los hace posibles agentes de utilidad en las primeras

fases del cancer o en la inhibicion de las etapas posteriores de progresion o invasion.
Las proteinas p21-ras se encuentran localizadas en la superficie interna de la membrana celular,

donde actian como interruptores moleculares binarios en vias de sefializacion que influencian el

crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. La activacion oncogénica ras es una de las mas
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frecuentemente implicadas en el desarrollo de tumores humanos y experimentales (Sarasin, 2003,
pp.99-106).

Una de las caracteristicas principales de las proteinas p21-ras es su capacidad de afiadir nucle6tidos
de guanina (GDP Y GTP) y ademas poseer actividad GTPasa intrinseca muy baja con relacion al
resto de proteinas G (Walker & Lockyer, 2004, pp.2879-86). Su actividad bioldgica es controlada por un
ciclo regulado de intercambio GDP/DTP, en el cual intervienen varios tipos de proteinas

reguladoras:

e Factores que intercambian nucle6tidos de guanina (GEFs) los cuales activan las proteinas ras.
e Proteinas estimuladoras de la actividad GTPasa (GAPSs) que dan lugar a la desactivacion de las

proteinas ras.

El sustituir tan solo un simple aminoacido en la posicion 12, 13 o 61 da lugar a la aparicion de
proteinas ras mutadas insensibles a la regulacion negativa de las proteinas GAPs por lo que

permanecen en un estado activo unido a GTP y conllevan a una activacion constitutiva de Ras
(Guirado, 2007).

En el caso especifico de la quercetina estudios han revelado que este compuesto reduce los niveles
de estado estacionario de la proteina p21-ras tanto en lineas celulares de cancer de colon como en

tumores colorectales primarios. (Ranelletti et al., 2000, pp.438-45).

1.3.  Formas farmacéuticas de liberacion modificada de administracion oral

1.3.1. Definicién

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada se refieren a la aplicacion de un proceso
tecnoldgico sobre una determinada sustancia quimica con el fin de modificar su interaccion con el
medio en el cudl serd utilizada. Este proceso se lleva a cabo con el objetivo de controlar cuatro

aspectos basicos los cuales son: controlar el lugar, el momento, la duracién o la magnitud de su

accion (Sufie, 2003, pp.31-35).
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1.3.2. Mecanismo de accion

La liberacion de estos farmacos en el tracto digestivo implica, integrar el activo determinado a una
forma farmacéutica especifica, que actie como un dispositivo de control y brindar asi un perfil de

cesién optima. Se los clasifica de dos formas.

e Féarmacos que liberan el principio activo durante un periodo de tiempo prolongado, tienen una
cinética predecible, con el objetivo de alargar el lapso de tiempo para obtener un nivel
plasmatico dentro de la zona terapéutica.

e Sistemas disefiados para modificar la velocidad de transito del farmaco durante su transcurso

por el tracto (Aulton, 2004, pp.222-32).

1.3.3. Clasificacion

Debido a la amplia, diversa y confusa forma de definir a las formas farmacéuticas orales de
liberacién modificada, Ballard y Nelson en 1970 proponen una clasificacion dividiéndolas de la

siguiente manera:

e Formas farmacéuticas de liberacién sostenida

Son aquellas en donde inicialmente se libera tan solo la cantidad necesaria de principio activo
pretendiéndose obtener una respuesta farmacoldgica deseada de forma répida, para posteriormente
presentar una liberacion continua de tal forma que las velocidades tanto de absorcion del principio
activo como de eliminacion sean iguales durante un tiempo prolongado. Normalmente se habla de
tiempos comprendidos entre 10 y 24 horas observandose que estas formas farmacéuticas presentan
una cinética de liberacion de orden cero, logrando asi mantenerse un nivel constante de principio

activo a nivel plasmatico (Sufie, 2003, pp.31-35).

e Formas farmacéuticas de liberacion prolongada

A diferencia de la forma farmacéutica descrita anteriormente se puede decir que las formas de
liberacion prolongada, al inicio, liberan una cantidad suficiente del farmaco e incluso un ligero
exceso para conseguir la accion terapéutica sin causar repercusiones toxicas para el organismo.

Posteriormente la liberacion del principio activo se da de manera lenta y a una velocidad que no es
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igual a la velocidad de eliminacion obteniéndose asi una liberacion lenta pero no constante,

observandose niveles plasmaticos que varian dentro de la zona terapéutica (Sufie, 2003, pp.31-35).
e Formas farmacéuticas de liberacion repetida

Se refieren a las formas farmacéuticas que en un inicio liberan una cantidad simple de principio
activo para en un tiempo posterior liberar otra dosis igual. Durante el intervalo de tiempo entre la

liberacion de las dosis no se da liberacion del farmaco.
¢ Formas farmacéuticas de liberacion retardada o diferida

Se emplean para conseguir la liberacion del principio activo a nivel de tracto digestivo en
dependencia del pH de la zona en donde se quiere que dicho principio activo cumpla su accion
terapéutica. Su utilizacion se centra principalmente en la elaboracion de comprimidos
gastrorresistentes y para cuando se quiere que la liberacién del principio activo se de en el colon (en

la primera porcion) (Sufie, 2003, pp.31-35).

A manera de resumen en la figura 3-1 se muestran los diferentes perfiles de concentracion
plasmatica obtenidos de los diferentes tipos de formas farmacéuticas orales de liberacion

modificada.

4 Posibilidad de
,’f\ 3 " efectos secundarios A Forma convencional

8. Accion retardada

S
T i X — Conceniracon eficaz
11& A - C: Acgion repefida

D: Acdion prolongada

 Débil o nula respuesta
f/ / e farmacologica E: Acgdn sostenida

Concentracon de farmaco en sangre
e

Tiempo
Figura 3-1. Perfiles de concentracion plasmatica
Fuente: (Sufie, 2003)
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1.4.  Microencapsulacién

1.4.1. Definicién

Se entiende por microencapsulacion al proceso por el que varias sustancias pueden ser encapsuladas
dentro de una capa de tamafio microscopico con el fin de protegerla y de liberarla posteriormente.
Mas especificamente la microencapsulacion es el proceso en donde se encierran o0 se contienen

pequefias particulas, un liquido o un gas dentro de una capa de recubrimiento o de una matriz
(Gaonkar et al., 2014, pp.557-69).

El proceso de microencapsulacion tradicional no utiliza aquellas cdpsulas de mas de 3 mm de
longitud, encapsulaciones que se encuentran dentro del rango comprendido entre 100 nm y 1000 nm
son clasificadas como microcapsulas mientras que los componentes que se encuentran entre 1 nmy

100 nm son clasificados como nanocapsulas (Gaonkar et al., 2014, pp.557-69).

Este método nos permite proteger muchos compuestos funcionales como son antioxidantes,
enzimas, polifenoles y micronutrientes para distribuirlos en un blanco especifico de una manera

controlada, protegiéndolos de las caracteristicas hostiles del medio en donde van a ser liberados
(Kwak, 2014, pp.57-63)

1.4.2. Tipos de microcapsulas

La formay la estructura es decir la morfologia de la microencapsulacion se encuentra dentro de tres

categorias (Figura 4-1):

e Microcapsulas

Son llamadas asi ya que tienen una morfologia nlcleo—cubierta muy bien definida, pudiendo llevar

en su interior una sustancia activa ya sea esta solida o liquida obteniéndose asi un sistema

heterogéneo (Gaonkar et al., 2014, pp.557-69).
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e Microesferas

Este tipo de macroparticulas estdn constituidas por una red continua de material soporte o
polimérico en donde la sustancia o componente a ser encapsulado esta dispersado en forma

molecular constituyendo un sistema homogéneo (Murillo et al., 2001, pp.19-34)
e Microcéapsulas homogéneas o microesferas heterogéneas
Sistemas intermedios entre los dos estados, homogéneos en formas multinucleares y heterogéneas

de dispersiones particulares. Se caracterizan porque presentan en algunas zonas mayor cantidad de

principio activo (zonas ricas) con respecto a otras (zonas pobres) (Murillo et al., 2001, pp.19-34)

Principio active

Motriz
polimérica

i b. microcapsule homogénea o
microesfera heterogénea

Prircipio activo + matriz polimérica

<. microesfera

Figura 4-1. Tipos de microcapsulas
Fuente: (Murillo et al., 2001, p. 22)

1.4.3. Beneficios de la microencapsulacion en el campo farmacéutico.

El uso de la microencapsulaciéon ha dado lugar a una serie de beneficios ya sea a nivel tecnolégico
como a nivel de paciente (cumplimiento de los tratamientos). José Luis Vila Jato en su libro
Aspectos fundamentales de los sistemas farmacéuticos y operaciones bésicas, volumen | (Vila Jato,
2008, pp.571-82), sefiala que en el campo farmacéutico desde el punto de vista tecnoldgico la

microencapsulacion reporta los beneficios siguientes:

e Estabilizacién de moléculas activas inestables: brinda proteccion a las sustancias o principios
activos encapsulados de factores tanto fisicos como quimicos dentro y fuera del organismo.

¢ Modifica las caracteristicas del principio activo principalmente la solubilidad, permeabilidad.
18



e Permite la conversion de principios activos liquidos en formas sélidas mas manejable y de fécil
almacenamiento.

¢ Inclusién de principios activos incompatibles en la misma forma farmacéutica.

Por otro lado desde el punto de vista biofarmacéutico y terapéutico los beneficios que presenta la

microencapsulacion se podrian resumir en:

Reduccién del efecto irritante causado por algunos medicamentos en la mucosa gastrica e

intestinal.

e Permite enmascarar olor y sabor mejorando indudablemente la aceptacion por parte del
paciente.

e Permite controlar la liberacion del farmaco de manera localizada en dependencia del pH del
medio.

e Permite una distribucién mas homogénea del principio activo en el tracto gastrointestinal,
siendo, ademads, su tiempo de transicion intestinal mucho menos influenciable por la
alimentacion.

e Aumenta la biodisponibilidad del principio activo ya que impide que pueda sufrir degradacién o

pérdida a lo largo del trayecto hasta llegar al lugar de la liberacion.

1.4.4. Métodos de microencapsulacion

En la actualidad la utilizacion de la técnica de microencapsulacion se ha convertido en un proceso
muy atractivo principalmente en el area farmacéutica por las ventajas que la microencapsulacién
presenta. Existen una serie de métodos y técnicas para elaborarlas pero se las puede clasificar en

tres como se describe a continuacion en la tabla 3-1.

19



Tabla 3-1. Métodos para la obtencion de microcapsulas

Recubrimiento por
lecho fluidizado.

Separacién por

suspension rotacional.

Gelacién [onica.

METODOS
Fisicos Fisicoquimicos Quimicos
Secado por Coacervacion simple o | Inclusién molecular.
atomizacion. compleja.
Polimerizacién
Extrusion. Liposomas. interfacial.

Fuente: (Gharsallaoui et al., 2007, p. 1118)
Elaborado por: (Velasco, 2016)

La utilizacion de un método especifico para la obtencion de las microcapsulas dependera del
tamafio de particula requerido, de las propiedades fisicas y quimicas del agente encapsulante asi

como del activo, de los costos y de la aplicacién de las macroparticulas, entre otros (Gharsallaoui et al.,

2007, pp.1107-21).

Con respecto al tamafio de la particula este estara en funcion del método utilizado, como se observa

en el cuadro 2, en dependencia del método se obtendran los siguientes tamafios de particulas:

Tabla 4-1. Tamafio de particula en funcion del método.

METODO TAMANO DE LA PARTICULA
Coacervacién 1-1000 um
Polimerizacién interfacial 1-1000 um
Extraccion / evaporacion del solvente 0.1-1000 pm
Atomizacién v atomizacion - congelacidn 1-1000 um
Suspensidn en aire 50-5000 um
Gelacion idnica =1000 um

Fuente: (Gharsallaoui et al., 2007)
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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1.4.4.1. Gelificacién lonica

Técnica utilizada para formar la cubierta de las microcapsulas la cual se lleva a cabo mediante una
reaccion de gelificacion idnica entre dos sustancias con carga opuesta, por lo general un
polisacarido (polianion) y un ion (cation). Las cubiertas formadas entre si tienen la caracteristica de
ser insolubles, pero lo suficientemente permeables como para liberar el farmaco (Helgerud et al., 2010,
pp.48-67)

1.4.5. Materiales usados en microencapsulacion

La variedad de materiales que pueden emplearse en microencapsulacién se va ampliando
gradualmente en funcion, tanto, de nuevos biomateriales investigados como de nuevas aplicaciones
de la microencapsulacion. En el pasado las microcapsulas estaban destinadas a ser administradas
Unicamente por via oral, sin embargo, actualmente existen en el mercado una amplia variedad de
formulaciones destinadas a su administracion por via parenteral, razén por la cual se ha clasificado

en tres categorias a los materiales capaces de construir microcapsulas: grasas, proteinas y polimeros
(Vila Jato, 2008, pp.577-82)

1.45.1. Polimeros

Debido a su gran versatilidad, ésta es la familia de materiales mas utilizada en microencapsulacion,
encontrandose dentro de este grupo a los polimeros naturales, semisintéticos y sintéticos. Los
polimeros naturales son basicamente de naturales polisacarida pudiendo ser de origen vegetal o
animal, dentro de esta clasificacion encontramos el alginato, el dextrano, la goma arabiga y el

quitosano.

Con respecto a los polimeros semisintéticos, éstos se refieren a los derivados celuldsicos los cuales
poseen diferentes caracteristicas de solubilidad, es asi que dentro de los polimeros semisintéticos
insolubles tenemos al acetobutarato de celulosa y etilcelulosa, mientras que el acetoftalato de

celulosa presenta una solubilidad que es dependiente del pH.

Finalmente al hablar de polimeros sintéticos los méas destacables son los derivados acrilicos y los
poliésteres. Los derivados acrilicos abarcan polimeros insolubles con diferente grado de

permeabilidad asi como diferente grado de solubilidad que es dependiente del pH ofreciendo asi
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mayor probabilidad de controlar la liberacidn del principio activo. Por otro lado los poliésteres son
biodegradables razén por la cual su uso es permitido para administracién por via parenteral, un

ejemplo de este tipo de polimero es la poliepsiloncaprolactona (Vila Jato, 2008, pp.577-82).

Con respecto a la velocidad de liberacion del principio activo encapsulado Jose Vilajato dice que
ésta puede controlarse en virtud de la seleccion del polimero que presente una adecuada velocidad

de degradacion.

1.4.5.2. Quitosano

Es el resultado de una N-desacetilacion de la quitina, es la forma modificada que le proporciona
mejores propiedades de reactividad y de solubilidad. Con respecto a su estructura (Figura 5-1) se la
considera un polimero catidnico lineal, con un peso molecular elevado, biodegradable y por lo tanto

amigable con el ambiente (Marmol et al., 2011, pp.53-58)

El quitosan es similar en estructura a la celulosa, los dos estdn compuestos por monosacaridos
lineales con enlaces B-(1-4). Los grupos aminos primarios le otorgan propiedades especiales que
hacen que el quitosan resulte sumamente Util en aplicaciones farmacéuticas ya que comparado con

muchos otros polimeros naturales el quitosan tiene una carga positiva y es mucoadhesivo.
(Mohammadpourdounighi et al., 2010, pp.137-43)

Quitosano CHg

CHyOH co
*~0 \ 0 NH £~
r-— HOT,‘-.\ ]'//' .

' \ J/ 0 ~ '/ |

NH2 CHROH
Figura 5-1. Estructura del quitosano

Fuente: (Marmol et al., 2011)

Los polimeros naturales biodegradables son preferidos como sistemas controlados de liberacién de
medicamentos ya que poseen una baja toxicidad, facil disponibilidad y una elevada

biocompatibilidad. Dentro de los polimeros naturales el quitosano es el que juega un rol importante
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en la formulacién de este tipo de sistemas de distribuciéon de medicamentos debido a las

caracteristicas que presenta.

En pH &cido los grupos aminos pueden someterse a protonacion haciéndolo soluble en agua. La
solubilidad del quitosan depende de la distribucion de los grupos aminos libres y de los grupos N-
acetil. Posee una buena adhesidn, capacidad de coagulacién y actividad inmunoestimulante. El
quitosan presenta muchas ventajas, particularmente para el desarrollo de micro y nanoparticulas;
entre ellas encontramos la capacidad de controlar la liberacion de agentes activos, evita el uso de
disolventes organicos peligrosos durante la fabricacion de la particula, es una poliamina lineal que
posee varios grupos aminos libres facilmente disponibles para el entrecruzamiento con aniones
multivalentes, su caracter mucoadhesivo el cual incrementa el tiempo residual en el sitio de

absorcién. (Mohammadpourdounighi et al., 2010, pp.137-43)

Ademas de las caracteristicas antes mencionadas el quitosan puede ser utilizado para la obtencion
de microcépsulas, mediante la técnica de gelacién idnica, ya que le otorga a las microparticulas

mayor estabilidad, forma mas definida y un tamafio homogéneo. (Flores - Belmont & Jiménez - Munguia,
2013, pp.48-56)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de investigacion

La investigacién se llevo a cabo en el laboratorio de Productos Naturales y Andlisis Instrumental de
la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.2.  Equiposy Reactivos

2.2.1. Equipos

e Estufa Memmert SNB400

e \Vortex

e Centrifuga

e Balanza analitica Radwag

e Espectrofotometro Cole Parmer S-2150
e Agitador magnético DragonLab MS-S
e Microscopio éptico.

e Sonicador bransonic modelo B220

2.2.2. Materiales

e Vasos de precipitacion de 25 mL
e Vasos de precipitacién de 150 mL
e Espatula

e Balones aforados de 100 mL

e Balnes aforados de 10 mL

e Probeta de 100 mL
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Probeta de 1000 mL

Tubos para centrifuga

Tubos de ensayo

Gradilla

Varilla de agitacion

Micropipeta 10-100 pL

Micropipeta 100 — 1000 pL

Pipeta volumétricade 5 mL y 10 mL
Guantes de manejo

Mascarilla

Discos de filtrado Whatman Uniflo 0,45 um PVDF

2.2.3. Reactivos

Acido acético

Acido clorhidrico 1%

Etanol anhidrido

Etanol 10, 20, 30, 40, 50 porciento
Agua destilada

Quercetina

Quitosano

Tripolifosfato (TPP)

Técnicas y métodos

La metodologia usada en la investigacion se describe en la Figura 1-2, en donde se resumen los
procedimientos llevados a cabo para la obtencién de las microcapsulas, dentro de los cuales se
encuentran los ensayos previos de solubilidad de quercetina y la determinacion de las
concentraciones Optimas de quitosan y tripolifosfato para la formacion de microcapsulas. También
se presenta en la figura 2-2 el procedimiento para la obtencién de microcapsulas a partir de CS y

TPP y en la figura 3-2 se resume la metodologia para determinar el porcentaje de eficiencia de

encapsulacion.
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Solubilidad de quercetina <

Ensayos preliminares

v

Solubilidad en etanol puro

v

\ 4
Pesar 50 mg de
quercetinay
disolver en 10 mL
de etanol anhidrido.

Solubilidad mezclas
Etanol-Agua

A 4

Preparar soluciones
etanol-agua en
proporciones 20-80,
30-70, 40-60, 50-50

\ 4

P Sonicar por 20 minutos |

Pesar 50 mg de
quercetinay
disolver en 10 mL
de cada solucion.

Filtrar a través de una membrana de 45 um

Realizar una curva de calibracién (272 nm) de la
solucién de etanol puro en concentraciones 5, 10,
15,20y 25 ppm

Evaluar la solubilidad de quercetina en las mezclas
etanol-agua tomando como referencia la curva de
calibracién de la solucién de etanol puro.

Figura 1-2. Ensayos previos para la obtencion de microcapsulas

Elaborado por: (Velasco, 2016)
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.| Determinacién concentraciones CS/TPP
para la formacién de microcédpsulas.

Preparar soluciones de
quitosan al 0.05, 0.1, 0.5, y
1%

Preparar soluciones de
tripolifosfato al 0.05, 0.1,
05vy1%

v

Disolver en una solucién de
ac. Acético 1.75 veces
mayor a la concentracion
de quitosano.

) 4

Disolver en agua destilada

Afadir a 5 mL de quitosan, gota a gota, un volumen de
0.25, 1.0, 2.0, 2.5y 3.0 mL de TPP en funcién de cada
concentracion de quitosan preparada bajo agitacion

constante y temperatura ambiente

Analizar visualmente las muestras y
clasificarlas en 3 sistemas: solucién
clara, suspension opalescente y
agregados (en forma de precipitados)




Obtencidon de microcapsulas a partir de CS

v

Preparar soluciones de
quitosanal 0.1,0.2y 0.3 %

L

v

Preparar soluciones de
tripolifosfato al 0.02, 0.04,
0.06, 0.07,0.08y 0.1 %

Disolver en una soluciéon de
ac. Acético 1.75 veces
mayor a la concentracion
de quitosano.

Disolver en agua destilada

Anadir a 5 mL de quitosan, gota a gota, un
volumen de 2 mL de TPP en funcidn de cada
concentracion de quitosan preparada bajo
agitacion constante y temperatura ambiente

Analizar visualmente las muestras y
clasificarlas en 3 sistemas: solucién
clara, suspension opalescente y
agregados (en forma de precipitados)

Mediante microscopio 6ptico
identificar la presencia de las
microcapsulas

Figura 2-2. Obtencion de microcépsulas a partir de CS 'y TPP

Elaborado por: (Velasco, 2016)




Eficiencia de Encapsulacién de
quercetina

¥ | Y

Pesar 5 mg de quercetinay

disolverl 99,825 mL del Preparar soluciones de
ISolveria en J5.62> mi de 1a TPP de 0.06, 0.07 y 0.08 %
mezcla etanol-agua 30-70

Agregar a la solucion l

anterior 0.175 mL de
acido acético Disolver en agua destilada

v

Pesar 100 mg de quitosano y disolverlo
en la solucidn de quercetina, etnaol-
agua y acido acético

Anadir 2 mL de TPP a la solucién
de quitosano bajo constante
agitacion a temperatura
ambiente

v

Trasvasar el contenido a un
tubo de ensayo y centrifugar
por media hora a 2500 rpm

v

Analizar el sobrenadante
mediante espectrofotometria
a272nm

v

Calcular el % de eficiencia de
encapsulacion aplicando la férmula:
%EE= ((A - B)/A)x 100

v

Donde:
A= Cantidad inicial de quercetina
B= Cantidad libre de quercetina

v

Realizar el mismo procedimiento, para
cada ensayo propuesto en el disefio
experimental, por triplicado.

Figura 3-2. Eficiencia de encapsulacion
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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2.3.1. Solubilidad de la quercetina

El ensayo de solubilidad de quercetina se llevd a cabo mediante la preparacién de dos
soluciones, una en etanol puro y otra en una mezcla de etanol-agua en diferentes proporciones.
Para la solucidn de etanol puro se pes6 50 mg de quercetina, se aford con etanol a un volumen
final de 10 ml, se sonicd por 20 minutos utilizando un sonicador marca bransonic modelo B220,
posteriormente se procedi6é a filtrar utilizando un disco de filtrado Whatman Uniflo 0,45 pum

PVDF, y se realizaron diluciones con concentraciones finales de 5, 10, 15, 20 y 25 ppm.

Utilizando las concentraciones anteriormente preparadas se procedié a elaborar una curva de
calibracion de quercetina para lo cual se utilizd un espectrofotometro de marca Cole Parmer S-
2150 como instrumento de medicion. Las lecturas de las absorbancias se realizaron a una

longitud de onda de 272 nm como describe la metodologia propuesta por (Sohrabi & Darabi, 2016)

Para evaluar la solubilidad de quercetina en las mezclas etanol-agua se prepararon cuatro
soluciones con proporciones 20/80, 30/70, 40/60 y 50/50. Al igual que con la solucién de etanol,
se peso 50 mg de quercetina y se aforé a un volumen final de 10 mL con cada mezcla, se sonicé
por 20 minutos utilizando un sonicador marca bransonic modelo B220, posteriormente se filtro

la solucion utilizando un disco de filtrado Whatman Uniflo 0,45 um PVDF

Para determinar la cantidad de quercetina disuelta en cada mezcla (solubilidad méxima) se
tomaron diferentes volimenes de las soluciones antes mencionadas (etanol-agua 20/80, 30/70,
40/60 y 50/50), como se muestra en la tabla 1-2. Todas las alicuotas fueron llevadas a un
volumen final de 10 mL utilizando balones aforados, y se procedio a leer las absorbancias en un
espectrofotometro Cole Parmer S-2150 a una longitud de onda de 272 nm como se describid

anteriormente.

Tablal-2. Alicuotas de las mezclas etanol-agua.

Mezcla Alicuotas, pL

etanol - agua
20/80 3000 3500 4000 4500 5000
30/70 1000 1500 2000 2500 3000
40/60 500 600 700 800 900
50/50 400 500 600 700 800

Elaborador por: (Velasco, 2016)
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2.3.2. Determinacién de las concentraciones de CS y TPP para la formacion de

microcapsulas.

Para determinar la concentracién a las que el CS y el TPP formaron microcépsulas se utiliz6 la
metodologia descrita por (Calvo et al., 1996, pp.1-8) . Para la obtencion de microcdpsulas se
prepararon soluciones de quitosan y TPP a las mismas concentraciones 0.05, 0.1, 0.5y 1%, para

lo cual se pesaron 50, 100, 500 y 1000 mg respectivamente de cada sustancia.

Para disolver el CS se prepararon soluciones de &cido acético* 1.75 veces mayor a la
concentracion de quitosan es decir soluciones de 0.0875, 0.175, 0.875 y 1.75%. Para disolver el
TPP se utilizd agua destilada, un volumen de 100 mL, y se ajusto la solucion a un pH final de 5

utilizando &cido clorhidrico al 1%.
Una vez preparadas las soluciones de CSy TPP se procedi6 a realizar el ensayo:

e En 5 vasos de precipitacion de 25 mL se afiadieron 5 mL de la solucién de quitosan al
0.05%.

e Se identificaron los vasos etiquetdndolos con la concentracion de CS y un nimero del 1 al
5.

e Se sometid a agitacién magnética cada vaso a una velocidad de 500 rpm.

e Al minuto de agitacion a cada vaso se agreg0, gota a gota, un volumen diferente de TPP de

concentracion 0.05%, como se muestra en la figura 4-2.
e Se mantuvo en agitacion por un tiempo de 15 minutos.

TPP

0.5%

0.25 mL 3.0 mL

g .. U .. 3
= 4 & ¢ g

C5#1 @ C5#3 @ CS 5

CS#2 CS#4

Figura 4-2. VVolumenes de TPP afiadidos al CS
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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Se repitid el ensayo bajo las mismas condiciones detallas anteriormente, variando Unicamente la
concentracion de quitosan y de TPP las cuales fueron 0.1, 0.5y 1%. Una vez obtenidos todos
los vasos con las soluciones de CS 'y TPP en diferentes concentraciones se procedi a clasificar

visualmente el contenido en tres sistemas claramente identificables:

e Solucion clara.
e Suspensién opalescente.

e Agregados (en forma de precipitados).

Una vez realizada la clasificacién e identificacion de las concentraciones en las que se observo
la formacion de una suspensidn opalescente se procedié a realizar el ensayo bajo nuevas

condiciones como se explica a continuacion:

e Se prepararon soluciones de CS al 0.1, 0.2 y 0.3% pesandose 100, 200 y 300 mg
respectivamente., se disolvieron en una solucién de acido acético* 1.75 veces mayor que la
concentracion de CS es decir se prepararon soluciones de &cido acético de concentracion
0.175, 0.350 y 0.525%.

e Se prepararon soluciones de TPP al 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1% por lo tanto se pesaron 20,
40, 60, 80 y 100 mg respectivamente y fueron disueltos en 100 mL de agua destilada. Se

ajusto la solucién a un pH final de 5 utilizando &cido clorhidrico al 1%.

Ya preparadas las soluciones de CS'y TPP se procedi6 a realizar el ensayo:

En 5 vasos de precipitacion de 25 mL se afiadieron 5 mL de la solucion de quitosan al 0.1%.

Se identificaron los vasos etiquetandolos con la concentracion de CS y un numero del 1 al
5.

Se someti6 a agitacion magnética cada vaso a una velocidad de 500 rpm.

Al minuto de agitacidn a cada vaso se agregd, gota a gota, un volumen fijo de 2.0 mL de las

soluciones de TPP, como se muestra en la figura 5-2.

Se mantuvo en agitacion por un tiempo de 15 minutos.

Se repitio6 el ensayo bajo las mismas condiciones detallas anteriormente, variando GUnicamente la
concentracion de quitosan las cuales fueron 0.2 y 0.3%. Una vez obtenidos todos los vasos con
las soluciones de CS y TPP en diferentes concentraciones se procedio a determinar visualmente

a que concentracion se obtuvo una suspensién opalescente. Finalmente con la ayuda de un
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microscopio optico se identificd la presencia de microcépsulas en la concentracion seleccionada

como la mejor.

* Las soluciones de &cido acético se prepararon utilizando la mezcla etanol-agua 30/70 como

solvente.

TPP

0.02 % 0.1%

g .. 4 .1
= 4 W ¥ =

cs#1 CS#3

™ w

cs#2 Cs#4

Figura 5-2. Soluciones de TPP afiadidas a cada solucion de CS
Elaborado por: (Velasco, 2016)

2.3.3. Determinacién de la eficiencia de encapsulacion

Para determinar la eficiencia de encapsulacion de las microcapsulas a partir de las
concentraciones de CS 'y TPP se elabor6 una curva de calibracion, para ello se prepararon 100
mL de una soluciéon madre que contenia Quitosan al 0.1%, Quercetina 5 mg, acido acético

0.175% y como solvente una mezcla de etanol-agua 30/70.

Se prepararon cinco diluciones con una concentracion final de 10, 20, 30, 40 y 50 ppm tomando
de la solucion madre alicuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 mL y llevandolas a un volumen final de 10 mL
utilizando como medio de dilucién una solucién de CS 0.1%, &cido acético 0.175% Yy una
mezcla de etanol-agua 30/70. La recoleccion de datos se realizd con un espectrofotometro Cole

Parmer S-2150 a una longitud de onda de 272 nm.
Se utiliz6 un disefio experimental robusto de taguchi de tres niveles y tres factores de tipo L27
(373) con el fin de determinar el nimero de ensayos a desarrollarse para determinar la eficiencia

de encapsulacion, para este fin se manejaron tres variables las cuales fueron el tiempo de
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agitacion (TA), la velocidad de agitacion (VA) y la proporcion entre CS'y TPP (Ratio) como se
ve en el Anexo A.

Ya una vez definido el nimero de ensayos y con los datos de la curva de calibracion se procedio

a realizar el ensayo como se detalla a continuacién:

e Se pesO 5.0 mg de quercetina y se disolvi6 en 99.825 mL de una mezcla etanol-agua 30/70.

e Alasolucidn anterior se afiadié 0.175 mL de &cido acético.

e Se pesd 100 mg de quitosano y se disolvio en la solucién de quercetina, acido acético y
etanol-agua 30/70 obteniéndose una solucién de CS al 0.1%.

e Se prepararon tres soluciones de TPP a diferentes concentraciones 0.06, 0.07 y 0.08 %,
pesandose 60, 70 y 80 mg respectivamente y se disolvieron en 100 mL de agua destilada.

e Las soluciones de TPP se ajustaron a un pH final de 5 utilizando &cido clorhidrico 1% como
agente acidulante.

e En un vaso de precipitacién de 25 mL se afiadié 5.0 mL de la solucion de CS, quercetina,
acido acético y la mezcla etanol-agua y en base a las condiciones propuestas en el anexo A
se afladieron, gota a gota bajo agitacion constante y temperatura ambiente, 2.0 mL de TPP
dejandose agitar la mezcla durante el tiempo sugerido.

e Finalizada la agitaciéon se trasvasé el contenido del vaso a un tubo de centrifuga y se
procedio a centrifugar la mezcla por 30 minutos a una velocidad aproximada de 2500 rpm.

e Se analiz6 el sobrenadante mediante espectrofotometria y se leyeron las absorbancias a una
longitud de onda de 272 nm.

e Para calcular el porcentaje de eficiencia de encapsulacion se utiliz6 la formula %EE= ((A-
B)/A) x 100 donde A representa la cantidad inicial de quercetina y B representa la cantidad
libre de quercetina.

e Finalmente realizar el mismo procedimiento, para cada ensayo propuesto en el ensayo

experimental, por triplicado.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.  Solubilidad de quercetina

Los resultados obtenidos representan la solubilidad de la quercetina en cada una de las mezclas

etanol — agua, y fueron comparadas con la curva de calibracion en etanol al cien por ciento.

Curva de calibracién quercetina
Etanol cien por ciento

1.2
" » y =0.0387x + 0.0746

/ R? = 0.9968
0.8 /
0.6
/ & Seriesl
0.4
/ — Lineal (Series1)

Abs

0.2

[ppm]

Grafico 1-3. Curva de calibracion de quercetina
Elaborado por (Velasco, 2016)

Tabla 1-3. Solubilidad de quercetina

en mg

Etanol,% | Quercetina, mg
20 0.20878553
30 0.598966408
40 1.207005455
50 3.400516796

Elaborado por: (Velasco, 2016)

Como se observa en el grafico 1-3 se obtuvo la ecuacion de la recta de la curva de calibracién

de quercetina en etanol al cien por ciento la cual fue y = 0.0387x + 0.0746 y un coeficiente de
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correlacion R= 0.9968, la misma que nos permitié calcular los mg totales de quercetina

disueltos en cada una de las mezclas etanol — agua.

Solubilidad Quercetina

w
w s
[

oo
€
m~2.5
£
4&; 2
[S)
o 15
=]
g d
0.5 L
°
0
0 10 20 30 40 50 60

% Etanol

Grafico 2-3. Solubilidad Quercetina
Elaborado por: (Velasco, 2016)

El gréafico 2-3 nos permite visualizar de mejor manera el comportamiento de la quercetina con
respecto a su solubilidad en las diferentes mezclas utilizadas. Como se observa, a manera gque
aumenta el porcentaje de etanol, la solubilidad de la quercetina aumenta llegando a 3.40 mg

cuando el porcentaje de etanol es 50%.

Para los fines buscados en esta investigacion trabajar con un porcentaje de etanol del 50% seria
ideal en términos de solubilidad de quercetina, sin embargo para los ensayos siguientes se debid
analizar la compatibilidad del quitosan con las mezclas etanol - agua, debido a que hasta un
porcentaje de 30% el quitosan no sufre alteracion alguna, pero a partir de un porcentaje de
etanol del 40% el quitosan presentd incompatibilidad con la mezcla etanol — agua viéndose
afectada su solubilidad, ya que el quitosan en concentraciones de etanol al 40% o superiores
forma films segun lo descrito por (Pérez - Diaz et al., 2015, pp.317-23). Por lo tanto para los
fines consiguientes se utilizO una mezcla de etanol — agua 30/70 lo que representd una

solubilidad de quercetina de 0.59 mg/mL.

Al comparar los datos obtenidos en la tabla 1-3 con la cantidad de quercetina utilizada para
preparar las muestras (50 mg), se puede encontrar que la solubilidad de la quercetina es
sumamente baja, ya que en el caso de la mezcla etanol — agua 30/70 la cantidad realmente

solubilizada representa tan solo el 1.18%.
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3.2. Determinacion de las concentraciones de CS y TPP para la formacion de

microcépsulas.

Tal como se detalla en la metodologia, la determinacion de las concentraciones de quitosan y
TPP para la formacion de microcapsulas se realizé en dos pasos. En el primero se manejaron
concentraciones iguales de ambas sustancias 0.05, 0.1, 0.5 y 1 % pero se varidé el volumen en el
caso del TPP. En todos los ensayos se utilizo 5 mL de CS mientras que para el TPP los
volimenes fueron de 0.25, 1.0, 2.0, 2.5y 3.0 mL.

Una vez realizados los ensayos se procedi6 a clasificar las soluciones obtenidas en tres grupos:
solucion clara, microcapsulas y agregados. Se logro determinar que a la concentracion 0.05% de
CS y TPP no se form6 nada por lo que se clasifico como solucién clara (Anexo E). A la
concentracion 0.1% de CS y TPP a un volumen de 0.25 mL se clasific6 como solucion clara,
pero a las soluciones con volimenes de 1.0, 2.0, 2.5, y 3.0 mililitros de TPP se clasificd como

microcapsulas ya que se observé la formacién de una suspension opalescente (Anexo E).

Se realiz6 el mismo procedimiento con la solucion al 0.5% y se obtuvo que a un volumen de
0.25 mL de TPP se formd una suspensién opalescente por lo cual se clasific6 como
microcépsulas pero a partir de 1 mL de volumen se observd claramente la formacion de
agregados, por lo cual, se clasifico como tal. En el caso de la solucién al 1% de CS'y TPP se

observo que en todos los volimenes se formaron agregados.

En la figura 1a-3 se explica graficamente la clasificacion de los tres sistemas (solucién clara,

microcépsulas y agregados) en funcion de las concentraciones, en mg, de CSy TPP.

O agregado
Cmicrocap
1.5007 * 0O Q X solucion o
e o [s] o
1.000 x O o o
o
o
-
5007 * O (=] [s]
® x (m] o
000! T T T | . 1
oo .20 40 B0 80 1.00

CS
Figura 1a-3. Identificacion de la formacion de microcépsulas, paso 1
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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En el siguiente ensayo se manejaron diferentes concentraciones para cada sustancia, para el CS
se prepararon soluciones al 0.1, 0.2 y 0.3 % mientras que para el TPP se prepararon soluciones
al 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 %. En todos los ensayos se utilizaron 5 mL de CSy 2 mL de TPP

y se procedio con la determinacién como se explico en la metodologia.

Una vez realizados los ensayos se clasificd las soluciones en los tres sistemas anteriormente
definidos, y se observd que a una concentracion de CS del 0.1% y una concentracion de TPP de
0.02 y 0.04 % no se formo nada por lo que se clasificd como solucién clara, a una concentracion
de TPP de 0.06 y 0.08 % se observo la formacion de una suspensidn opalescente por lo cual se
clasific6 como microcépsulas, y a una concentracion de TPP del 0.1% se observo la formacion

de agregados por lo que se clasificé como tal (Anexo F).

Con respecto a la concentracion de CS 0.2% se observo que los ensayos con concentraciones de
TPP 0.02 y 0.04 % no formaron nada por lo que fueron clasificados como solucion clara, a una
concentracion de TPP 0.06% se observo la formacion de una suspension opalescente y se
clasifico como microcapsulas, y a una concentracién de TPP del 0.1% el ensayo se clasificd

como agregados.

Finalmente con la concentracion de CS de 0.3% se pudo observar que con todas las
concentraciones de TPP se formaron agregados por lo que fueron clasificados con esa

denominacién.

En la figura 1b-3 se resume gréaficamente la clasificacion en los tres sistemas anteriormente
planteados que permitieron identificar la formacion de microcapsulas en funcion de las nuevas

concentraciones de CSy TPP.

Se observo en el microscopio 6ptico una muestra de la solucion CS/TPP 0.1/0.06 % y CS/TPP
0.1/0.08 %, con el lente de 40X lograndose identificar la presencia de las microcapsulas como

se indica en el Anexo H.

Como resultado final del ensayo se obtuvo que las concentraciones 6ptimas a las que el quitosan
y el tripolifosfato formaron microcapsulas fueron CS 0.1% y TPP 0.06 y 0.08 %; y CS 0.2% con
TPP 0.06%. Estos resultados son comparables con los obtenidos por (Calvo et al., 1996) en
donde sefiala que la concentracion de CS puede llegar hasta 0.4% (4 mg/mL) mientras que la
concentracion de TPP es maximo de 0.075% (0.75mg/mL) teniendo en cuenta que a
concentraciones superiores a 0.2% de CS el tamafio de la microparticula aumenta y puede

formar agregados.
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Por las razones antes mencionadas para proceder a realizar la determinacion de la eficiencia de
encapsulacion de quercetina se propuso realizar los ensayos tomando en cuenta tres
proporciones de CS/TPP, la primera 0.1/0.06 %, la segunda 0.1/0.07 % y la tercera 0.1/0.08 %.

O agregado
O microcap
4004 © o X zolucion g
080 O o] Q
o
g
oo O a o
040 x x o
020 Y T Y T T
10 15 .20 25 30

cs

Figura 1b-3. Identificacion de la formacion de microcapsulas, paso 2
Elaborado por: (Velsaco, 2016)

3.3.  Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

Para llevar a cabo la determinacion de la eficiencia de encapsulacion previamente se realizd una
curva de calibracion con el fin de obtener la ecuacion de la recta que nos permitié calcular la

eficiencia de encapsulacion para cada ensayo propuesto.

Curva de calibracién
Quitosan-Quercetina

1.5

8 1 y =0.0138x + 0.2873
2 / R? = 0.9907
.g 0.5 @ Seriesl
° . V
3 —— Lineal (Series1)
< 0

0 20 40 60

[ppm]

Grafico 3-3. Curva de calibracién Quitosan-Quercetina
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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Como se observa en el gréfico 3-3 la ecuacion obtenida fue y= 0.0138 x + 0.2873 con un
coeficiente de correlacion 0.9907. Con estos datos se procedio a realizar el ensayo por triplicado
tomando en cuenta la metodologia propuesta en el apartado 2.3.3 y variando las

condiciones para cada ensayo como se muestra en el Anexo A.

Una vez centrifugadas las muestras se procedid a leer las absorbancias de cada uno de los 27
ensayos a una longitud de onda de 272 nmy se calculd la concentracion, en ppm, de quercetina
libre en la solucién utilizando la ecuacion de la recta previamente descrita. Los resultados

obtenidos se muestran en el Anexo |.
Para calcular el % de eficiencia de encapsulacion se utiliz6 la formula %EE= ((A-B)/A) x 100,
donde A representa la cantidad inicial de quercetina y B representa la cantidad libre de

quercetina.

Caélculo del porcentaje de eficiencia de encapsulacién para el ensayo 3

Tubo 1.
A—B
% EE = TX 100
50 ppm — 10.920
% EE = 0 X100
% EE = 78.159
Tubo 2.
% EE = %X 100
50 ppm — 11.210
% EE = 0 X100
% EE = 77.579
Tubo 3

A—-B
%EE=TX1OO

50 ppm — 11.717
% EE = =0 X100

% EE = 76.565
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Promedio del porcentaje de la eficiencia de encapsulacion

% EEP =

78.159 + 77.579 + 76.565

3

% EEP = 77.434

El calculo mostrado corresponde al porcentaje de eficiencia de encapsulacion del ensayo 3, para

el cual se manej6 un tiempo de agitacion de 15 min, una velocidad de agitacién de 250 rpm y

una proporcion CS/TPP 0.1/0.08 %, el cual presentd la mayor eficiencia de encapsulacién con

un porcentaje promedio de 77.434%. En el Anexo J se muestran todos los resultados obtenidos

en funcion de cada ensayo.

3.3.1. Analisis de Taguchi

Andlisis de modelo lineal: Medias vs. Tiempo Agitacion, Velocidad

CS/TPP

Tabla 2-3. Coeficientes de modelos estimados para Medias

agitacién, Proporcién

Coeficientes de modelos estimados para Medias

Término Coef. EE coef. T P

Constante 49.8055 2.598 19.171 0
Tiempo A 15min -3.6375 3.674 -0.99 0.342
Tiempo A 30min 2.2186 3.674 0.604 0.557
Velocidad 1000rpm -6.5575 3.674 -1.785 0.11
Velocidad 250rpm 6.2015 3.674 1.688 0.1
Proporcion 0.1/0.06 -0.1002 3.674 -0.027 0.979
Proporcién 0.1/0.07 -3.9488 3.674 -1.075 0.304
Tiempo A*Proporcién 15min 0.1/0.06 -2.0147 5.196 -0.388 0.705
Tiempo A*Proporcion 15min 0.1/0.07 2.3815 5.196 0.458 0.655
Tiempo A*Proporcion 30min 0.1/0.06 -4.457 5.196 -0.858 0.408
Tiempo A*Proporcién 30min 0.1/0.07 -0.4956 5.196 -0.095 0.926
Velocidad*Proporcién 1000rpm 0.1/0.06 7.4271 5.196 1.429 0.178
Velocidad*Proporcién 1000rpm 0.1/0.07 2.725 5.196 0.524 0.61
Velocidad*Proporcion 250rpm 0.1/0.06 -8.2627 5.196 -1.59 0.138
Velocidad*Proporcion 250rpm 0.1/0.07 -5.4929 5.196 -1.057 0.311

S$=13.50 R-cuad.=57.8% R-cuad.(ajustado) =8.5%

Fuente: Minitab
Elaborado por: (Velasco, 2016)
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Una vez cuantificado el porcentaje de eficiencia de encapsulacién de cada ensayo se procedi6 a
realizar el andlisis de Taguchi mediante un analisis de modelo lineal en donde se compararon las
Medias vs. Tiempo Agitacion, Velocidad agitacion, Proporcion CS/TPP (Tabla 2-3)
obteniéndose un valor p: 0.100 para la variable velocidad 250 rpm lo que nos indica que existe

una diferencia significativa con respecto de los demas variables.

Tabla 3-3. Tabla de respuestas para medias

Tabla de respuesta para medias
_ Tiempo |Velocidad | Proporcion
el Agitacion | agitacion | CS/TPP

1 46.17 43.25 49.71

2 52.02 56.01 45.86

3 51.22 50.16 53.85

Delta 5.86 12.76 8
Clasificar 3 1 2

Fuente: Minitab
Elaborado por: (Velasco, 2016)

La tabla 3-3 muestra el promedio de cada caracteristica de respuesta (medias) para cada nivel de
cada factor. La tabla incluye clasificaciones basadas en estadisticas Delta, las cuales comparan
la magnitud relativa de los efectos. EI programa estadistico Minitab asigna clasificaciones
basadas en los valores Delta; la clasificacion 1 para el valor Delta mas alto, la clasificacion 2

para el segundo mas alto, y asi sucesivamente.

La tabla de respuestas para medias (Tabla 3-3) muestra un valor Delta de 12.76 para el factor
Velocidad de agitacion, obteniéndose una media de 56.01 para el nivel 2 correspondiente a 250
rpm, lo que permitid clasificar a este factor con el nimero 1. Para el factor proporcién CS/TPP
el valor Delta fue de 8, con una media de 53.85 para el nivel tres correspondiente a la
proporcion 0.1/0.08 %, razdn por la cual se clasifico con el numero 2. En base a lo explicado
anteriormente podemos decir que los factores que influyen directamente en el %EE son, en
primer lugar, la Velocidad de agitacion en el nivel 2 (250 rpm) y la proporcién CS/TPP en el
nivel 3 (proporcién CS/TPP 0.1/0.08 %) (Figura 2-3). Debido a que el factor tiempo tiene un
valor p mayor al nivel de significancia 0.10 y su valor Delta es el menor con respecto al resto,

podemaos decir que dicho factor no influye significativamente sobre él %EE.
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En el grafico 4-3 se muestra la gréfica de interaccion para medias en donde se observa
claramente que el factor tiempo de agitacion y proporcion CS/TPP a niveles 2 y 3
respectivamente son los responsables del mayor porcentaje de eficiencia de encapsulacién. Sin

embargo, a pesar de no influir significativamente sobre dicho porcentaje se puede observar que

Modificar factores

Facto

Mombre

B |Veloddad a
C | Proporcion

A |Tiempo Agit| 15min 30min S0min

1000rpm 250rpm S00rpm

Valores de nivel

0.1/0.06 0.1/0.07 0.1/0.08

Figura 2-3: Factores y niveles del disefio experimental

Fuente: Mlinitab

un tiempo de agitacion de 30 minutos fue considerado.

70

50

30

70

50

30

Grafico 4-3. Grafica de interaccion para medias

Tiempo Agitacion

30min

15min

Grafica de interaccion para Medias
Medias de datos

1000rpm

60min

Fuente: Minitab

Elaborado por: (Velasco, 2016)

250rpm

Velocidad agitacion
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Proporcion CS/TPP
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CONCLUSIONES

Mediante el ensayo de solubilidad se encontr6 que para los fines practicos de esta
investigacion la mezcla etanol- agua 30/70 se puede utilizar como solvente ya que no
presentd interaccion alguna con los componentes del ensayo, y mostré una solubilidad de
quercetina de 0.59 mg/mL.

El ensayo de determinacion de las concentraciones de quitosan y tripolifosfato demostrd
que concentraciones 0.1/0.06 %, 0.1/0.07 % y 0.1/0.08 % de CS/TPP formaron
microcapsulas las cuales fueron identificadas mediante microscopio éptico con el lente de
40X.

Se cuantificd la eficiencia de encapsulacién de quercetina mediante espectrometria UV a
una longitud de onda de 272 nm, encontrandose que a un tiempo de agitacion de 15 min,
una velocidad de agitacion de 250 rpm y una proporcion CS/TPP 0.1/0.08 %, presenté la
mayor eficiencia de encapsulacién con un porcentaje promedio de 77.434%.
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RECOMENDACIONES

¢ Analizar el tamafio de la microcapsula mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

e Determinar la capacidad de carga de las microcéapsulas con el fin de llevarlas a una forma
farmacéutica de administracion oral.

e Continuar con el estudio de la microcapsula de quercetina realizando ensayos de liberacion
in vitro del principio activo.

e Estudiar la influencia del pH de las soluciones de quitosan y tripolifosfato sobre la
formacion y el tamafio de las microcéapsulas.

e Adquirir equipos de laboratorio que permitan desarrollar de mejor manera los ensayos
propuestos: HPLC, microbalanzas, liofilizador, centrifugas.

e Mejorar el sistema eléctrico de los laboratorios con el fin de evitar variaciones en el voltaje
gue comprometan los resultados de los ensayos.

e Solicitar a las autoridades de la facultad que se entregue material de laboratorio suficiente a

los tesistas para llevar a cabo las investigaciones de una manera mas rapida y eficaz.
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GLOSARIO

Estrés Oxidativo: desequilibrio entre la produccion de radicales libres y una disminucion de

antioxidantes.

Radicales libre: especie quimica caracterizada por poseer uno 0 mas electrones desapareados,

es extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo y de vida muy corta.
Antioxidante: Sustancia que impide la formacion de 6xidos.

Actividad antiinflamatoria: mecanismo por el cual se inhibe la biosintesis de agentes
mediadores de la inflamacion, principalmente los denominados eicosanoides o derivados del

acido araquidonico.

Proteinas p-21 ras: conjunto de interruptores-reguladores moleculares muy importantes en una
gran variedad de rutas de transmision de sefiales celulares que controlan diferentes fendmenos

entre ellos la proliferacion celular y la apoptosis.

Solubilidad: capacidad de una sustancia o un cuerpo para disolverse al mezclarse con un

liquido.

Glucosidos: moléculas compuestas por un glucido (generalmente monosacarido) y un

compuesto no glucidico.

Polimero: son macromoléculas generalmente organicas formadas por la union de moléculas

mas pequefias llamadas monémeros.

Reticulacion: vinculo que une una cadena de polimero a otro, pueden ser enlaces covalentes o

enlaces ionicos.

CS: Quitosan.

TPP: Tripolifosfato de sodio.

%EE: Porcentaje eficiencia de encapsulacion

%EEP: Porcentaje eficiencia de encapsulacion promedio.

nm: nanémetro.
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ANEXOS

Anexo A: Disefio Robusto de taguchi. Nimero de experimentos realizados

Velocidad . Velocidad .
Tiempo de Ratio Tiempo de Ratio
Ensayo| de Ensayof | de
agitacion o CS/TPP agitacion o CS/TPP
Agitacion Agitacion
1 15min 250rpm 0.1/0.06 10 30min 250rpm 0.1/0.06
2 15min 250rpm 0.1/0.07 11 30min 250rpm 0.1/0.07
3] 15min 250rpm 0.1/0.08 12 30min 250rpm 0.1/0.08
4] 15min 500rpm 0.1/0.06 13 30min 500rpm 0.1/0.06
5| 15min 500rpm 0.1/0.07 14 30min 500rpm 0.1/0.07
6] 15min 500rpm 0.1/0.08 15 30min 500rpm 0.1/0.08
7]  15min 1000rpm | 0.1/0.06 16 30min 1000rpm | 0.1/0.06
8]  15min 1000rpm 0.1/0.07 17 30min 1000rpm 0.1/0.07
9] 15min 1000rpm | 0.1/0.08 18 30min 1000rpm | 0.1/0.08
) Velocidad i
Tiempo de Ratio
Ensayo L de
agitacion L CS/TPP
Agitacion
19 60min 250rpm 0.1/0.06
20 60min 250rpm 0.1/0.07
21 60min 250rpm 0.1/0.08
22 60min 500rpm 0.1/0.06
23 60min 500rpm 0.1/0.07
24 60min 500rpm 0.1/0.08
25 60min 1000rpm 0.1/0.06
26 60min 1000rpm 0.1/0.07
27 60min 1000rpm 0.1/0.08




Anexo B: Soluciones de quercetina en mezclas etanol-agua (20/80, 30/70, 40/60, 50/50) y

etanol puro.

Anexo C: Soluciones de quitosan (CS) en concentraciones 0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%.




Anexo E: Determinacion de las concentraciones de quitosan y tripolifosfato (CS/TPP) para la

formacion de microcépsulas paso 1.

CS/TPP 0.05% CS/TPP 0.1%
5/0.25 mL; 5 /1 mL; 5/2 mL; 5/2.5 mL; 5/3 mL 5/0.25 mL; 5 /1 mL; 5/2 mL; 5/2.5 mL; 5/3 mL

CS/TPP 0.5% CS/TPP 1%
5/0.25 mL; 5/1 mL; 5/2 mL; 5/2.5 mL; 5/3 mL 5/0.25 mL; 5/1 mL; 5/2 mL; 5/2.5 mL; 5/3 mL

CS/TPP

0.1%/2 mL; 0.1%/2.5 mL; 0.1%/3 mL; 0.5%/0.25 mL




Anexo F: Determinacion de las concentraciones de quitosan y tripolifosfato (CS/TPP) para la

formacion de microcépsulas paso 2.

% CS/ TPP % CS/TPP
5 mL/2 mL 5 mL/2 mL
0.1/0.02; 0.1/0.04; 0.1/0.06; 0.1/0.06; 0.1/0.1 0.2/0.02; 0.2/0.04; 0.2/0.06; 0.2/0.06; 0.2/0.1

%CS/TPP %CS/TPP
5 mL/2 mL 5mL/2 mL

0.3/0.02; 0.3/0.04; 0.3/0.06; 0.3/0.06; 0.3/0.1 0.1/0.06; 0.2/0.06; 0.3/0.06




Anexo G: Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

1. Soluciones utilizadas para la determinacion

3. Agitacion magnética de la mezcla quitosan 5 mL - TPP 2 mL de acuerdo a la metodologia

propuesta




4. Tubos centrifugados, se observan microcapsulas al fondo.
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Anexo H: Identificacion de las microcapsulas de quercetina mediante microscopio optico.
Lente de 40X

%CS/TPP

0.1/0.06

%CS/TPP

0.1/0.08




Anexo I: Concentracion de quercetina libre

Velocidad Quercetina | Quercetina
Tiempo de de Proporcion Quercetina | libre, ppm | libre, ppm
agitacion | agitacion | CS/TPP | Absl | Abs2 | Abs3 | libre, ppm 1 2 3
15min 250rpm 0.1/0.06 0.812| 0.809| 0.813| 38.02173913| 37.8043478| 38.0942029
15min 250rpm 0.1/0.07 0.668| 0.69| 0.683| 27.58695652 | 29.1811594 | 28.673913
15min 250rpm 0.1/0.08 0.438| 0.442| 0.449| 10.92028986| 11.2101449| 11.7173913
15min 500rpm 0.1/0.06 0.603| 0.58| 0.591| 22.87681159 | 21.2101449 | 22.0072464
15min 500rpm 0.1/0.07 0.68| 0.707| 0.691| 28.45652174| 30.4130435| 29.2536232
15min 500rpm 0.1/0.08 0.713| 0.725| 0.721| 30.84782609| 31.7173913| 31.4275362
15min 1000rpm 0.1/0.06 0.619| 0.613| 0.62| 24.03623188| 23.6014493| 24.1086957
15min 1000rpm 0.1/0.07 0.629| 0.643| 0.635| 24.76086957| 25.7753623| 25.1956522
15min 1000rpm | 0.1/0.08 0.757| 0.721| 0.734| 34.03623188| 31.4275362 | 32.3695652
30min 250rpm 0.1/0.06 0.573| 0.59| 0.583| 20.70289855| 21.9347826 | 21.4275362
30min 250rpm 0.1/0.07 0.584| 0.586| 0.581 21.5| 21.6449275| 21.2826087
30min 250rpm 0.1/0.08 0.481| 0.492| 0.487| 14.03623188| 14.8333333| 14.4710145
30min 500rpm 0.1/0.06 0.68| 0.687| 0.682| 28.45652174| 28.9637681| 28.6014493
30min 500rpm 0.1/0.07 0.535| 0.579| 0.557| 17.94927536| 21.1376812 | 19.5434783
30min 500rpm 0.1/0.08 0.48| 0.46| 0.467 13.6812| 12.5144928 | 13.0217391
30min 1000rpm | 0.1/0.06 0.689| 0.678| 0.686| 29.10869565| 28.3115942 | 28.8913043
30min 1000rpm 0.1/0.07 0.795| 0.815| 0.809| 36.78985507 | 38.2391304 | 37.8043478
30min 1000rpm 0.1/0.08 0.742| 0.688| 0.709| 32.94927536| 29.0362319| 30.557971
60min 250rpm 0.1/0.06 0.565| 0.538| 0.554| 20.12318841| 18.1666667 | 19.326087
60min 250rpm 0.1/0.07 0.693| 0.715| 0.704| 29.39855072| 30.9927536 | 30.1956522
60min 250rpm 0.1/0.08 0.461| 0.483| 0.479| 12.58695652 | 14.1811594 | 13.8913043
60min 500rpm 0.1/0.06 0.609 0.6| 0.603| 23.3115942| 22.6594203 | 22.8768116
60min 500rpm 0.1/0.07 0.662| 0.674| 0.669| 27.15217391| 28.0217391| 27.6594203
60min 500rpm 0.1/0.08 0.7| 0.695| 0.692| 29.9057971| 29.5434783| 29.326087
60min 1000rpm | 0.1/0.06 0.599| 0.569| 0.582| 22.58695652 | 20.4130435| 21.3550725
60min 1000rpm 0.1/0.07 0.613| 0.622| 0.625| 23.60144928| 24.2536232 | 24.4710145
60min 1000rpm 0.1/0.08 0.708| 0.716| 0.714| 30.48550725| 31.0652174| 30.9202899




Anexo J: Porcentaje eficiencia de encapsulacion de quercetina.

Tiempo | Velocidad | Proporcion

Agitaciéon | agitacion CS/TPP VoEEL YoEE2 YoEES VOEEP
15min 250rpm 0.1/0.06 23.9565217 | 24.3913043 | 23.8115942 | 24.0531401
15min 250rpm 0.1/0.07 44.826087 | 41.6376812 | 42.6521739 | 43.03864734
15min 250rpm 0.1/0.08 78.1594203 | 77.5797101 | 76.5652174 | 77.43478261
15min 500rpm 0.1/0.06 54.2463768 | 57.5797101 | 55.9855072 | 55.93719807
15min 500rpm 0.1/0.07 43.0869565 | 39.173913 | 41.4927536 | 41.25120773
15min 500rpm 0.1/0.08 38.3043478 | 36.5652174 | 37.1449275 | 37.33816425
15min 1000rpm 0.1/0.06 51.9275362 | 52.7971014 | 51.7826087 | 52.16908213
15min 1000rpm | 0.1/0.07 50.4782609 | 48.4492754 | 49.6086957 | 49.51207729
15min 1000rpm 0.1/0.08 31.9275362 | 37.1449275 | 35.2608696 | 34.77777778
30min 250rpm 0.1/0.06 58.5942029 | 56.1304348 | 57.1449275 | 57.28985507
30min 250rpm 0.1/0.07 57| 56.7101449 | 57.4347826 | 57.04830918
30min 250rpm 0.1/0.08 71.9275362 | 70.3333333| 71.057971|71.10628019
30min 500rpm 0.1/0.06 43.0869565 | 42.0724638 | 42.7971014 | 42.65217391
30min 500rpm 0.1/0.07 64.1014493 | 57.7246377 | 60.9130435 | 60.91304348
30min 500rpm 0.1/0.08 72.0724638 | 74.9710145 | 73.9565217 | 73.66666667
30min 1000rpm 0.1/0.06 41.7826087 | 43.3768116 | 42.2173913 | 42.4589372
30min 1000rpm 0.1/0.07 26.4202899 | 23.5217391 | 24.3913043 | 24.77777778
30min 1000rpm  |0.1/0.08 34.1014493 | 41.9275362 | 38.884058 | 38.30434783
60min 250rpm 0.1/0.06 59.7536232 | 63.6666667 | 61.3478261 | 61.58937198
60min 250rpm 0.1/0.07 41.2028986 | 38.0144928 | 39.6086957 | 39.60869565
60min 250rpm 0.1/0.08 74.826087 | 71.6376812 | 72.2173913 | 72.89371981
60min 500rpm 0.1/0.06 53.3768116 | 54.6811594 | 54.2463768 | 54.10144928
60min 500rpm 0.1/0.07 45.6956522 | 43.9565217 | 44.6811594 | 4477777778
60min 500rpm 0.1/0.08 40.1884058 | 40.9130435 | 41.3478261 | 40.81642512
60min 1000rpm 0.1/0.06 54.826087| 59.173913| 57.2898551 | 57.09661836
60min 1000rpm 0.1/0.07 52.7971014 | 51.4927536 | 51.057971| 51.7826087
60min 1000rpm | 0.1/0.08 39.0289855 | 37.8695652 | 38.1594203 |  38.352657




