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Capitulo 1. Desarrollo de encapsulacion de complejo b para

favorecer la bioadsorcién ensuplementos alimenticios

1.1 Planteamiento del problema

La poblacién se ha ido incrementando con los afios y a su vez el consumo de vitaminas,
proteinas, suplementos para la conservacion de los misculos. El analisis del sistema digestivo da
a conocer la absorcion de dichos componentes basados en el comportamiento del estomago y del
intestino delgado ya que estos son los encargados de absorber las vitaminas B que componen el
complejo B, generalmente en casos de pacientes con gastritis 0 pacientes que consumen
medicamentos en gran cantidad hacen que exista mas acido gastrico lo cual causa menor
absorcion de complejo B, Las vitaminas B son los encargados que el sistema nervioso central, el
cerebro y el higado actlian en una eficiencia optima lo cual quiere decir que las vitaminas

nombradas son necesarias para la vida humana.

La absorcion de las vitaminas B1, B2, B3, B6, B9, B12 es esencial para el funcionamiento
del cerebro, del sistema nervioso Y para la formacién de sangre, es absorbida por la funcién de

las péptidas digestivas en el estomago y el intestino delgado. (Jhuly, 2014).
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La deficiencia de vitaminas, Bl, B2, B3, B6, B9 y B12 dada frecuentemente en nifios con
anemia perniciosa, en ancianos se originada por varios factores como la gastritis atrofica, la

gastrectomia o algunos medicamentos.

Estudios recientes apoyan la eficacia de altas dosis de vitamina por via oral, para el
tratamiento o la prevencion de la deficiencia de vitaminas B es una opcion para la mayoria de los
casos, su valor monetario es menor que la terapia inyectable convencional, evita los riesgos que
esta implica y supone una mayor comodidad para los pacientes, la Unica deficiencia del complejo
B via oral es que el jugo gastrico descompone componentes del complejo B antes de llegar al
sistema digestivo que es donde aprovecha su absorcion de vitaminas debido a esto al momento
de llegar al sistema digestivo sus vitaminas llegan con una composicion quimica menor a la

tomada (Laguno, 2003, ).

La cantidad diaria recomendable para adultos es 5 microgramos (mcg), Personas que

corren riesgo de desarrollar una deficiencia de vitamina B1, B2, B3, B6, B9, B12 (complejo B)



COmMO personas mayores, nifos con anemia, el consumo de medicamentos y en casos extremos

exceso de jugo gastrico.

Los vegetarianos obtienen beneficios en una ingesta de 6 hasta 30 microgramos. Algunos
expertos en absorcion de vitaminas defienden una dosis diaria en personas mayores (mayores de
50 afios) de 100 hasta 400 mcg, En caso de capsulas de complejo B el consumo de estas tienen la
concentracion necesaria para dicho aspecto, su consumo va hacer mas efectivo ya que el
medicamento encapsulado dura mayor tiempo en digerirse su capa exterior esta diseflada para
una mayor durabilidad en el jugo géstrico, venden pastillas, inyecciones y jarabes, los cuales no
traen la concentracién exacta de la adsorcion de las vitaminas en el sistema digestivo (Herbert,

Septiembre de 1988))

Actualmente a los aditivos alimentarios y en muchos multivitaminicos comunes se les
afiade complejo B. Sin embargo, esta forma no es exactamente igual a la natural, en cuanto al

numero de vitaminas que pueden activarla.

Un factor importante es el sabor ya que las mayorias de jarabes no son de muy buen

gusto por esto algunos recurren a las pastillas (Allen, 2014)

1.2 Formulacion del problema

¢Como nanoencapsular complejo B para su 6ptima absorcion en el sistema digestivo?



1.3 Descripcion del problema

A nivel mundial se han venido trabajando diferentes tipos de encapsulaciones poliméricas
para aplicaciones en el cuerpo, estudiando sus propiedades mecéanicas y quimicas Y la variacion,
unas de estas aplicaciones son las nanoencapsulaciones en los cuales encontramos las
encapsulaciones de vitaminas para la implementacion alimenticia. El complejo B es un conjunto
de vitaremos el cual no se absorbe facilmente en el cuerpo humano al tomar dosis establecidas en
jarabes, pastillas, o por otro medio de via oral no son suficientes para favorecer la proporcion de
vitaremos que el cuerpo necesita por tal motivo se debe generar una nueva alternativa de

absorcion de complejo B en el cuerpo humano.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general. Obtener Nanocapsulas de complejo B para produccion semipiloto

1.4.2 Objetivos Especificos. Sintetizar nanocapsulas que contengan complejo B,

utilizando una bomba peristaltica.

Caracterizar las nanocapsulas desarrolladas por las técnicas dispersion dinamica de luz
(DLS) , microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de trasmision

(TEM) para verificar la formacion de las nanocapsulas y la encapsulacién del complejo B.

Evaluar concentraciones de complejo B para la eficiencia de la encapsulacion realizada.



1.5 Justificacion

El método de nano encapsulacién se aplica en el recubrimiento de cantidades nanométricas
de un determinado compuesto ya sea vitamina como ocurre en este caso mediante un material
protector que generalmente es de naturaleza polimérica (MJ Martin Villena, 2009) , La
nanoencapsulacion es la encargada de proteger a los materiales encapsulados de factores como el
calor y la humedad, de igual forma se ha efectuado para mejorar el sabor, la estructura quimica y
la absorcion del medicamento nanoencapsulado. En el sistema digestivo también se asocia para
la barrera contra malos olores y ayuda a que los materiales fragiles resistan las condiciones de
procesamiento y empacado se mejora el aroma, valor nutritivo y apariencia, existe métodos de
nanoencapsulacion tales como: procesos fisicos (secado por aspersion), procesos quimicos
(polimerizacion interfacial e incluso molecular), procesos fisicoquimico (coacervacion,
liposomas y gelificacion i6nica) (Arrribas, 2008). Han desarrollado bebidas como suplementos
en salud, se afiaden es vitaminas B ya que es la mas necesaria para absorcion de proteinas y
nutrientes en el sistema digestivo (LH, 2008). La poblacion esta incrementando el uso de bebidas

para el cuidado del cuerpo como lo son concentracion de misculos y proteinas para el cerebro.

En el presente trabajo se pretende desarrollar nanocapsulas de complejo B que favorezcan
su ingestion através de la via oral y que este pueda ser bioabsorbido por el sistema digestivo
humano al hacer uso de un polimero aprobado por la federacion de alimentos de Estados Unidos

(FDA) para acelerar el proceso de validacion técnica en etapas futuras de la presente propuesta.



1.6 Alcances

Se estudiara la nanoencapsulacion de complejo B con polivinilo de alcohol (PVA), su
estructura y propiedades quimicas bajo las diferentes normas de la FDA para la absorcién en el
sistema digestivo Se analizan las nano encapsulaciones a través de ensayos de dispersion
dindmica de luz (DLS), microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electronica de

trasmision (TEM).

Se realizard la nanoencapsulacion del complejo B en PVA con un aglutinante
(glutaraldehido) para la formacion de dichas capsulas dandole a las vitaminas mas duracion en la
digestion antes de llegar a los intestinos (grueso o delgado) para favorecer la absorcion de (B1,
B2, B3, B6, B9 y B12) estas vitaminas se dispersan por cada parte del cuerpo la cual da un
funcionamiento Optimo al corazon, rifiones, higado Y tejido nervioso, estas favorecen la

formacion de sangre principalmente el misculo esquelético.

1.7 Delimitaciones.

1.7.1 Geogréfica. Este proyecto se realizara en la ciudad de Medellin en la Universidad
Pontificia Bolivariana (UPB), donde el alumno se desplazara con recursos propios. La
supervision 'y colaboracion de la Doctora Lina Marcela Hoyos Palacio bajo la vigilancia del
director del proyecto Eder Florez Solano en la Ciudad de Ocafa en la Universidad Francisco

de Paula Santander (UFPSO), de la Facultad de Ingenieria.



1.7.2 Conceptual. El proyecto tiene como alcance conceptual realizar el material a
entregar, no incluye las pruebas de liberacion o absorcién en el sistema digestivo, se limita al

definir que los polimeros a usar son sustancias aprobadas por la FDA.

1.7.3 Operativa. El estudiante cuenta con la infraestructura necesaria para hacer las
nanocapsulas en la UPB Medellin, donde sera capacitado para replicar el proceso en UFPSO, de
igual manera UPB cuenta con los equipos necesarios para la caracterizacion mientras se

adquieren en UFPSO

1.7.4 Temporal. Este proyecto tendrd duracion de 22 semanas iniciando desde el 26 de

marzo de 2018 hasta el 29 de agosto del 2018



Capitulo 2. Marco de referencia

2.1 Marco histdérico

Revisiéon del estado del arte.

Existen proyectos en los cuales se ha investigado sobre la nanoencapsulacion de vitaminas
B12, de vitamina B1, vitamina B6. Para aplicaciones alimenticias, no existen nano
encapsulacién de complejo B. A través de la investigacion realizada para este proyecto, se logrd
observar que existe dicha encapsulacion de vitaminas la mayoria de los trabajos fue a nivel

internacional mas no hubo referencia sobre la nanoencapsulacién de complejo B.

2.1.1Antecedentes a nivel mundial. Las vitaminas son compuestos bioactivos, en los
alimentos son fisioldgicamente activos componentes que proporcionan beneficios para la salud

més alld de su rol nutricional.

Internacionalmente existen trabajos realizados en nanoencapsulacion de vitaminas, en
Meéxico, Distrito Federal. En el afio 2014 realizan encapsulaciones en el proyecto titulado
“Nanoencapsulacién de riboflavina en matrices poliméricas biodegradables empleando la técnica
de secado por aspersion” En este trabajo se estudiaron las caracteristicas estructurales y
morfologicas de nanoparticulas de Riboflavina (vitamina B2), encapsulada en matrices de
Quitosano, Alginato y Pectina y una combinacion de estos biopolimeros Alginato-Quitosano y
Pectina-Quitosano. Las nanoesferas se obtuvieron empleando la técnica de secado por aspersion

a escala nano.



Se determinaron las condiciones de concentracion efectivas de los biopolimeros y variables
de proceso en el funcionamiento del equipo Nano Spray Dryer para la formacion de
nanoestructuras con tamafios homogéneos. Este equipo tiene la capacidad de secar por
pulverizacidn soluciones y suspensiones acuosas empleando aire comprimido como gas de
secado, produciendo estructuras con una distribucion homogénea de tamafios. Se empled 0.125%
de concentracion en cada biopolimero para que el microfiltro no se sature de la solucién a
utilizar, esto se analizO mediante un disefio de factorial de experimentos, en el que se fijaron
condiciones de uso del Nano Spray Dryer para la formacién de nanoparticulas de tamafio
homogéneo. Las variables de proceso del equipo fueron: microfiltro de 4 pm y temperatura de
120°C. Para disefiar estructuras resistentes y compactas, se determind el intervalo de pH en el
cual se favorece la interaccion de cargas electrostaticas inversas entre ambos biopolimeros
(Alginato- Quitosano Yy Pectina-Quitosano), con el fin de formar nanoesferas compactas y
resistentes para la liberacion controlada de Riboflavina. La medicién de cargas electrostaticas se
realizd en un equipo Nano Zetasizer. Una vez obtenida la curva de interaccion pH vs. mV
(cargas electrostaticas), se realizaron las soluciones de biopolimeros y se ajusté el pH de la
solucion de Alginato-Quitosano (pH = 3.3) y de Pectina-Quitosano (pH = 3.6) en cada
biopolimero para su posterior acoplamiento. Una vez teniendo la solucion homogénea, se
elaboran las nanoparticulas en el equipo Nanospray Dryer. La estabilidad de las nanoesferas a la
humedad del medio se analizd observando la morfologia de las estructuras através de la técnica
de Microscopia Electronica de Barrido (SEM). En general, las nanoesferas fueron estables a una
humedad de 33y 75%, sin embargo, a una humedad del 98% las estructuras se hidrataron en las

primeras 24 horas, presentando estructuras aglomerados. Del andlisis de espectroscopia FT-IR,
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se observaron los grupos funcionales que interactan una vez que las nanoesferas estan
formadas, estableciendo que el grupo carboxilo (-COQ) del polimero idnico (Alginato) puede
interactuar con el grupo amino (-) del Quitosano en la interaccién Quitosano-Alginato.
Finalmente, se realizd la cinética de liberacion de Riboflavina en un modelo in vitro. Como
resultado del mismo se observd que la interaccién de biopolimeros tiene una liberacion
progresiva, resaltando que la combinacion de Pectina-Quitosano fue la matriz en la cual se liber6
méas rapidamente la vitamina comenzando en los primeros 40 min de su hidratacion y la de
Alginato-Quitosano lo hizo en un tiempo de 30 min. Concluyendo asi que la matriz de Pectina-
Quitosano retardd la liberacion del compuesto activo. En cuanto a los resultados de
concentracion, las nanoparticulas en promedio alcanzaron una estabilidad en concentraciones de
0.02 nm a partir de este punto la liberacion que manifiestan se mantiene constante, en la figura 1

se analizan el tamafio de las nanocapsulas: (violeta mancilla davalos, 2014)

Figura 1.micrografia de nanoesferas utilizando método de aspersion. (violeta mancilla davalos,
2014)
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En el &rea de alimento podemos analizar la nanoencapsulacion en comidas para la
aplicacion en acuicultura titulada “Disefio de nanoparticulas para su empleo en alimentacion

funcional de peces marinos y en la prevencion de enfermedades.”

Este proyecto utiliza como método de nano encapsulacién Proteinas (BSA, BSA-FITC),
Vitaminas (vitamina C), Polisacaridos Y oligosacaridos de algas (Urvan) el Método de
elaboracion por gelatina inotrépica (CS-CD-TPP) (Diaz, 2014)este va tener una solucion va

hacer (ciclodextrina + TPP) unida con (quitosano + vitamina C) como muestra la figura 2:

Figura 2. figura de mezcla de los componentes (ciclodextrina + TPP) unida con (quitosano +
vitamina C)). (Diaz, 2014)

Se aplica el efecto Tyndall nano particulas formadas como lo muestra la figura (3) En esta
hay dos fluidos, el fluido de lado izquierdo no contiene nanoparticulas ya que no hay existencia
de estas particulas, el fluido acuoso siempre tendera a coger el color del fluido del lado derecho

cuando existen nanoparticulas.
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Figura 3. Efecto Tyndall nano particulas formadas. (Diaz, 2014)

Luego de aplicar el método (Tyndall nano particulas) anunciado anteriormente se analiza el

tamafio de las Nanoparticulas aisladas por centrifugacion por medio de una imagen SEM

Figura 4. Imagen SEM, nanoparticulas de alimentos formados por centrifugacién. (Diaz, 2014)
Finalmente las Nanoparticulas poliméricas a base de quitosano o de DLPLG no son
toxicas, son biodisponibles, pueden penetrar en tejidos y células transportando compuestos como

vitaminas o proteinas.

En octubre del afio 2017 la Universidad Tecnologica Federal de Parana (UTFP) y la
Universidad Estadual de Maringd (UEM), desarrollaron nanocapsulas de PVA para la liberacion
de anti-inflamatorios con el nombre de “Desarrollo de nano y microparticulas de acetato de
celulosa para sistemas de liberacion controlada de anti-inflamatorios no esteroides” para la nano

encapsulacion del farmaco los métodos fueron:
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Primer método. En la preparacion de las nanoparticulas se utilizd como matriz polimérica
el acetato de celulosa (AC) de la marca Sigma-Aldrich (CA, Mn =30.000 g.mol-1, grado de
sustitucidn de 2,5). Para la obtencidén de las microparticulas se prepararon tres soluciones. La
fase organica (FO) fue preparada, bajo agitacion magnética por 1 hora, utilizando 20 mililitros
(ml) de diclorometano y 300 mg de AC. La fase acuosa (FA), fue preparada por la disolucién de
1500 mg de los surfactantes Tween 80 o poli (alcohol vinilico) (PVA) en 100 ml de agua, bajo
agitacion magnética. La fase conteniendo el farmaco (FF) fue preparada por la disolucion de 30
mg de Paracetamol en 2 ml de diclorometano. Después de 30 minutos en estas condiciones, la
fase organica y la fase con el farmaco se afiadieron a la fase acuosa y la agitacion se mantuvo
hasta la evaporacion total del solvente a una temperatura de 40 °C. Posteriormente se realizd el
fitrado y secado para caracterizacion de las particulas. También se realizaron experimentos sin

la introduccion del farmaco, como estudio preliminar de liberacién contraria.

En este método las nanoparticulas de AC se obtuvieron variando el tipo de surfactante.
Para las muestras obtenidas utilizando el surfactante Tween 80, las imigenes de microscopia
electronica de escaneado muestran la formacion de pocas particulas, deformes, de carécter
esferico, con diferente distribucién de diametro, Las microparticulas de AC conteniendo el

farmaco, se verifico la formacion de esferas en la siguiente imagen:
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Figura 5 Microscopia electronica de escaneado de nanoparticulas con concentraciones de
medicamentos en 1500 mg de PVA. (calloquium, out-dez. 2017)

Segundo método. En este método la FO fue preparada, bajo agitacion magnética por 1
hora, utilizando 15,0 ml de diclorometano y 300 mg de AC. La FA fue preparada por la
disolucién de diferentes porcentajes en masa 500mg del surfactante PVA en 100 ml de agua
destilada bajo agitacion magnética. A continuacion, se transfirio a FO a la FA, que fueron
llevadas a un ultrasonido de punta (S.P.Cellet, June 2014, ), utilizando una frecuencia de 20 kHz
por 5 minutos, con ciclos de 30 segundos. Después de la sonicacion, se calenté la solucién a 40 °
C hasta la evaporacion total del solvente. El producto se separd por centrifugacion, lavado con
agua y seco. Se realizaron tres experimentos variando el porcentaje masivo del surfactante:
Exp.1: 1500 mg de PVA; Exp.2: 500 mg de PVA, en la siguiente imagen se muestra las

nanocapsulas de PVA formadas:

Figura 6. Microscopia electronica de escaneado de nanoparticulas con concentraciones de
medicamentos en 500 mg de PVA (calloquium, out-dez. 2017)
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Los resultados sugieren que la presencia del farmaco paracetamol favorece la formacion de
microesferas, con didmetros variando de 20-250 nanémetros (nm). Utilizando agitacion
ultrasénica se obtuvieron nanoparticulas aglomeradas, con diametro de 100 a 200 nanémetros. El
estudio de la cinética de liberacion del paracetamol indica que el sistema evaluado puede
presentar un mayor tiempo de accion y eficiencia en una sola dosis, demostrando potencialidad
de aplicacién de las nanoesferas de AC como sistema para liberacion controlada de

antiinflamatorios no esteroides.

2.1.2 Antecedentes a nivel nacional. El 24 de mayo del 2014 en la Universidad del
Quindio, Grupo de Investigacion en Ciencias Agroindustriales trabajo en nanocapsulas de ajo el
cual lo titularon “Caracterizacion Optica y estructural de nanoparticulas de Allium
sativum impregnadas en lomo de bovino” El objetivo general de este trabajo fue nanocapsulas
Optimas estructuralmente obtenidas de polvos de ajo comercial y aplicadas sobre trozos de lomo

de bovino.

Las nanoparticulas se obtuvieron por el método de macerado y tamizado, la
caracterizacion de las muestras por las técnicas de TEM, DRX y FTIR. Las nanoparticulas de ajo
fueron obtenidas por el método de reduccion y seleccion de tamafio, a partir de 10 g de nano—
particulas de polvo de ajo comercial 100% natural que fueron sometidos a los procesos
siguientes: macerado durante 6 horas utilizando un nano—molino vibratorio compuesto por un
conjunto de molienda (mortero y bola de 4gata) y pasa por tamiz Ro—tap manteniendo la muestra

en constante movimiento durante 15 min sobre una malla de 100 nm. Una vez que las particulas
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més finas fueron filtradas, se procedio, nuevamente, a macerar durante 2 horas. Las imagenes de

la Figura7 fueron el resultado de las nanocapsulas de ajo. (Kelly Johana Figueroa-Lépez, 2015)

Figura 7. Imagen micrografia TEM de nanoencapsulacién de ajo formada por el método de
macerado y tamizado aplicado. (Kelly Johana Figueroa-Lépez, 2015)
2.1.3 Antecedentes a nivel regional. No se reportan estudios o investigaciones realizadas

sobre las nanocapsulas en esta region del pais.

2.2 Marco conceptual

2.2.1 COMPLEJO B. Las vitaminas del complejo B son hidrosolubles son sustancias
solubles en agua que son absorbidas y digeridas en el intestino y transportadas a los tejidos por
medio del sistema circulatorio, el medio por donde se expulsa del cuerpo humano es
principalmente por la orina. Este grupo de vitaminas se describen las del complejo B (B1 o

tiamina, B2 o riboflavina, B3 o niacina, B6 o piridoxina, B9 o acido folico y B12 o cobalamina).

Estas vitaminas se pueden encontrar en diferentes alimentos tanto de origen animal como
vegetal. Su digestion diaria es importante ya que el organismo, por si solo no las sintetiza, por lo

que las reservas que existen en el cuerpo son poco significativas. Es de considerar que su
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capacidad de hidro solubilidad de algin modo es una desventaja, pues al lavar o cocinar los
alimentos, éstos pierden parte de sus vitaminas. Por tanto las necesidades vitaminicas deben ser
cubiertas diariamente, para prevenir las distintas alteraciones en el organismo a corto o largo

plazo que puede producir el déficit vitaminico. (Teleki, 2012)

Funcion: El complejo B al ser absorbido por el cuerpo humano es el encargado de que el
sistema nervioso, rifiones y formacion de globulos rojos estén funcionando en dptimas
condiciones por lo cual es muy esencial en la vida. Este complejo es el conjunto de vitaminas
de tipo B, son solubles en agua y son importantes para el metabolismo. La funcidon que cumple

cada vitamina de la familia B se explicara a continuacion:

2.2.2 Vitamina B1. Es una sustancia cristalina e incolora que recibe los nombres de:
tiamina, Esta vitamina tiene la accion de coenzima en el metabolismo de los carbohidratos,
necesaria para liberar energia. Es importante para reacciones transcetolasas, deshidrogenasa y
descarboxilacion, ademas actua en la regulacion de los componentes del sistema nervioso,
especificamente en el inicio de la propagacién del impulso nervioso. (Acosta, 2014)Una
deficiencia de tiamina puede ocasionar beriberi (cardiovascular o neuroldgico) y el sindrome de

Wernicke Korsakoff.

W,
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Figura 8. Estructura quimica vitamina B1.(Danti, 20 diciembre, 2017)
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2.2.3 Vitamina B2. También se denomina riboflavina o lactoflavina. Funciona como
coenzima en el metabolismo de proteinas, grasas e hidratos de carbono y se encarga del
funcionamiento Optimo de las membranas mucosas (HERNANDEZ, 1999). Esta vitamina se

encarga principalmente de reacciones de dxido reduccion.

HE
HC

Vitamina B2
Riboflavina

Figura 9.Estructura quimica B2. (hidrosolubles, 2015)

2.2.4 Vitamina B3. También se conoce como nicotinamida, niacina o vitamina PP. Es una
sustancia que su actividad es una coenzima para liberar la energia que se obtiene de los
alimentos. (HERNANDEZ, 1999)Esta vitamina es esencial para el transporte de electrones de
NAD (H) o NAPD (H), molécula necesaria para el metabolismo de carbohidratos v lipidos.

Vitamins: Niacin (B,)
@ o

Q Q. 4 2 @@ AN o

L9 @ Q.

\

Figura 10. Estructura quimica de la vitamina B3. (es.123rf.com, 2015)
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2.2.5 Vitamina B5. También llamada acido pantoténico, se requiere para la sintesis de

coenzima A, una molécula esencial para el metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas.

2.2.6 Vitamina B6. Su otro nombre es piridoxina tiene un papel importante en el
metabolismo de las proteinas, carbohidratos y lipidos puesto que se convierte en piridoxina 5
fosfato; es de utilidad en la degradacion del colesterol y formacion de anticuerpos. (Acosta,
2014) (HERNANDEZ, 1999) Ademas ayuda en la formacion de neurotransmisores como
dopamina, norepinefrina, epinefrina y serotonina es importante recalcar el rol en la conversién de
triptofano a niacina, sintesis del grupo heme y de esfingolipidos esenciales para la membrana
celular.

HO OH O

ow
Oép\o /"\Tl \\'T/OH
€. N//(’\C

Vitamin Bg

Figura 11. Estructura quimica vitamina B6. (imagen+quimica+vitamina, 2015)

2.2.7 Vitamina B9. Acido folico, pero también recibe otras denominaciones como folato
y folacina. La accion primordial de esta vitamina es actuar como coenzima en el transporte de
fragmentos simples de carbono, también tiene una participacion en la sintesis de bases
nitrogenadas (guanina, adenina, piridina, timina) esenciales para la division celular. (Pita,
2014) Es esencial para la formacion de nucle6tidos, reparacion del DNA y reacciones de

metilacion.
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Figura 12. Estructura quimica vitamina B9. (Good Nutra Bull 2008, quimica)

2.2.8 Vitamina B12. Llamada cobalamina (por la estructura quimica que presenta
consistente en un anillo porfirinico unido a un atomo de cobalto); ademéas tiene otros sinGnimos
como factor extrinseco de Castle y factor anti anemia perniciosa (Pita, 2014). Esta vitamina es
esencial para la formacion del aminodcido metionina para reacciones de metilacion, para la
sintesis de hemoglobina principal componente de los globulos rojos y para el metabolismo de los

acidos grasos y proteinas.
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Figura 13.Estructura quimica vitamina B12. (Brito Alex, 2012)

En este caso se investigo la cantidad de Vitaminas del complejo B en los alimentos y consumo

minimo para el ser humano.

Vitamina B1:

La tiamina se encuentra en gran cantidad, en alimentos como el cerdo, carnes magras,
visceras, huevos, vegetales de hoja verde, cereales, frutos secosy legumbres. La deficiencia de
vitamina B1 pude ocasionar beriberi, esta enfermedad presenta un cuadro clinico de neuritis,
atrofia muscular, deficiencia en la coordinacion de movimientos pudiendo llegar a una paralisis e
incluso la muerte por insuficiencia cardiaca. Otra alteracion debido al déficit de tiamina es el

sindrome de Wernicke Korsakoff.

El beriberi infantil puede ocurrir debido a lactantes que reciben unicamente leche materna
en la cual las madres tienen una deficiencia de tiamina en la dieta y pueden presentar
cardiomegalia, taquicardia, cianosis Yy disnea; en algunos casos pueden presentar sintomas
neuroldgicos como convulsiones y disminucion del estado de conciencia. En el beriberi adulto
se caracteriza por una neuropatia distal simétrica tanto sensorial como motora con alteraciones
cardiacas que pueden llevar afalla cardiaca. En cuanto al sindrome de Wernicke-Korsakoff se
caracteriza por oftalmoplejia, ataxia, nistagmus Yy confusion, ha sido reportado en pacientes luego

de cirugia bariatrica completa y en alcohdlicos.
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Estas deficiencias son mas comunes en quienes su dieta es a base de arroz blanco y
cereales, estos alimentos contienen altas cantidades de tiamina sin embargo en su procesamiento

son removidas.

El exceso del consumo de alimentos que contienen esta vitamina no suele ser toxico, tiene
un requerimiento minimo diario de 0.5mg/1000 Kcal (lllera Martin, Espafia. 2010),

(HERNANDEZ, 1999)

Vitamina B2:

Esta vitamina se obtiene de alimentos como la carne, la leche, el higado, verduras verdes,
cereales, fideo y pan. Su metabolismo es principalmente en el hepatocito y su deficiencia
ocasiona mucosa bucal y faringea hiperemia, queilitis, glositis, dermatitis seborreica y anemia
normocitica normocromica. Estas deficiencias ocurren en pacientes con anorexia nervosa,
sindromes de mala absorcion como enfermedad celiaca y neoplasias, también se encuentra en
errores del metabolismo con defecto en la formacién de enzimas dependientes de riboflavina y
en el uso prolongado de fenobarbital y otros barbitdricos que llevan a la oxidacion de riboflavina

e impiden su correcta funcion en el organismo.

Un consumo excesivo generalmente es atoxico y su requerimiento diario es de 1.1a 1.3

mg/dia para mujeres y hombres. (Arquero, 2014)
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Vitamina B3:

El niacina se obtiene de alimentos como el higado, pollo, carne, pescado, cereales y frutos
secos. El déficit de vitamina B3 puede llegar a producir pelagra, enfermedad que inicia con
sintomas de debilidad, falta de suefio y pérdida de peso, afecta a la piel y se manifiesta con la
aparicién de areas rojizas, asperas y escamosas muy parecidas a las quemaduras por exposicion
solar, existe una pérdida de apetito, mala digestion y diarrea, ademas produce problemas en el
sistema nervioso como cefalea, trastornos mentales, algias y temblores musculares, pudiendo
llevar a la muerte, esta enfermedad es caracterizada por las “4D” dermatitis, diarrea, demencia y
muerte (death), ademés de ocasionar fotosensibilidad y trastornos cardiovasculares y
neuroldgicos, a diferencia del resto de las vitaminas un exceso de niacina si tiene efectos
adversos en los cuales el mas comdn es el flushing varia la dosis y de persona a persona, también
puede ocasionar dafio hepéatico en dosis por encima de 2000 a 6000mg/dia en la cual se saturan
todos los receptores para metabolizar esta vitamina, hay algunos reportes en los cuales empeora

la diabetes y la gota, sin embargo adn se debe estudiar méas en este aspecto.

La ingesta excesiva de la nicotinamida ha sido usada para tratar la arterioesclerosis, pues
una dosis elevada la misma ayuda a reducir los niveles de colesterol en la sangre. La ingesta
recomendada es de 14 mg/dia para mujeres y 16 mg/dia para hombres, por dia (HERNANDEZ,

1999), (Illera Martin, Espafia. 2010)

Vitamina B5.
Su principal fuente son los huevos, la leche, el higado y el brocoli, su deficiencia

generalmente es rara, pero se ha visto en malnutricion o en situaciones de hambruna, su principal
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manifestacién son las parestesias en extremidades Yy su requerimiento diario son 5mg/dia para

hombres y mujeres adultos.

Vitamina B6:

Se obtiene de los cereales, granos enteros, higado, vegetales verdes como la espinaca, pan,
platano. Su deficiencia ocasiona problemas en la piel, queilitis angular, convulsiones, nauseas,
mareos y anemia sideroblastica. Un exceso de vitamina B6 ocasiona neuropatia con dosis por

encima de 250mg/dia y su requerimiento diario es de 1.5 mg/dia

Vitamina B9:

La vitamina B9, como componente natural de los alimentos se denomina folato y cuando
se obtiene artificialmente recibe el nombre de &cido folico. La fuente alimentaria principal de la
gue proviene esta vitamina es de carnes, higado, huevos, leche, semillas de sésamo, cereales
integrales y verduras de hojas verdes. El &cido fdlico se almacena en el higado y los
requerimientos nutricionales diarios no son tan considerables (400mcg.). (HERNANDEZ, 1999),
(Pita, 2014). Una deficiencia de vitamina B9 ocasiona principalmente defectos del tubo neural
muchos de estos son incompatibles con la vida, ademas de ser la principal causa de anemia

megaloblastica.

Vitamina B12:
Esta vitamina es muy importante para la formacién de globulos rojos y el buen

funcionamiento del sistema nervioso. Solo se obtiene de alimentos de origen animal como
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visceras (higado, rifiones y corazon) de ovinos y bovinos, carne de res, pescados, mariscos, leche
y huevos. Los requerimientos diarios de vitamina Bi2 son minimos y oscilan alrededor de los 2
mg. La ingesta insuficiente de cobalamina produce anemia perniciosa, que se caracteriza por la
pérdida del epitelio digestivo, defectos en la sintesis de mielina y una deficiente produccion de
hematies. Por lo general las personas que presentan déficit de esta vitamina son los vegetarianos.

(Pita, 2014), (Barrios Forrellat, 2014)

2.2.9 Absorcion de complejo b enel cuerpo humano

Metabolismo y absorcion:

La tiamina (B1) es absorbida por medio del intestino delgado mediante su proceso de
digestion activo cuando la cantidad de ingesta es minima, cuando el consumo de alimentos que
contienen esta vitamina es mayor, la absorcion se produce por transporte pasivo. Se metaboliza
por un proceso de fosforilacién en la mucosa yeyunal, llega al higado a través de la vena Orta. Se
almacena principalmente en el misculo esquelético, también en el corazon, rifiones, higado y

tejido nervioso. (HERNANDEZ, 1999)

La vitamina B2 se absorbe en el intestino delgado, un transporte activo y se convierte en
coenzimas en el citoplasma celular, especialmente en las células del tejido intestinal, asi como en
el corazon, rifiones e higado. La vitamina B3 su absorcion se da con mucha facilidad en todo el
tracto intestinal, se almacena en el higado, se transportan por via circulatoria a todos los tejidos
en los que forma NAD+ (Nicotinamida adenina nucle6tido) que realiza el intercambio

de electrones e hidrogeniones, necesario para generar energia. (HERNANDEZ, 1999)
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La vitamina B6 o piridoxina se absorbe de manera rapida en la mucosa intestinal del
yeyuno mediante transporte activo. La mayor porcion de esta vitamina se transporta hacia el

higado, sitio en el cual se capta mediante difusion facilitada. (Aguilar, 2014)

El acido folico o vitamina B9 en los alimentos se halla en forma de poliglutamatos, por ello
debe hidrolizarse hasta convertirse en una forma monoglutamica. El folato se absorbe en el

yeyuno proximal y en menor proporcion en el yeyuno distal.

La cobalamina ademéas de ser ingerida a manera de factor intrinseco, se fusiona con el
factor intrinseco sintetizado por microorganismos que se encuentran en la mucosa de animales
superiores, para luego de formar un complejo vitaminico, formado por cobalaminas de los
alimentos y la unién de cobalaminas y analogos (cobafilinas) del estbmago, que son digeridas en
la parte alta del intestino delgado transfiriéndose solamente las cobalaminas al factor intrinseco,
y posterior adhesion al complejo B12, de donde por endocitosis y unidn transcelular a la
transcobalamina 1l ingresa al organismo, esta forma de transporte lleva a su distribucion en los

tejidos y hematies. (Aguilar, 2014)

Excrecién:

La tiamina se degrada a pirimidina y tiazol, y se elimina por medio de la orina.
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Como existe un grado de almacenamiento poco considerable de vitamina B2 en el
organismo, su excrecion urinaria refleja su la ingesta diaria. La niacina se excreta por la orina

como N-metilnicotinamida, las pirodonas Yy el acido nicotintrico. (HERNANDEZ, 1999)

El 4cido piriddxico es el metabolito primordial de degradacion de la piridoxina y se
desecha junto al acido piridoxal por la orina. El acido folico por la capacidad de hidrosolubilidad
que posee en agua se elimina por la orina, pero también se elimina en la bilis. La cobalamina se
excreta principalmente en la bilis y en minima cantidad a través de las heces fecales, y por la

orina solo se elimina la vitamina B12 no asociada a proteinas. (Aguilar, 2014)

2.2.10 Polimeros usados para transporte de moléculas . Los polimeros son la
combinacion de una o méas unidades Quimicas (mondmeros) que se repiten a lo largo de la
molécula. La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure and
Applied Chemistry IUPAC) define un polimero como "una molécula de alta masa molecular
relativa, cuya estructura comprende esencialmente la repeticion mdltiple de unidades derivadas

de moléculas de relativa baja masa molecular". (Puoci, 2015)

La clasificacion de los polimeros puede adoptarse varias formas: dependiendo de: su
origen (natural, semisintético y sintético), su estructura, el mecanismo de polimerizacion (adicion
y condensacion) y fuerzas moleculares (elastdmeros, fibras, termoplasticos y termoestables).

(Shackelford, 2005.)
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La clasificacion de los polimeros en aplicaciones de liberacién controlada puede ser dificil
debido a la diversidad inherente de las estructuras. Sin embargo, es beneficioso intentar esta
clasificacion porque puede resaltar propiedades comunes dentro de grupos de polimeros. En
términos generales, los polimeros pueden clasificarse como biodegradables o no biodegradables.

(S. (Doppalapudi, 2014.))

. Los sistemas biodegradables han recibido la atencién y desarrollo en los sistemas de
administracion de farmacos, debido a que los sistemas no biodegradables necesitan procesos de

manipulacion posterior después de su introduccion en el cuerpo

Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables han recibido un gran interés para la administracion de
Numerosos compuestos farmacologicos. Los polimeros biodegradables se dividen basados en el
origen en dos grupos, naturales (derivados de medios biologicos) y sintéticos. Los polimeros de
origen sintético ofrecen ventajas sobre los polimeros naturales al ser versatiles para un mayor
nimero de aplicaciones. Esta ventaja se debe a que tienen la capacidad de adaptar las
propiedades mecanicas Yy de degradacién de acuerdo con la necesidad de aplicaciones
especificas. Por otra parte, los polimeros naturales presentan ventajas sobre los sintéticos debido

a su excelente biocompatibilidad.

Los polimeros naturales se estan estudiando ampliamente como potencial material portador

de farmacos especificos debido a su naturaleza no toxica y biocompatible. Las proteinas y
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polisacaridos se han investigado tanto para aplicaciones de administracion de farmacos como en

otros campos biomeédicos. S. (Doppalapudi, 2014.)

De acuerdo con los criterios anteriores, y una vez estudiados los diferentes materiales, se
selecciona el PVA por varias razones: son materiales extensivamente empleados para la
fabricacion de nanoparticulas y fibras para la liberacion de medicamentos; hecho que hace que se
encuentren gran cantidad de investigaciones que los emplean y protocolos desarrollados que
podrian ser empleados en el desarrollo de la presente investigacion. Se encuentran
comercialmente con diferentes pesos moleculares. Adicionalmente estin aprobados por la FDA,

para su uso en la industria farmacéutica. (Ku, 2010)

(Baker, 2012)
Por otra parte, los polimeros seleccionados presentan propiedades excepcionales que se
describen en la siguiente seccidon PVA Mn: 80000g/mol= 0,21 USD/g reportados por SIGMA-

ALDRICH. (SIGMA-ALDRICH®, 2017)

Se procedio a la seleccion de los materiales que componen la nanocapsula. A continuacion,
se describen dichas particularidades:

Propiedades fisicas y mecénicas adecuadas

Bajo costo

Biocompatibles/biodegradables

No trombogénicos
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No inmunogénicos
No deben generar agregacion de plaquetas
No deben generar respuesta inflamatoria cronica

Ser completamente bioabsorbido y degradado

El polimero escogido para nuestro caso fue PVA. (Ku, 2010), (Baker, 2012) (S.

Fathollahipour, 2015), (et D., 2011), (R. P. Shaik, 2012.)

PVA y su entrecruzamiento

Alcohol polivinilico

Es uno de los pocos polimeros aceptados por la FDA conocido cominmente
como adhesivo vinilico, (PVA) es un polimero sintético utilizado desde los afios 1930 en una
amplia gama de aplicaciones industriales, comerciales, médicas y de alimentos incluyendo
resinas, lacas, hilos quirdrgicos y aplicaciones de contacto con alimentos. ElI PVA se clasifica
generalmente en dos grupos en funcién de la cantidad de grupos acetato en la cadena principal,
los cuales son parcialmente hidrolizado (A) y totalmente hidrolizado (B), con la cantidad de
cadenas hidrolizadas se determinan las caracteristicas fisicas, propiedades quimicas y mecanicas.
El PVA es altamente soluble en agua, pero resistente a la mayoria de solventes organicos.
Cuanto mayor sea el grado de hidroxilacion y polimerizacion del PVA, menor es la solubilidad
en agua y mas dificil la cristalizacion. (Baker, 2012), (Schoneker, 2003) En la siguiente imagen

se observa los parcialmente hidrolizados Y los totalmente hidrolizados
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Figura 14. Estructura quimica del PVAen la estructura (A) esta parcialmente hidrolizado; y en
el (B) completamente hidrolizado. (Schoneker, 2003)
Este trabajo para la realizacion de las nanocapsulas se utilizd una aglutinante que fue el
glutaraldehido el cual era el encargado de la formacién de las nanocapsulas, era el causante del
entrecruzamiento del PVA al atravesar el conducto al cual se le inyecta el polimero junto con el

complejo B

Glutaraldehido

GA es el agente de reticulacion mas eficaz de todos los aldehidos; el empleo de este
aldehido en la reticulacion de materiales altamente hidréfilos mediante la exposicion en fase
vapor ha tomado interés gracias a que tiene menor o ningin efecto citotdxico. ES un compuesto
quimico de la familia de los aldehidos . Un alto nimero de reportes se encuentran en la literatura

acerca del empleo de GA como agente utilizado para la reticulaciéon de nanofibras, membranas


https://es.wikipedia.org/wiki/Aldeh%C3%ADdo
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de PVA, gelatina, quitosano y otros polimeros altamente solubles en agua para aplicaciones

biomédicas. (Milella, 2002) Su estructura quimica se muestra en la Figura 15:

0 0

H H

Figura 15. Estructura quimica del componente glutaraldehido (wikipedia, 26 jul 2018)

Es completamente soluble en agua a 20 grados centigrados y se usa como un agente fijador

de tejidos en los laboratorios este se comporta de la siguiente manera como en la Figura 16:

n
(o] OH OH

°Y
( CH2 )
g °
o
GA que no reacciona

/Y h
(o] o O. o O (o]

n
OH PPy
PVA GA Reaccién intramolecular
Wﬂ
O\I/O OH OH

\ (CH2)3

(o} O OH OH

n

Reaccién intermolecular

Figura 16. Estructura quimica del entrecruzamiento del glutaraldehido (GA) + la solucién
inyectada mediante el flujo turbulento de GA. (Mariola Ferrandez Rives, Valencia, Julio de
2016)

Biodegradacion del PVA
El PVA se degrada mediante hidrolisis debido a la presencia de grupos hidroxilos capaces
de establecer enlaces de hidrogeno con agua. (Gaaz, 2015) Los andamios Yy recubrimientos con

PVA cuando son sometidos en medios himedos, el agua penetra la matriz polimérica
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produciendo la hinchazon instantanea, ocasionando una erosion homogénea del material y con
ello la erosién en masa. (Baker, 2012), (Gaaz, 2015) Posterior a la degradacion hidrolitica ocurre

la degradacion de las cadenas principales mediante biodegradacion intracelular.

2.2.11 métodos de encapsulacion

Nanoencapsulacion

La encapsulacion es una forma de incorporar y proteger moléculas de interés en los
alimentos. Es un proceso mediante el cual sustancias bioactivos de los alimentos se introducen
en una matriz para impedir que se pierdan para protegerlas de la reaccion con otros compuestos o
para frenar reacciones como la oxidacion que son causadas por la luz o el oxigeno, en pocas
palabras la encapsulacion no es mas que un medio de envasar, separar y almacenar materiales
para su posterior liberacién bajo condiciones controladas. Este proceso empezo a desarrollarse
entre los afios de 1930 y 1940 (Nacional Cash Register; en Ohio) y su primera aplicacién en

alimentos fue con la gelatina. (Rahman - 2003), (ORTEGA, 2011)

Existen SEIS métodos de encapsulacion los cuales son:

El secado por aspersion:
Es ampliamente usado en la industria de los alimentos debido a que es un método econémico y

efectivo en la proteccion de materiales, es particularmente empleado en la deshidratacion de la leche.



34
Los almidones modificados, las maltodextrinas y las gomas son empleados como acarreadores o
materiales pared. EIl material a encapsular es homogenizado con el acarreador; la mezcla es
alimentada al secador por aspersion y se atomiza por medio de una boquilla o disco; colectando
posteriormente las capsulas. Desarrollos recientes se han hecho con nuevos acarreadores, incluyendo
coloides y gomas naturales, para la obtencion de mezclas que permitan incrementar la retencion de
compuestos volatiles y la vida de las nanocapsulas. Se ha conseguido la retencion de aceites

esenciales de naranja y disminuido su oxidacion al usar goma arabiga. (VELASCO, 2000)

Aspersion por enfriamiento o congelamiento:

Aspersion por enfriamiento o congelacion, que consiste en fusionar el material a
encapsular con el producto portador y atomizarlo mediante aire frio. Las microcapsulas se
producen por nebulizacion de la emulsion o suspension que contiene el material y la sustancia
activa sélida o liquida. Los cubrimientos mas utilizadas son aceites vegetales en el caso de
aspersion por enfriamiento o aceite vegetal hidrogenado para la aspersion por congelamiento; asi
pueden nanoencapsularse liquidos sensibles al calor y materiales que no son solubles en
disolventes convencionales. (JEREZ, 2006)

La reduccion de la temperatura produce una solidificacion del liquido pared y el atrapamiento
de la sustancia activa en el centro de la capsula. La aspersion por enfriamiento es usualmente

empleada para encapsular sulfato ferroso, vitaminas, minerales o acidulantes.

Atrapamiento en liposomas
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Un tipo de cépsula con mas propiedades versatiles y menos fragilidad que aquellas hechas
de grasa es el de los liposomas. Estos han sido empleados para la liberacion de vacunas, enzimas
y vitaminas en el cuerpo y consisten de una o mas capas de lipidos no toxicos y aceptables en
alimentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial y afinidad pueden variar con el
tamafio y la composicion del lipido. Los liposomas son vesiculas que se forman cuando peliculas
de fosfolipidos son dispersadas en un medio acuoso; al igual que las membranas naturales, los
liposomas son selectivamente permeables a iones; los liposomas se forman cuando una solucion
acuosa de sustancia activa es mezclada con la pelicula del lipido. Estructuralmente existen tres
tipos de liposomas multilaminar, vesiculas de un compartimiento y macro vesiculas.

(MATSUNO, 1993)

Liofilizacion

La liofilizacién o desecacion en estado congelado es un proceso usado en la deshidratacion
de casi todos los materiales y aromas termo sensibles. Se ha usado para encapsular esencias
hidrosolubles y aromas naturales, ademas de drogas. Excepto por su largo periodo de desecacion
requerido, la liofilizacién es una técnica simple particularmente adecuada para la encapsulacion
de productos aromaticos. Puesto que todo el proceso de deshidratacion se realiza a baja
temperatura y presion, se cree que el proceso tendria una alta capacidad de retencion de

compuestos volatiles. (M. Shafiur Rahman. 2003)

Emulsion de gases
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En el afio 1900, (Ramsden, 1903) y (Pickering, 1907) observaron que las particulas solidas
muy pequefias podian adsorberse sobre una interfase aceite/agua y podia estabilizar emulsiones.
Sin embargo, no fue hasta el trabajo de Finkle etal. cuando se encontré una relacidn entre el tipo
de particula solida y la naturaleza de la emulsion (aceite en agua, o/w 0 agua en aceite, w/0).
Estos investigadores encontraron que en una emulsion que contenga dos liquidos inmiscibles,
uno de los liquidos moja mas la particula que el otro liquido, siendo este Ultimo la fase dispersa.
Este hecho es similar la regla de Bancroft que ocurre en el caso de los agentes tensioactivos. La
mojabilidad de las particulas en la interfase agua-aceite se suele medir por el angulo de contacto
que las particulas forman en la misma interfase. Si el angulo (medido a través de la fase acuosa)
es menor que 90° las particulas se mojan preferentemente por el agua y estabilizan emulsiones.
Si la particula es mojada preferentemente por el aceite, el angulo de contacto sera mayor que 90°
y la emulsién preferente sera w/o. Sin embargo, si las particulas son demasiado hidréfilas (bajo)
o demasiadas hidrofobas (altas), tienden a estar dispersas tanto en la fase acuosa como en la

aceitosa, respectivamente y dan lugar, por lo tanto, a emulsiones inestables.

Coacervacion simple y compleja

La coacervacion simple hace referencia a un proceso donde se usa un Unico coloide
(proteinas, celulosas, ésteres). Este coloide se disuelve en un disolvente adecuado, en donde
también se encuentra dispersado el aceite, que es el agente activo. La separacion de fases se
induce por adicion de un segundo compuesto incompatible con la presencia en solucion del

coloide, o por modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la disolucion. De esta forma,
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el coacervado se deposita sobre las particulas en suspensién, formando una cobertura uniforme,
que luego debe ser consolidada. Para el proceso de nanoencapsulacion algunos biopolimeros han
sido utilizados como coberturas (goma arabiga y grenetina). La nanoencapsulacion por
coacervacion requiere que el material a encapsular y el material pared sean mezclados; la
cobertura es depositada sobre el material activo. Generalmente un cambio de pH, temperatura o
fuerza ibnica provoca una fase de separacién o coacervacion de la cobertura y atrapamiento del
material activo disperso; finalmente la cobertura es solidificada por medios térmicos o
entrecruzamiento. La fase de separacion acuosa involucra el uso de materiales como grenetina o
mezclas de grenetina y goma ardbiga. Una coacervacion simple se presenta cuando sélo la
grenetina es inducida a formar nanocapsulas. La coacervacion compleja utiliza grenetina y un

polimero de carga opuesta como goma arabiga. (Rahman. 2003)

2.2.12 caracterizacion de nano capsulas (SEM, STEM, DLS). Debido al método de

encapsulacién utilizado se requiere de un analisis de SEM, STEM, DLS para su caracterizacion.

Microscopia electronica de barrido (SEM):

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un método de formacion de imagenes de
superficie en el que un haz de electrones incide a través de la superficie de una muestra, e
interactla con la misma, para generar sefiales que reflejan la composicion atomica y el detalle
topografico de la muestra. Los electrones incidentes causan dispersion inelasticas de electrones o

electrones secundarios con los que se puede obtener imagenes de alta resolucion SEI (Secundary
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Electron Image por sus siglas en inglés), ademas causan una dispersion elastica de electrones o
electrones retrodispersados que permite la obtencion de imdgenes de composicion y topografia
de la superficie BEI (Backscattered Electron Image), y una caracteristica de iluminacion de rayos
X llamada catodoluminiscencia en el que son analizados las energias dispersas EDS ( Energy
Dispersive Spectrometer), en donde son colectadas y se realiza diversos analisis semi-

cuantitativos y de distribucion de elementos en presentes en la superficies. (Lin, 2014)

Con la técnica SEM se puede ver con claridad la longitud, diametro y distribucion de las
nanocapsulas de polimero. Igualmente, en las micrografias obtenidas mediante el empleo de esta
técnica. Finalmente, las imagenes obtenidas mediante micrografias permiten revelar las

caracteristicas de las nanocapsulas, ademas de poder visualizar el tamafio.

Microscopia electronica de transmision (TEM)

La técnica consiste en incidir un haz de electrones que se transmite a través de una muestra
de lamina muy delgada, durante el cual los electrones incidentes que interactlan con la muestra
se transforman en electrones dispersados elasticamente, electrones dispersos o electrones
dispersos de manera ineldstica. Los electrones dispersados o no dispersados son enfocados por
una serie de lentes electromagnéticos, que luego son proyectados en una pantalla para generar
una difraccion de electrones, una imagen de contraste amplitud, una imagen de contraste de fases
o una imagen de sombra de variacion de oscuridad de acuerdo con la 40 densidad de electrones

dispersados. (Lin, 2014)



39

Los espectros obtenidos del microscopio electrénico de trasmisién analizaron la
morfologia de las nanocapsulas sintetizadas. Asi mismo, por medio del software libre Imagen se

pudo medir de las micrografias el tamafio aproximado de las nanocapsulas.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

Varias caracteristicas fisico-quimicas de los nanomateriales incluyendo el tamafio
hidrodindmico, forma, estructura, estado de agregacion, y la conformacién biomolecular se
pueden explorar utilizando técnicas de dispersion de radiacion. DLS, una de las modalidades de
dispersién de luz més populares, pueden sondear la distribucion del tamafio de pequefias
capsulas, moléculas o polimeros en la escala de sub-micrométrica hasta un nanémetro en
solucion o suspension utilizando una fuente de luz monocromatica, por ejemplo, un laser.

(Sapsford, 2011)

El principio de DLS es supervisar la fluctuacion temporal de la intensidad de la dispersion
elastica de la luz, es decir, la dispersion de Rayleigh, inducida por el movimiento Browniano de
las capsulas/moléculas de un tamafio mucho menor que la longitud de onda de luz incidente, en
un angulo de dispersion fijo. La traza de la intensidad de fluctuacion comprende una mezcla de
las interferencias constructivas y destructivas de la luz dispersa, a través del cual el tamafio de las
capsulas se puede derivar a partir del anélisis de la funcion de auto correlacion dependiente del
movimiento usando la ecuacion de Stokes-Einstein. (Lin, 2014) Mediante esta técnica se puede

determinar el tamafio de las nanocapsulas.
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2.2.13 Técnicas de liberacion por uv.

Espectroscopia ultravioleta UV visible:

La espectroscopia UV-Visible utiliza la radiacion del espectro electromagnético, cuya
longitud de onda esta comprendida entre los 100 y los 800 nm, su efecto sobre la materia es
producir transiciones electronicas entre los orbitales atdmicos y/o moleculares de la sustancia. En
la 39 espectroscopia UV-Vis absorbe UV-Vis y la energia adquirida por el sistema causa la
transicion de un electron en estado basal o fundamental a uno excitado. La energia de transicion
esta relacionada con la longitud de onda de la radiacion a través de la ecuacion de Planck
(Ecuacion 1). La sefial espectral permite, por un lado, identificar grupos funcionales presentes en
las moléculas y, por el otro, estimar la concentracién de una sustancia como lo muestra la

Ecuacion (1). (Lin, 2014)

E=hv="C e (1)

Donde:

E: energia trasportada por cuanto de radiacion o foton (J fotén-1)
h= constante de Planck (6,6256*10-34 J s foton-1)

c=velocidad de la luz (2,9979*108 m s-1)

A= longitud de onda

v= frecuencia de la radiacion
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Mediante la técnica espectroscopia ultravioleta UV visible se pudo determinar la presencia
de complejo B en el medio de liberacion y en las soluciones que permitieron calcular la

eficiencia de la encapsulacion.

2.3 Marco legal

Constitucion politica de Colombia:
Articulo 61. El Estado protegera la propiedad intelectual por el tiempo y mediante las

formalidades que establezca la ley.

Articulo 71. La busqueda del conocimiento y la expresion artistica son libres. Los planes
de desarrollo econémico y social incluiran el fomento a las ciencias y, en general, a la cultura. El
estado creara incentivos para personas e instituciones que desarrollen y fomenten la ciencia y la
tecnologia y las demas manifestaciones culturales y ofrecerd estimulos especiales a personas e

instituciones que ejerzan estas actividades.

Ley 9 de 1979. “Por la cual se dictan medidas sanitarias’: Esta Ley, da los lineamientos
generales necesarios para preservar, restaurar o mejorar las condiciones necesarias en lo que se
relaciona con la salud humana; también reglamenta actividades y competencias de salud publica

para asegurar el bienestar de la poblacion.
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En el Titulo VI. Drogas, Medicamentos, Cosméticos y Similares, se plasman los principios
de las normativas para los dispositivos médicos, alli mismo se dictan las sanciones que se

deriven de las prohibiciones y demas.

En el Titulo XI. Vigilancia y control, se establecen las medidas de seguridad y sanciones

que se deriven del incumplimiento de la misma.(Velazco, 2012).

Universidad Francisco de Paula Santander de Colombia:
Acuerdo 065 de 1996: El cual establece el estatuto estudiantil que es el regente actual en la

institucion (superior universitario, 1996).

Articulo 140. El estudiante podra optar por una de las siguientes modalidades del trabajo

de grado:

Proyecto de investigacion

Monografia

Trabajo de investigacion: generacion o aplicacion de conocimientos sistematizacion del
conocimiento

Proyecto de extension.

Trabajo social.

Labor de consultoria en aquellos proyectos en los cuales participe la universidad.

Pasantia.

Trabajo dirigido.
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PARAGRAFO 1. El estudiante podra optar como componente alterna al proyecto de grado,

créditos especiales como cursos de profundizacion académica o examenes preparatorios.

PARAGRAFO 2. Para algunos planes de estudio y de acuerdo a sus caracteristicas el

consejo académico podra obviar la presentacion del trabajo de grado.

Articulo 141. El proyecto de grado incluye las siguientes etapas:
a. Presentacion del anteproyecto o plan de trabajo segin corresponda a la modalidad del

proyecto seleccionado.

b. Desarrollo de la investigacion o ejecucion fisica del proyecto.

c. Sustancias de la investigacion y/o verificacion o aval de la realizacion del proyecto.
PARAGRAFO. Para todas las modalidades de proyecto de grado, el estudiante debera

presentar un informe final avalado por su director.

Articulo 142. Las condiciones y procedimientos para la presentacion, desarrollo y
evolucién de cada una de las modalidades de trabajo de grado, o sus componentes alternas, haran

parte de la reglamentacion especifica de cada facultad, para cada plan de estudios.
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PARAGRAFO. La universidad incorporara los trabajos de grado, como componente basico
de su hacer y creara bancos de proyectos en los departamentos académicos Yy en la vicerrectoria

asistente de investigacion y extension.

La Universidad Francisco de Paula Santander Ocafia, presenta a los lectores un documento
guia para la adaptacion de la ultima edicion del Manual de publicaciones de la American
Psychological Association, (Norma APA), para la redaccion de trabajos de investigacion,
trabajos de grado y trabajos de aula. Este documento presenta un resumen de los aspectos de
mayor consulta por parte de los estudiantes y docentes de la Universidad Francisco de Paula
Santander Ocafia en lo referente a contenido, estilo, citacién, referenciacion, presentacién de
tablas y figuras, entre otras. (Hoja, Para, & Academico, 2012). En este proyecto se tiene en
cuenta la Administracion de alimentos y medicamentos (Food and Drog administration-FDA):
Este ente Protege la salud publica mediante la regulacion de los medicamentos de uso humano y
veterinario, vacunas Y otros productos biologicos, dispositivos médicos, el abastecimiento de
alimentos en nuestro pais, los cosméticos, los suplementos dietéticos y los productos que emiten

radiaciones. (Commissioner, n.d.).

Normas para ensayos:
SEM: La microscopia electrénica de barrido (SEM) es un método de formacion de
imagenes de superficie en el que un haz de electrones incide a través de la superficie de una

muestra. (Lin, 2014)
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TEM: La técnica consiste en incidir un haz de electrones que se transmite a través de una
muestra de ldmina muy delgada, durante el cual los electrones incidentes que interactian con la
muestra se transforman en electrones dispersados elasticamente, electrones dispersos o

electrones dispersos de manera inelastica. (Lin, 2014)

LDS: Varias caracteristicas fisico-quimicas de los nanomateriales incluyendo el tamafio
hidrodinamico, forma, estructura, estado de agregacion, y la conformacion biomolecular se

pueden explorar utilizando técnicas de dispersion de radiacion. (Sapsford, 2011)
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Capitulo 3. Disefio metodologico

3.1 Tipo de investigacion

En este proyecto se realizard una investigacion de laboratorio de tipo experimental la cual
se ocupa de la orientacion dirigida a los cambios y desarrollos. El control adecuado es el factor

esencial del método utilizado. (Perfil, 2018).

En esta investigacion se presenta la manipulacion de variables no comprobadas, en
condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir la situacion, manipulando las
variables a través del razonamiento hipotético-deductivo en el cual emplearemos muestras
representativas y un disefio experimental como estrategia de control a través de una metodologia
cuantitativa, se realizara una medicion sistematica y el analisis estadistico como caracteristica

para analizar los datos a traves de varias fases.

3.2 Poblacion

La poblacion en esta investigacion corresponde muestras de nanocapsulas de complejo B

para su absorcion.

3.3 Muestra

La muestra de esta investigacion se detallard a continuacion con relacion a cada prueba a

ejecutar y las variables manipuladas.
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Se realizaron dos muestras la primera eran nanocapsulas de pva para la formacion de

nanocapsulas de pva sin medicamento.

Luego para la formacidn de nanocapsulas de complejo B se realizan dos fases una acuosa y
otra organica para la preparacion por el método de la bomba peristaltica la cual se define en la

preparacién de muestras

3.4 Técnicas de recoleccion de informaciéon

La técnica utilizada en este proyecto es la observacion, la cual consiste en la indagacién
sistematica, dirigida a estudiar los aspectos mas significativos de los objetos, hechos, situaciones
sociales o personas en el contexto donde se desarrollan normalmente; permitiendo la

comprension de la verdadera realidad del fenémeno. .

Se observara y analizara el comportamiento de las nanocapsulas que son el objeto de

estudio para determinar su viabilidad en la absorcion

3.5 Instrumentos de recoleccion de informacion

Se llevaran a cabo pruebas de laboratorio, para evaluar las variables que son objeto de
estudio con el fin de identificar discrepancia alguna y demostrar los resultados. Ademas, se
recolectara y analizaran los datos para contestar las preguntas de investigacion y probar la

hipotesis establecida.

Microscopio Electronico de Barrido JEOL JSM-6490LV - Universidad de Antioguia.
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Microscopio Electronico de Barrido JEOL - Universidad Pontificia Bolivariana.
Microscopia electronica de transmision JEOL JSM-6701F operado a 5 kV - Universidad

pontificia bolivariana

Dispersion dindmica de luz — universidad pontificia bolivariana

3.6 Fases del proyecto de investigacion

Fases para el desarrollo de la propuesta cumpliendo los objetivos especificos: Se formula
cada una de las fases y sus respectivas actividades a fin de dar solucion al problema de

investigacion, las cuales son:

Fase 1:
Seleccién de polimero para nanocapsulas
Revisar el estado del arte de la encapsulacién de complejo B
Preparacion de las soluciones de los polimeros para formacion de nanocapsulas
Sintesis de nanocapsulas
Fase 2:

Caracterizacion de las nanocépsulas
Caracterizacion por SEM
Caracterizacion por TEM
Caracterizacién por DLS

Fase 3:
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Evaluacién de la concentracion encapsulado

Realiza el montaje de liberacién

Elaboracion de curva de concentracidn en espectroscopia UV
Realizar la lectura de liberacion en el tiempo

Anélisis de resultados

Revisar los resultados obtenidos

Analizar los resultados obtenidos

Escribir la tesis

Escribir un articulo basado en los resultados
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Capitulo 4. Administracion del proyecto

4.1 Seleccion de polimero para nano capsulas

El material para seleccionar fue el polivinilo de alcohol (pva), este material presenta unas
propiedades mecanicas y quimicas las cuales son actas para el consumo del ser humano,

El pva es un material aprobado por la FDA la cual se basa en la aprobacion de polimeros
utilizados para la absorcién y expulsion de las particulas poliméricas el material seleccionado
tiene en el mercado un valor monetario muy asequible y para una produccion en masa es estable

su valor.

4.1.2 Revisarel estado del arte de la encapsulacion de complejo B:Para desarrollo de

esta actividad se realizd una investigacion en algunas de las bases de datos las cuales son:

Scopus: es la base de datos de citas y citas mas grande del mundo de literatura de
investigacion revisada por pares. Con mas de 22.000 titulos de méas de 5.000 editores

internacionales. (“Scopus - Blsqueda de un perfil de autor,” n.d.)

Sciencedirect: Busqueda de revistas revisadas por pares, articulos, capitulos de libros

y contenido de acceso abierto. (“ScienceDirect.com,” n.d.)
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Redalyc: Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal.

Impulsada por la UAEM para la difusion de la ciencia en acceso abierto. (“Red de Revistas

Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia,” n.d.)

Scielo: Es una biblioteca virtual para Latinoamérica, el Caribe, Espafia y Portugal. Se
desarrolla como una red que cuentan con sitios de operacién regular en cada pais e iniciativas en

desarrollo. (“SciELO - Scientific electronic library online,” n.d.)

4.1.3 Preparacion de las soluciones de los polimeros para formacién de nano capsulas.
En la preparacion obtuvimos dos muestras las cuales son una sin medicamento para la
comprobacion de las nanocapsulas y otra con el medicamento dentro de cada una de dichas

capsulas

Primera solucién nanoparticulas de pva

Previo a la encapsulacion del farmaco, se prepararon nanocapsulas sin farmaco para poder
establecer los pardmetros que permitieron que el método fuera reproducible. La metodologia
empleada contempla la realizacion de dos fases: una fase orgénica y la fase acuosa. La fase
organica esta compuesta por la solucion del solvente-polimero. La solucion se prepara al disolver
120 mg de PVA (diferentes pesos moleculares) en 30 ml de acetona en un matraz de Erlenmeyer,
con agitacion magnética permanente (700 rpm) a 45 °C de temperatura durante 45 minutos.

Luego de realizar los estudios previos a fase organica utilizando el procedimiento descrito. En
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otro recipiente de vidrid se obtuvo la fase acuosa mediante la disolucion del surfactante (Tween

80, Polaxamer 188y Pluronic F127) y agua desionizada en una relacion de 0,25 wiv.

Luego de obtener las dos fases se procedio a realizar el proceso de sintesis de las
nanocépsulas, para ello, la fase acuosa se introduce en el sistema en el sistema recirculante a
través de la manguera de silicona ala que se le inyecta la fase organica. Luego de inyectar la fase
organica en la fase acuosa se elimind el solvente de la suspension; para ello se agitd la solucidn
por 12 horas. El tiempo utilizado de acuerdo a la revisién de diferentes reportes es suficiente para
la evaporacion total de la acetona debido a que es un solvente altamente volatil (Chauhan, 2010),
(Eviner, 2012), (Kalita, 2015.), (Leung, 2015.). Posteriormente, la suspension se sometio a
centrifugacion a 9000 rpm por 15 minutos, se elimind el sobrenadante y se agregd de nuevo agua
desionizada hasta completar un volumen de 30 ml. Las nanocapsulas fueron suspendidas
mediante agitacion en virtex y seguidamente se sometieron de nuevo a centrifugacion.
Finalmente, luego de tres ciclos se obtienen las nanocéapsulas recolectadas en una suspension

acuosa

La sintesis de las nanocapsulas de PVA se realizO mediante la variacion de parametros
como el peso molecular, el surfactante, la relacion de las fases y la cantidad de farmaco
encapsulado. Inicialmente se sintetizaron nanocapsulas variando el peso molecular Mn:
10,000-14.000 g/mol; Mn: 45.000 g/mol y Mn: 80.000 g/mol, con los parametros establecidos.
Cabe destacar que la concentracion de polimero y del surfactante no se varié durante todo el

disefio experimental, teniendo en cuenta que por estudios previos Y reportes de la literatura se
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determind que el aumento de estos parametros aumenta considerablemente el diametro de las
nanocapsulas. Se eligi6 Tween 80 como surfactante para este ensayo, en vista de que es el
mayormente reportado en la literatura (Chauhan, 2010), (Ding, 2014), (Kim, 2012), (Kalita,

2015.).

Segunda muestra nanocapsulas de PVA formadas con el medicamento

se utiliz el diagrama de fases de la Figura 6, donde se determind que el flujo es turbulento.
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Figura 17. Diagrama de fases del régimen de flujo en términos del factor Ry del nimero de
Reynolds (Re) (Lim, 2014)

Luego de establecer las velocidades del sistema, se procedié a sintetizar la nanocapsulas de

PVA. La sintesis de las nanocapsulas se realizd a temperatura ambiente, utilizando los
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precursores que se describen a continuacion: polimero Polivinilo de alcohol Mn: 10,000-14.000
g/mol; Mn: 45.000 g/mol, Mn: 80.000 g/mol, Tween 80, Polaxamer 188, glutaraldehido como
surfactantes, agua desionizada como no solvente, y Complejo B medicamento encapsulado. Los
reactivos quimicos utilizados en la sintesis de las nanocapsulas de PVA fueron de grado

analitico.

Luego de establecer el peso molecular apropiado para el pva se realizd el andlisis de la
variacion del surfactante (Tween 80, Pluronic F127, Polaxamer 188) en el tamafio de las
nanocapsulas, para ello se mantuvo constante otros parametros del proceso como: el peso
molecular del polimero, la relacion de las fases, la concentracion del polimero y del surfactante.
Igualmente se evaluo la variacion del tamafio de con diferentes relaciones de las fases (2:1, 5:1,
10:1), al igual que en el caso anterior se mantuvieron constantes el peso molecular del polimero,
la relacion de las fases, la concentracion del polimero y el surfactante (Tween 80). Después de
establecer estos parametros, se realizd el analisis de encapsular diferentes cantidades de
complejo B en el tamafio las nanocapsulas utilizando diferentes relaciones de farmaco/polimero
(10%, 15%, 20% w/w masa de complejo b/masa polimero) en la fase organica. Este analisis se
realiza como consecuencia de gque en diferentes reportes varian la cantidad de pva cargada en las
nanocapsulas (Chauhan, 2010), (Ding, 2014)1, (Leung, 2015.), sin embargo, no se reporta la
incidencia en el tamafio de la nanocépsula. Para determinar la influencia de los parametros

estudiados en las caracteristicas morfoldgicas
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y de tamafio de las nanocépsulas, se utilizaron técnicas como: dispersion dindmica de luz
(DLS) DLS, microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica de trasmision

(TEM).

4.1.4 Sintesis de nanocapsulas. La sintesis de las nanocapsulas de PVA se realizo, de
acuerdo con la metodologia reportada por Lim y colaboradores. (Lim, Ultra-high throughput

synthesis of nanoparticles with homogeneous size distribution using a coaxial, 2014.)

La sintesis de las nanocapsulas se realizd por medio de un mezclador coaxial de flujo
turbulento en un sistema recirculante, con el que se obtuvieron nanocapsulas con tamafios en un
rango comprendido de 80 y 250 nm, variando el peso molecular del polimero, la concentracion
de las fases, el surfactante y la cantidad de complejo B encapsulada. Antes de iniciar el proceso
de sintesis de las nanocapsulas es necesario garantizar que el flujo del sistema cumpla la
condicion turbulenta. Esta condicion se debe a que el flujo turbulento permite que el farmaco
hidréfobo y el polimero se co-precipiten muy rapidamente formando céapsulas en escala
manométrica. (Lim, 2014.), (Z. Zhu, 2014), (Prud’homme, 2015.) Para ello hemos realizado un
montaje aproximado al construido por Lim y colaboradores (ver Figural8). (Lim, Ultra-high
throughput synthesis of nanoparticles with homogeneous size distribution using a coaxial, 2014.)
El montaje consiste en un conducto de silicona por el que circula la fase acuosa impulsada por
una bomba peristaltica Masterflex® a una velocidad de 30900 ml/h, en ella se inyecta la fase

organica através de una jeringa con una aguja 27 G (0,4*13mm) a una velocidad de 200 ml/h,
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este flujo es impulsado por una bomba de inyeccion Colp Parmer®. En los parrafos siguientes se

describe el proceso con el cual se establecieron las velocidades del sistema.

La caracterizacion del flujo se realizd por medio de la metodologia y los resultados
encontrados por Lim. (Lim, Ultra-high throughput synthesis of nanoparticles with homogeneous
size distribution using a coaxial, 2014.) El nimero de Reynolds vy la relacion de las velocidades
de los chorros se calcularon empleando las ecuaciones planteadas por dicho autor, las cuales se

presentan a continuacion:

Ui =—2 e (2)

Donde:
ui y Qi = velocidad de inyeccion y flujo volumétrico de la fase organica, di= diametro de la
aguja.

4 Jo
m{D3—di3)

Uo = NE)

Donde: u0 y Q0= velocidad y flujo volumétrico de la fase acuosa, D= didmetro de la manguera
di= diametro de la aguja.

R= 2= e ()

Donde R= relacién de las velocidades de los chorros, ui= velocidad de inyeccion de la fase
organica y u0= velocidad de la fase acuosa.

Re=22 ()

A

Donde Re=ndmero de Reynolds, Q= suma de los caudales, v= es la viscosidad del fluido, A=
area interior de la manguera
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Bomba peristéltica

Diametro interior de
la manguera= 3,175
mm

Aguja 27G \

Inyeccion de
la fase
organica

Fase acuosa

Figura 18. Sistema empleado para sintesis de nanocapsulas de complejo B (Lim, 2014.).

4.2 Caracterizacion mecanica de las nanocapsulas

Para la caracterizacion solo se prepararon dos muestras una de ellas solo son nanocapsulas
de pva y otra muestra contendran las capsulas de pva con el medicamento las cuales se

explicaron el método de realizacion por medio de la muestra.
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4.2.1 Caracterizacion por SEM

Figura 19. Imagen de las soluciones preparadas para la curva de liberacion

46.21 nm

Figura 20. Imagen SEM de las nanocapsulas obtenidas de PVA con complejo B
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4.2.2 Caracterizacion por TEM. La morfologia de las nanocapsulas de PVA obtenidas
cony sin Complejo B se determind mediante imagenes TEM como se muestra en las Figuras
Tampoco se observaron aglomeraciones de las nanocapsulas en las imagenes analizadas. En las
Figura 21 es apreciable que las nanocapsulas estan vacias, se observa la coraza de las

nanocapsulas, mientras que en la Figura 22 a) y b) se observa la diferencia en la morfologia entre

las nanocépsulas de PVA sin y con Complejo B.

Figura 21. Imagen TEM nanocapsulas poliméricas de PVA sin medicamento.
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45,23 nm

Figura 22. Imagen TEM nanocéapsulas poliméricas de PVA a) sin Complejo B, b) con Complejo

4.2.3 caracterizacion DLS. El surfactante que se usO para generar las nanocapsulas fue
diametro es el Tween 80 (36.88-43.55 nm). La polidispersidad de estas nanocapsulas medidas en
el DLS fue de 0.211 a 0.233 como se observa en la figura 23, las nanocapsulas obtenidas cuentan
con diametros en un rango de 43.12-49.78 nm vy la polidispersidad més baja (0.138-0.160).
Adicionalmente, las relaciones volumétricas 2:1 y 5:1 de polimero complejo B presentaron las
nanocapsulas de menor diametro y entre ellas no se encontrd diferencia estadistica. Se realizaron
ensayos de encapsulacién con Complejo B al 10% respecto al peso del PVA, el diametro de las
nanocapsulas y el indice de polidispersidad incrementaron ligeramente con la adicion del

medicamento como se puede observar en los histogramas obtenidos por DLS en la Figuras 24
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Size Distribution by Intensity
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Figura 23. Histograma obtenido por DLS para las nanocapsulas con 10 % de Complejo B.
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Figura 24. Histograma obtenido por DLS para las nanocépsulas sin Complejo B.

4.3 Evaluacion de la concentracion encapsulado

se realizd el célculo de la eficiencia de la encapsulacion empleando la ecuacion 6. Es
importante resaltar que el procedimiento empleado para obtener la curva de calibracion que
permitid cuantificar la absorbancia del complejo b no encapsulada, se realizd de acuerdo al

método desarrollado por (P. V. Kadam, “Development and validation of UV spectrophotometric
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method for the estimation of curcumin in cream formulation,; P. V. Kadam, “Development and
validation of UV spectrophotometric method for the estimation of curcumin in cream
formulation,”, , 2013). Para ello se tomaron mediciones de la absorbancia del sobrenadante y de
la solucion con el complejo B cargada inicialmente usando un espectrofotometro UV,
posteriormente con estos valores se calculd la eficiencia de la encapsulacion a través de la
ecuacion 6.

complejo b no encapsulado

X 100 ...(6)

complejo b cargade inicialmente

Las nanocdpsulas sintetizadas fueron almacenadas en recipientes para su posterior
incorporacidon y el desarrollo de la las nanocapsulas. Por otra parte, las suspensiones obtenidas de
la sintesis fueron sometidas a un proceso de liofilizacion, con el fin de determinar la cantidad de
nanoparticulas producidas por cada proceso de sintesis. Para ello, se utilizd la metodologia de
(Jain, 2013.), las suspensiones de nanoparticulas se introdujeron en recipientes y se sometieron a

un proceso de congelacion mediante la inmersion en nitrégeno liquido.

Posteriormente se introdujeron en un congelador SANYO modelo MDF-C8V1, a una
temperatura de -80 °C, por un periodo de 1 hora. Terminado este tiempo los recipientes se
llevaron al liofilizador LABCONCO modelo 7934021, cuya presion de operacion fue de 0.023
mBar, donde se dejaron por 24 horas; transcurrido este periodo se obtuvieron las nanocapsulas

liofilizadas (Jain, 2013.)
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4.3.1 Realiza el montaje de liberacion. El ensayo de liberacion se realizd para las
nanocapsulas que contenian complejo B durante un tiempo de 45 dias, con la ayuda de la curva
de calibracion se calculd el porcentaje de liberacion de complejo By se presentd en funcion del
tiempo, de acuerdo a la ecuacion. Las alicuotas se tomaron de la solucion por triplicado, se
centrifugaron y se cuantificaron por espectrofotometria UV-Visible, a una longitud de onda de
426 nm, determinando asi la concentracion de complejo B en el medio de liberacién a distintos

tiempos.

Se ha realizado un estudio entorno a la cinética de liberacion obtenida de los ensayos de
liberacién del complejo B, con la finalidad de determina la velocidad con la que el sistema
desarrollado controla la elucion del complejo. Se ha podido determinar que se presentan tres
etapas, estas se diferencian por la velocidad de liberacion. Se debe tener en cuenta la presencia
de etanol en la solucion, el cual favorece la solubilidad y permite una completa disolucion del

complejo B.

Las nanocapsulas sintetizadas presentaron perfiles de liberacion similares, en la Figura 25
se observa el comportamiento de elucion de complejo B a partir del material compuesto. La
liberacion de complejo B se mantuvo constante al menos durante 18 dias sin presentar efecto de
rafaga. Luego de 45 dias en el sistema solo se ha liberado el 60% del farmaco total cargado en

las nanocapsulas.
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Figura 25. Perfil de liberacion in vitro de las nanocapsulas de complejo B

Las muestras analizadas empezaron a liberar complejo B a una velocidad de 4,34 ng/dia
durante los 18 dias iniciales, hasta liberar el 7% del total del farmaco cargado, las muestras
mantienen la misma velocidad de liberacion durante este periodo. Posteriormente, durante los
dias 19 al 31 la liberacion para la muestra M 1 con linea de color rojo se realizd a una tasa de
5,95 pg/dia, y para la muestra M 2 de color negro a una velocidad de 5,45 pg/dia. Finalmente, la
velocidad de liberacion para M 1 se realiza a una tasa de 9,23 pg/dia hasta alcanzar el 60% del
total de complejo B encapsulado y para M 2 a una velocidad de 9,02 pg/dia hasta alcanzar el

57% del total de complejo B encapsulado
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4.3.2 Elaboracion de curva de concentracion en espectroscopia UV. Antes de realizar el
comportamiento in vitro de las nanocapsulas, se realizd una curva de calibracién donde se logro
determinar la absorbancia de diferentes concentraciones de complejo B disuelto en la solucién de
agua: etanol, usando un espectrémetro ultravioleta visible (UV-Vis) a una longitud de onda de
426 nm. En la Figura 26 se observa la curva de calibracién obtenida del ensayo. Para el calibrado

se utilizaron patrones de complejo B de concentraciones variables entre 0.25y 10 pg/ml en agua:

etanol.
0,3 5
3
= 024
]
g
g /
0.1 Concentracion = 0.0259( Absorbancia) + 0.0585
’ R2 =0.9994
0,0

5 ' 10
Concentracién (g/ml)

Figura 26. Curvade calibracién realizada para complejo B disuelta en agua/etanol
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4.3.3 Realizar la lectura de liberacion eneltiempo. La liberacién in vitro del sistema
desarrollado se ajustd a dos modelos matematicos presentando en los dos casos altos valores de
coeficiente de regresion en diferentes etapas de liberacion del sistema. Los modelos matematicos

utilizados son los siguientes:

Modelo Higuchi:

El modelo de la ley del exponente, Korsmeyer-Peppas:

En la Figura 27 y la Figura 28, se presenta el comportamiento de la cinética de liberacion
ajustada a los modelos mateméticos. De acuerdo con la gréafica el modelo matemético de Higuchi
mostré que el ajuste de regresion no es adecuado para el tipo de liberacion que presento el
sistema. No obstante, el ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas permitié la obtencién de un

mejor ajuste lineal de los datos.
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Figura 27. Ajuste al modelo de Higuchi y Korsmeyer-Peppas para M 1
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De acuerdo con la informacion presentada en la gréfica, se hallo la relacion de la raiz
cuadrada del tiempo (t 1/2) respecto a la cantidad de complejo B liberado (M t), los valores del
coeficiente de correlacion no pueden considerarse significativos (0,815; 0,825; 0,8662; 0,8119)
considerando entre el 55y el 60% del compuesto liberado. Los valores del coeficiente de
difusién son superiores a 1 en los dos casos analizados. Con respecto a lo anterior podemos
inferir con no se presenta en su totalidad relaciones proporcionales entre la raiz cuadrada del
tiempo vy la cantidad de complejo B liberado, es decir, no se puede considerar que existe un

proceso de difusion del farmaco a partir de la matriz.
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Figura 28. Ajuste al modelo de Higuchi y Korsmeyer-Peppas para las muestras M2, M3 y M4

Por otra parte, se aplico la ecuacion de Korsmeyer-Peppas, con este modelo y por medio de
un proceso de linealizacién logaritmica, se encontrd que el sistema de liberacién obtenido
presenta coeficientes de correlacion de 0,97; 0,96; 0,9762 y 0,9563 por lo que se puede
determinar el exponente de liberacion n que indica el mecanismo de liberacion de la pendiente de
la recta. El valor del exponente de la ecuacion para la liberacién sostenida de complejo B esn
para M 1=0,68; M 2=0,7; M 3=0,68; M 4 =0,6. El valor obtenido esta dentro del rango 0,45
&lt; n &lt; 0,89, lo que indica que el mecanismo de liberacidn es andbmalo Figura 29. (Sandoval,
2008)(Modelo no Fickian), podria ser el principal mecanismo de liberacion del complejo B en el

medio de liberacion.

(Capa delgada Cilindro Esfera Mecanismo de liberacion
0,5 0,45 0,43 Difusion “Fickiana”

05<n<l0 045<n<089 043<n<0285 Transporte andmalo
10 0,89 0,85 Transporte tipo |

Figura29. Exponente “n” de la ecuacion modelo de Korsmeyer-Peppas y mecanismo asignado
a la liberacién del farmaco (Sandoval, 2008)
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Capitulo 5. Conclusiones

Se lograron sintetizar nanocapsulas de PVA cargadas con complejo B con un diametro

promedio de 46.21 nm y un indice de polidispersidad de 0.225.

Se lograron sintetizar nanocapsulas de PVA cargadas de complejo By observar el cambio
en la morfologia (diametro) de estas al ser cargadas con el medicamento. Es decir, el diametro
promedio Yy el indice de polidispersidad de las nanocapsulas PVA presentan un incremento de 2,91

nm y 0.08 respectivamente con la adicion o carga de Complejo B.

Se logr6 desarrollar una técnica para sintetizar micro y nanocapsulas poliméricas a partir de
diferentes formulaciones que cumplieran con bajos indices de polidispersidad. Lo que se traduce
en que la técnica de nanoprecipitacion modificada permite sintetizar cépsulas de forma

reproducible.

Se tomo los modelos de Korsmeyer-Peppas como los més ajustables para la liberacion del

complejo b.

La curva de liberacion mas Optima para la nanoemcapsulacion la es m 1 se realiza a una tasa

de 9,23 pg/dia hasta alcanzar el 60% del total de complejo b encapsulado
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