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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las caracteristicas estructurales y morfolégicas de nanoparticulas de
Riboflavina (vitamina B,), 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 (Nano Spray Dryer Biichi B-
90).

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 pulverizacion soluciones y
suspensiones acuosas empleando aire comprimido como gas de secado, produciendo estructuras con
una distribucién homogénea de tamafos. Se empled 0.125% de concentracion en cada biopolimero
para que el microfiltro no se sature de la solucion a utilizar, esto se analiz6 mediante un disefio de
factorial de experimentos 2°, en el que se fijaron condiciones de uso del Nano Spray Dryer para la
formacion de nanoparticulas de tamafio homogeneo. Las variables de proceso del equipo fueron:

microfiltro de 4 um 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 y Pectina-Quitosano), con el fin de formar nanoesferas compactas y resistentes para la
liberacion controlada de Riboflavina. La medicién de cargas electrostaticas se realizé 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 ajusto 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 analizé observando la morfologia de las
estructuras a través de la técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM). En general, las
nanoesferas fueron estables a una humedad de 33 y 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, se observaron los grupos funcionales que interactian una vez
que las nanoesferas estan formadas, estableciendo que el grupo carboxilo (-COO) del polimero
aniénico (Alginato) puede interactuar con el grupo amino (-NH3") del Quitosano en la interaccion

Quitosano-Alginato.

Finalmente, se realizd la cinética de liberacion de Riboflavina en un modelo in vitro. Como resultado
del mismo se observé que la interaccion de biopolimeros tiene una liberacion progresiva, resaltando
que la combinacion de Pectina-Quitosano fue la matriz en la cual se liber6 mas 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 retard6 la liberacion del

compuesto activo.

En cuanto a los resultados de concentracion, las nanoparticulas en promedio alcanzaron una
estabilidad en concentraciones de 0.02 mM, a partir de este punto la liberacién que manifiestan se

mantiene constante.



ABSTRACT

In this work the structural and morphological characteristics of nanoparticles of riboflavin (vitamin
B,), encapsulated in matrices of Chitosan, Alginate and Pectin and combinations of these
biopolymers: Alginate-Chitosan and Pectin-Chitosan were studied. The nanospheres were obtained
using the Spray Drying technique at nano scale (Nano Spray Dryer Buchi B-90).

The effective experimental conditions to form nanostructures with homogenous sizes were
determined. Variables such as concentration of biopolymers and temperature of drying were studied
during processing in the Nano Spray Dryer. This equipment has the capability to spray drying
aqueous solutions and suspensions using compressed air as the drying gas, producing structures with a
homogenous size distribution. For drying, 0.125% concentration of each biopolymer was used to
avoid saturation of the microfilter. Results were analyzed by a statistical factorial design 22, in which
experimental conditions of processing by the Nano Spray Dryer were studied to form nanoparticles of
uniform size. The variables selected were: 4 microns microfilter and 120 ° C.

To design robust and compact structures, the pH range in which the interaction of electrostatic
charges between these two biopolymers (Alginate-Chitosan and Pectin-Chitosan) was studied. The
measurement of electrostatic charge was performed in a Nano Zetasizer equipment. Once the
interaction curve pH vs mV (electrostatic charge) biopolymers solutions were built, the pH of the
Alginate-Chitosan (pH = 3.3) and Pectin-Chitosan (pH = 3.6) solutions was adjusted. Once having the
homogeneous solution, the nanoparticles are obtained in the Nano Spray Dryer equipment.
Nanospheres stability to moisture of the medium was analyzed by observing the morphology of the
structures through Scanning Electron Microscopy (SEM). Overall, the nanospheres were stable at an
interval of humidities between 33 and 75%, however, at high humidity (98%) structures were rapidly

hydrated in the first 24 hours, introducing agglomerates.

By the FTIR analysis of nanospheres, functional groups interactions were observed, establishing that
the (-COOQ) carboxyl group of the anionic polymer (Alginate) can interact with the amino group

(NH?®) of chitosan in Alginate-Chitosan interaction.



Finally, the kinetics of the release of riboflavin was performed in an in vitro model. As a result, it was
observed that the interaction of biopolymers is a progressive release, noting that the combination of
chitosan-pectin was the matrix in which vitamin released more quickly starting in the first 40 min of
their hydration and chitosan-alginate did so in a time of 30 min concluding that the chitosan-pectin

matrix delayed release of the active compound.

Regarding the results of concentration of vitamin, nanoparticles reached at maximum concentration at

0.02 mM after two hours.
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INTRODUCCION

Para la mayor parte de la historia civilizada, no hubo diferencias claras en la forma en que se
consumen alimentos y medicinas. Hasta la fecha, la administracion oral sigue siendo la via preferida
de administracion del farmaco, especialmente para terapias cronicas donde se requiere la
administracion repetida. La administracion oral ofrece a los pacientes menos dolor, mayor
comodidad, mayor probabilidad de cumplimiento y reducir el riesgo de contagio de infecciones y
lesiones por pinchazo. Por lo tanto, las formulaciones de administracién oral de farmacos siguen
dominando mas de la mitad del mercado. Como resultado, las nuevas estrategias de administracion de
farmacos han sido desarrolladas para superar los obstaculos encontrados por la administracion oral. Se
han formulado diferentes vehiculos de entrega a partir de polimeros sintéticos y naturales.

A partir de ello se proponen nuevas tecnologias de encapsulacion tanto en tamafio micro como nano, teniendo
en cuenta las diferentes técnicas que se han desarrollado para ser usadas en sistemas de liberacion tanto
prolongadas como instantaneos. La nanotecnologia es la base de técnicas innovadoras para el transporte de
farmacos con beneficios potenciales para el paciente. Ha sido dificil entre los expertos llegar a una definicion
consensuada acerca de la nanotecnologia, sin embargo, se puede decir que es una ciencia que abarca productos,
procesos y propiedades a una escala nano/micrométrica, en donde la fisica, la quimica y la biologia convergen
para crearla (Andueza, 2012).EIl secado por atomizacion ha sido una tecnologia ampliamente usada por
la industria debido a su reproducibilidad y economia. Su aplicacién principal es utilizada para

enmascarar sabores, aromas y la encapsulacion de vitaminas (Lupo et al., 2012).

Los materiales de la matriz son denominados, material de revestimiento, pared, capsula, membrana,
portador o0 céscara, estos pueden ser constituidos de gomas, proteinas, azucares, polisacaridos
naturales y modificadas, lipidos y polimeros sintéticos. (Martins et al., 2014, Cerdn, 2012) Este
depdsito puede ser lipofilos o hidrofilos de acuerdo con el método de preparacion y las materias
primas (Mora-Huertas et al., 2010, Vrignaud et al., 2011) por este motivo seran utilizados materiales
polisacaridos para la matriz ya que al ser absorbidos cuentan con componentes de grupos de
sustancias vitales (Morrison and Boyd, 1998) , se aplican como agentes para la alimentacién y como
encapsulantes farmacéuticos (Estevinho et al., 2013). Proponiendose de esta manera al Alginato,
Pectina y Quitosano para formar la matriz encapsulante, esto debido a sus propiedades de estructura,

flujo, textura y estabilidad de sistemas alimenticios (Porras, 2012).



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

1. ANTECEDENTES

En el presente capitulo se presenta la bibliografia relevante consultada para el desarrollo del presente
proyecto. Se revisaron las técnicas de encapsulacion disponibles, sus ventajas, importancia y
aplicacion en la industria farmacéutica y de alimentos. Asimismo, se presenta una revision de los
principales polimeros sintéticos y naturales empleados para la encapsulacion de compuestos activos,
profundizando en los biopolimeros de Quitosano, Alginato de Sodio y Pectina, ampliamente
utilizados por su biocompatibilidad, biodegradabilidad e inocuidad para proteger diversos compuestos
activos. Entre los principales principios activos se encuentran: antioxidantes, vitaminas, aminoacidos,
minerales e incluso moléculas como células, enzimas, microorganismos y probiéticos con beneficios
para la salud, incluyendo citostaticos, antiinflamatorios, péptidos y hormonas. Finalmente, se incluye
un resumen de las principales técnicas empleadas para la caracterizacion de nanoestructuras:

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia FT-IR y UV-Vis y Potencial Z.

1.1 ENCAPSULACION

La encapsulacion se ha definido como el aislamiento de compuestos activos que pueden interaccionar
con otros componentes, sin embargo, también tiene la finalidad de proteger el compuesto o sustancia
encapsulada del calor, la humedad, el aire, la luz y el oxigeno, contribuyendo a la vida util del
producto y promoviendo su liberacion controlada (Ceron, 2012). El sistema de liberacién controlada
de estos encapsulados se hace por variando las condiciones del medio: modificando el pH, la
temperatura, la actividad enzimatica, el estrés mecéanico, etc. (Gouin, 2004).

Los metodos de encapsulacion son adecuados para la formulacion de una amplia gama de productos
funcionales, esto se da a partir de la microencapsulacion, destacando la incursion con el papel carbon
en 1940.(Fanger, 1974). En tecnologia de los alimentos, por ejemplo, la encapsulacion se emplea
también para enmascarar sabores desagradables (Gouin, 2004), protegiendo los componentes activos,
células o microorganismos, sensibles al calor, al pH, al oxigeno y a la luz, factores a los que son

expuestos los alimentos durante su procesamiento y su almacenamiento (Lupo et al., 2012).

CICATA Legaria 1
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Papel

Microcapsulas

Revestimiento

Papel

Figura 1 - Papel Carbon (Fanger, 1974)

Un material de recubrimiento o agente encapsulante se define como un material 0 compuesto que
forma una capa delgada sobre una superficie. Esta capa puede ser organica, inorganica o una
combinacion de ambas. Las cubiertas organicas, en general, contienen pigmentos, extensores y otros
aditivos como catalizadores, absorbentes, modificadores y antioxidantes. Los materiales de
recubrimiento se emplean para proteger una molécula o principio activo de la humedad atmosférica,
luz ultravioleta, etc, asi como para decorar las pinturas. ElI material de cubierta o encapsulante debe
poseer propiedades “funcionales” especificas: degradables, antibacterianos, anticorrosivos (Castafieda

etal., 2011).

1.1.1 MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion, desarrollada aproximadamente hace 60 afios, se define como una tecnologia
de envasado de solidos, liquidos, 0 materiales gaseosos en capsulas selladas del orden de micras que
pueden liberar su contenido bajo condiciones controladas (Martins et al., 2014, Islas, 2012, Ceron,
2012). Los materiales que se van a envasar pueden ser puros o una mezcla de diferentes compuestos,
que también son denominados material del nicleo o sustancias activas. Los materiales de la matriz
son denominados, material de revestimiento, pared, capsula, membrana o portador, estos pueden ser:
gomas, proteinas, azucares, polisacaridos naturales y modificados, lipidos y polimeros sintéticos
(Martins et al., 2014, Cerén, 2012).
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Se sabe que muchos alimentos, tales como jugos, zumos de frutas, vegetales y compuestos
farmacologicos, facilmente pierden su actividad bioldgica por oxidacion, cuando se exponen al
ambiente. Esta situacion sugiere la necesidad de aplicar técnicas que impidan esta degradacion o
reducir los efectos del envejecimiento de las células (Castafieda et al., 2011).

Dependiendo del método de encapsulacion las estructuras desarrolladas tienen diferentes morfologias.
Las formas mas comunes son las capsulas con un nucleo en el centro y esferas solidas (Vemmer and
Patel, 2013). La forma especifica dependera de varios factores: la tecnologia de proceso empleada, el
nucleo o el compuesto activo y los materiales empleados para construir la pared de la estructura.

A) Material B)

de la pared

Material de la

pared

Material del
ndcleo

Material del
nucleo

Figura 2 - Formas principales de encapsulacion: A) capsula mononuclear y B) agregados ) - (Ceron, 2012)

En general las técnicas de encapsulacién, conllevan a tres aspectos:

e Laformacion de la pared alrededor del material a encapsular.
e Asegurar que no ocurran fugas indeseadas.

e Asegurar que los materiales no deseados se mantengan fuera de la capsula.

Para la produccion de microcapsulas han sido propuestos varios métodos, con el fin de ser adaptado a
diferentes tipos de materiales de nucleo y cubierta, asi como, para generar particulas con diferentes

tamanos, grosor de la cascara y de la permeabilidad (Martins et al., 2014).
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1.1.1.1 TECNICAS DE MICROENCAPSULACION

Existen diferentes técnicas para la realizacion del proceso de microencapsulacion

e Procesos fisicos:
Secado por atomizacion, extrusion, recubrimiento por lecho fluidizado y separacion por suspension
rotacional.

e Procesos fisico-quimicos:
Coacervacion simple o compleja, liposomas y gelificacion idnica.

e Procesos quimicos:

Inclusién molecular, polimerizacion interfacial y co-cristalizacion (Vega, 2011).

Entre los que destacan:

-Polimerizacién interfacial

En este proceso se produce la polimerizacion de un monomero en la interfase de dos sustancias
inmiscibles, formando una membrana, que dara lugar a la pared de la microcapsulas. Este proceso

tiene lugar en tres pasos:

1. Dispersién de una solucion acuosa de un reactante soluble en agua, en una fase organica para
producir una emulsion agua en aceite.

2. Formacion de una membrana polimérica en la superficie de las gotas de agua, iniciada por la
adicion de un complejo soluble en aceite a la emulsion anterior.

3. Separacién de las microcapsulas de la fase organica y su transferencia en agua para dar una
suspension acuosa. La separacion de las microcapsulas se puede llevar a cabo por centrifugacion
(Villena et al., 2009, Larrasilla et al., 2010, Lizama, 2005).
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-Coacervacion

Es un método fisico-quimico que se basa en la separacion de fases, consiste en tres pasos:

1. Formacion de un sistema de tres fases quimicamente inmiscibles (una fase liquida o fase continua,
un material a recubrir y un material de cobertura o de pared).

2. Deposicion del material polimérico liquido que formara la cubierta sobre el material a cubrir.

3. Solidificacion de la cubierta (Villena et al., 2009, Villamizar and Martinez, 2009, Lizama, 2005).

-Liposomas

Los liposomas son particulas microscopicas formadas por dos fases: una fase lipidica y otra fase
acuosa. Son estructuras compuestas de una bicapa de lipidos que engloban un volumen acuoso. Se
elaboran con moléculas anfifilicas que poseen sitios hidrofébicos, por ejemplo, fosfolipidos como la
lecitina. En la fase acuosa, se coloca el material a encapsular cuando es hidrofilico o bien se agrega en
el solvente organico donde se disuelven los fosfolipidos, si es lipofilico (Villena et al., 2009, Lopretti
etal., 2011, Clavijo et al., 2007, Gomez, 2005).

-Gelificacion idnica

Existen dos técnicas de gelificacion:

Gelificacion externa:

En la gelificacion externa, la sal de calcio soluble es agregada en el seno de una emulsion. Una de las
ventajas de esta técnica es que el tamafio de particula no puede ser controlado y las particulas tienden
a coagular en grandes masas antes de adquirir la consistencia apropiada. Ademas, la distribucion del
tamafo de particula es heterogénea con intervalos entre 400um y 1mm (Lupo et al., 2012, Villena et
al., 2009).

Gelificacion interna:

La gelificacién interna se basa en la liberacion del i6n calcio desde un complejo insoluble en una
solucion de alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por acidificacion de un sistema aceite-acido
soluble, con participacion en la fase acuosa del Alginato. Esta técnica permite obtener particulas de un

tamario de aproximadamente 50 um (Villena et al., 2009, Lupo et al., 2012).
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-Encapsulacion por extrusion

La técnica consiste en la formacion de gotas de la solucion de Alginato que contiene el componente a
encapsular al hacer pasar dicha solucion por un dispositivo extrusor de tamafio y velocidad de goteo
controlado (Lupo et al., 2012, Lopretti et al., 2011, Flores and Jiménez, 2013).

-Encapsulacién en emulsion

La técnica de encapsulacion en emulsién se define como el proceso de dispersion de un liquido en
otro liquido inmiscible donde la fase dispersa consta de la matriz que incluye el componente a
encapsular. La adicion de un sulfactante mejora la formacion y estabilidad de la emulsion, asi como la

distribucion de tamafio de las gotas (Lupo et al., 2012, Flores and Jiménez, 2013).

-Encapsulacion mediante secado por aspersion

El secado por aspersién ha sido una tecnologia ampliamente empleada por la industria debido a su
reproducibilidad y economia. Su aplicacion principal es enmascarar sabores, aromas Yy la
encapsulacion de vitaminas (Flores and Jiménez, 2013). El procedimiento consiste en la preparacion
de una emulsién o suspension que contenga al compuesto a encapsular y el material polimérico, el
cual es pulverizado sobre un gas caliente que generalmente es aire promoviendo asi la evaporacion
instantanea del agua, permitiendo que el principio activo presente quede atrapado dentro de una

pelicula de material encapsulante (Lupo et al., 2012, Flores and Jiménez, 2013).

La técnica de secado por aspersion es una de las técnicas mas importantes de microencapsulacion,
debido a que existe mucha demanda para el control y liberacion de las sustancias en alimentos,
farmacos y microorganismos. Entre los materiales encapsulantes empleados con esta técnica se
encuentran: la goma arabiga, agar, alginato de sodio, carragenina, carbohidratos almidon, dextranos,
sacarosa, jarabes de maiz, celulosas, carboximetil-celulosa, derivados de la celulosa: metilcelulosa,
etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa, lipidos, ceras, parafinas, triestearina, acido estearico,
monoglicéridos, diglicéridos, aceites, grasas, (Vega, 2011) proteinas (gelatina, caseinatos, suero de
leche, zeina) (Islas, 2012) gluten grenetina, aloumina, materiales inorganicos como sulfato de calcio,

silicatos.
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En realidad existe una gran cantidad materiales de recubrimiento que pueden usarse para encapsular
las sustancias quimicas o sustancias farmacéuticas, y no solo eso, sino que se pueden encapsular otro

tipo de materiales como las sustancias microbioldgicas y alimenticias (Vega, 2011).

1.1.2 NANOENCAPSULACION

Nano, deriva de la palabra griega nanos, que significa enano o extremadamente pequefio. La
nanotecnologia se caracteriza por ser un campo esencialmente multidisciplinar y cohesionado

exclusivamente por la escala de la materia con la que se trabaja (Pinzon, 2010).

En general, las nanoparticulas se definen como particulas coloidales sélidas, de acuerdo al proceso de
formacién empleado pueden obtenerse nanoesferas y las nanocépsulas, esto en funcion de su
morfologia. (Rao and Geckeler, 2011, Mora et al., 2010). Las nanoesferas tienen estructuras
homogéneas, matriciales en la que los medicamentos se dispersan de manera uniformemente. Las
nanocépsulas, son las que muestran una estructura ndcleo-capsula. La formulacion de nanoparticulas
implica ciertos desafios porque es importante tener una distribucién de tamafio homogéneo, la
morfologia, el objetivo terapéutico de la administracion del farmaco, la biocompatibilidad del
polimero y la compatibilidad de las propiedades fisicoquimicas del agente bioactivo (Li et al., 2010).

Las nanoparticulas son sistemas poliméricos submicronicos (< 1um). (Séez et al., 2004).

Las nanoesferas son particulas donde toda la masa es sélida y las moléculas pueden ser adsorbidas en
la superficie de la esfera o puede estar encapsulado dentro de la particula, en general, son esféricas,
pero el término "nanoesfera” no hace referencia necesariamente a una morfologia totalmente esferica.
Las nanocapsulas son sistemas vesiculares, actuando como una especie de depdsito, en el que las
sustancias atrapadas se limitan a una cavidad que consta de un nucleo liquido (aceite o agua) rodeado

por una cascara de material solido, como se representa en la Figura 3. (Rao and Geckeler, 2011).

Entre los principales métodos de preparacion podemos citar: nanoprecipitacion, emulsion de difusion,
doble emulsion, emulsion-coacervacion, revestimiento de polimero y la capa por capa (Mora et al.,
2010).
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A) B) C)
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Figura 3 - Nanoestructuras: A) nucleo liquido, B) matriz polimérica y C) sustancia activa (Mora et al., 2010)

Las nanoparticulas poliméricas se han estudiado ampliamente como vehiculos de farmacos en el
campo farmacéutico y diferentes equipos de investigacidn han publicado anélisis sobre los
mecanismos de formacion de nanoparticulas, la clasificacion de los sistemas nanoparticulados y las

técnicas para la preparacion de nanocapsulas (Mora et al., 2010).

1.1.2.1 SECADO POR ASPERSION

También llamado secado por aspersion o pulverizacion. Esta técnica fue empleada inicialmente en la
industria de los alimentos, se emplea para mejorar el sabor de aceites (Gouin, 2004), el secado se
emplea como proceso continuo Yy escalable para convertir liquidos (solucidon, emulsiones,
suspensiones) en polvos sélidos, (Bichi, 2006, Li et al., 2010, Schafroth et al., 2012) como: leche,

café, huevo tomate y glucosa (Maupoey et al., 2001).

Las éareas de aplicacion en las que incursiona esta metodologia son: suspensiones de
nanoparticulas/nanoemulsiones, micro y nanoencapsulacion, aglomeraciones de nanoparticulas,
modificaciones estructurales, generacion de nanoparticulas con grandes tasas de recuperacion y

secado por pulverizacion de muestras en disolventes organicos y no organicos (Blchi, 2006).
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En la Figura 4 (Biichi, 2006) se muestra el quipo Nano Spray Dryer por el cual se hace el secado por

aspersion a escala nanométrica, se destaca las partes del sistema para la elaboracion de las

nanoparticulas.

Gas (flujo laminar)

Sistema de Calentamiento
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una fina membrana » oo de
vibratoria) 'u‘l_) ¢ roclo
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electrodo colector
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Filtro de Neutro conectado a tierra
escape el electrodo (cétodo)

Figura 4 - Nanospray Dryer B-90 - Manual NanoSpray Dryer

El secado por aspersion consiste en 4 etapas:

e Atomizacion.
e Contacto aire-gota.
e Evaporacion.

e Recuperacion del producto seco.

En este proceso un material de alimentacion liquido es atomizado por un rociado de pequefias gotas
finas, entra en contacto con el gas de secado caliente a temperatura suficiente para la evaporacion de
la humedad, a medida que las gotas viajan por una camara de secado, la humedad de éstas se evapora
y se forma el producto sélido en forma de un polvo que se recupera manualmente en la torre de
recoleccion (Cerdn, 2012, Vemmer and Patel, 2013).
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El tamafio de particula de salida depende principalmente de la caperuza de pulverizacion a utilizar,
cuenta con filtros de 4.0, 5.5 y 7.0um. (Biichi, 2006, Burki et al., 2011)

Disenado para generar tamafios de particulas entre 300 nm y 5 um (Burki et al., 2011, Buichi, 2006),
este secador de pulverizacion cuenta con un microfiltro de pulverizacion para atomizar la solucion
produciendo millones de pequefias gotas que se generan por segundo y las particulas secas son
recogidas por un colector de particulas electrostaticas. Los parametros controlables son la temperatura
de entrada, el tamafio de la membrana que vibra en la tapa de pulverizacion, la velocidad de flujo del

gas de secado, asi como la velocidad de pulverizacion relativa (Burki et al., 2011, Cerén, 2012).

Mediante esta metodologia se estdn encontrando cada vez mas aplicaciones en el mercado
farmacéutico (Schafroth et al., 2012), biotecnoldgico, materiales y nanotecnologia (Bichi, 2006,

Ceron, 2012).

Figura 5 - Micrografia de nanoesferas

Las muestras de polvo son generalmente heterogéneas y amorfas. Los rendimientos globales de
secado por atomizacion a escala de laboratorio son limitados, alcanzando alrededor del 50 al 70% (Li
et al., 2010).
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El interés relativo del uso de nanoparticulas en lugar de sistemas a escala micrométrica en las
aplicaciones farmacéuticas es su potencial para aumentar la tasa de absorcion, mejorar la
biodisponibilidad, habilitar la liberacion de farmaco (Li et al., 2010). Las nanoparticulas tienen la
ventaja de almacenar pequefios volimenes, altos rendimientos y pequefios tamafio de particulas
(Schafroth et al., 2012).

1.1.2.1.1 APLICACIONES DEL SECADO POR ASPERSION

Las nanoparticulas a base de polimeros han demostrado ser muy Utiles en el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada. Estos materiales se pueden clasificar, segun su origen, en naturales o sintéticos.
Los polimeros naturales ofrecen grandes ventajas frente al uso de los polimeros sintéticos, como son
su versatilidad, biodisponibilidad y menor costo (Fallic and Montero, 2012), se han estudiado
ampliamente como vehiculos en la industria farmacéutica para la liberacion de medicamentos (Mora
et al., 2010).

Especialmente en la industria de alimentos, secado por aspersion se utiliza para la preservacion y la
concentracion de microorganismos (Vemmer and Patel, 2013).

e Micelas poliméricas de unos 30 nm. (Aquanova Alemania) para encapsulacion de
antioxidantes y suplementos (vitaminas, isoflavonas, R-caroteno, luteina, acidos grasos omega-
3) (Aquanova Novasol-Alemania).

e Microcapsulas para enmascarar sabor y olor a aceite de pescado (&cidos grasos omega-3)
afiadido al pan como ingrediente funcional (Tip-Top-Omega bread-Australia)

e Micelas para nanoencapsular fitoesteroles, reduce la ingesta de colesterol en un 14% (NSSL;
Nutralease, Israel).

e Nanoceuticals™ Slim Shake Chocolate: diminutas particulas disefiadas para vehiculizar
chocolate puro para mejorar el sabor. (RBC Life Sci. Inc. USA).

e NANO B-12 Vitamin Spray Nanotech (Nutrition by Nanotec, LLC, USA) Nano gotas

disefiadas para liberar la vitamina de forma controlada y constante.
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Una desventaja de la tecnologia de secado por pulverizacién la tecnologia es el nimero limitado de
materiales de cubierta disponible. Dado que casi todos los procesos de secado por aspersion en la
industria alimentaria se llevan a cabo a partir de las formulaciones de alimentos acuosos, el material
de la cubierta debe ser soluble en agua (Gouin, 2004). Entre los principales materiales encapsulantes
se encuentran: goma acacia, maltodextrinas, almidon modificado hidréfobamente y mezclas de los
mismos. Entre los polisacaridos mas importantes podemos citar: Alginato, Carboximetilcelulosa,
Goma Guar, Pectina, Quitosano (Li et al., 2010) y proteinas (suero de leche proteinas, proteinas de
Soja, Caseinato de Sodio) (Burki et al., 2011, Gouin, 2004, Buchi, 2006, Cerén, 2012) como:
Albumina (Maduefio et al., 2011) y Cry (Batalla et al., 2011).

1.2 POLIMEROS

Son el producto de la union de cientos de miles de moléculas pequefias (Griego: muchas partes),
deben su gran tamarfio al hecho de que, se encuentra formado por unidades simples, idénticas entre si

o0 al menos muy similares quimicamente (Morrison and Boyd, 1998, Ramakrishna et al., 2010).
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Formacidn del polimero

Figura 6 - Formacion de Polimeros

Estas moléculas estan formadas por cientos de miles de atomos por lo que sus pesos moleculares son

muy elevados (Carey et al., 1999).

Polimeros W
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[ Naturales | Sintéticos

Figura 7 - Clasificacion de Polimeros
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Las diferencias entre los polimeros, incluyendo plasticos, las fibras y los elastomeros o caucho,
vienen determinadas principalmente por las fuerzas intermoleculares (entre moléculas) e
intramoleculares (dentro de cada molécula individual) y por los grupos funcionales presentes
(Raimond and Charles, 2002).

1.2.1 POLIMEROS SINTETICOS

Macromoléculas sintetizadas por el hombre, creadas a partir de elementos propios de la naturaleza
para reemplazar las macromoléculas naturales como el caucho (utilizado para productos industriales,
y el sedan, hoy en dia se producen cientos de sustancias que no tienen analogos naturales, estos
compuestos sintéticos incluyen; los elastdbmeros, que tienen la particularidad de elasticidad del
caucho; las fibras, delgadas y largas como el hilo, con una gran resistencia a lo largo de la fibra que
caracteriza el algodon, la lana y la seda; y plasticos que pueden ser moldeados a presion en forma de
tubos o planchas, pintados en sus superficie o transformados en innumerables objetos (Morrison and
Boyd, 1998).

Sin embargo muchos cientificos dedicados a los polimeros manifestaron un talento especial para
realizar descubrimientos empiricos antes de que esta ciencia se desarrollase. Charles y Nelson
Goodyear transformaron el caucho del hevea, un material termopléstico pegajoso, en un elastomero
de utilidad (caucho vulcanizado) o un plastico termoestable (ebonita) calentandolo con cantidades
pequefias o grandes de azufre, respectivamente. De la misma manera Schdnbein combinaba celulosa
con &cido nitrico, y Menard, en 1846, fabricaba colodion disolviendo nitrato de celulosa producto de
la reaccion anterior en una mezcla de etanol y éter etilico. El colodion, que se utilizé como liquido
para engomar el tafetan, y también fue utilizado en la década de 1860 como reactivo por Parks y
Hyatt, para obtener celuloide, fue el primer termoplastico artificial y el reactivo usado por Chardonnet

para fabricar seda artificial (Seymour and Carraher, 1995).
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Figura 8 - Polimeros Sintéticos

1.2.2 POLIMEROS NATURALES

También llamados biopolimeros, son aquellos que componen grupos de sustancias vitales: los
polisacaridos almidon y celulosa que nos proporcionan alimento, vestido y techo; las proteinas que
forman parte importante del cuerpo animal, lo mantienen unido y lo hacen funcionar y los &cidos
nucleicos que controlan la herencia a nivel molecular (Morrison and Boyd, 1998). La tierra, la vida

misma se vale de polimeros naturales para hacer posible la vida.

Nuestros cuerpos estan constituidos en gran parte por polimeros: DNA, RNA, proteinas e hidratos de

carbono (Seymour and Carraher, 1995).

Se conocen como biopolimeros a los que son producidos por organismos de origen vegetal o animal,
abundantes en la naturaleza y caracterizados por su diversidad. La interaccion entre ellos es de
fundamental importancia, esto a sus propiedades como son: estructura, flujo, textura y estabilidad de
sistemas alimenticios. La formacion de biopolimeros han demostrado ser efectivos en la estabilizacion
mediante mecanismos estéricos y electrostaticos (Porras, 2012).

Los polimeros mas utilizados aplican como agentes para la alimentacion y usos farmacéuticos
encapsular son: Acetophtalate Celulosa, Alginato, Goma Arabiga, Quitosano, Ethyl Celulosa,
Gelatina, Maltodextrina, Almidon, K-carragenina (Estevinho et al., 2013).
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1.2.2.1 QUITOSANO

El Quitosano, es el segundo polisacarido mas abundante (Kumar and Bristow, 2000), es un
aminopolisacarido natural con estructura unica de propiedad multifuncional, sobre todo en los campos
de la biomedicina debido a sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas (Balan and Verestiuc, 2014)
y en la industria farmacéutica, es utilizado en muchos campos debido a su inocuidad,
biocompatibilidad, no inmunogenico y biodegradabilidad (Mostafa and Darwish, 2014, Ma et al.,
2014, Gonzélez et al., 2002).

Se obtiene de la N-desacetilacién de la quitina bajo condiciones alcalinas. El Quitosano es el nombre
general utilizado para un gran grupo de compuestos de Quitina desacetilado parcial o totalmente (Ma
et al., 2014, Balan and Verestiuc, 2014). La quitina se obtiene de los exo-esqueleto de los crustaceos,
tales como las conchas, las langostas, los camarones, insectos, y algunos hongos (Delgadillo, 2012,
Balan and Verestiuc, 2014). La Quitina y el Quitosano no se encuentran presentes en los tejidos

humanos (Carballo and Pedroza, 2011).

Figura 9 - Estructura quimica del Quitosano - (Jiang et al., 2014)

En cuanto a la solubilidad, el Quitosano es facilmente soluble en soluciones acidas diluidas (pH<6,0).
Cuando el pH aumenta por encima de 6, las aminas de Quitosano se desprotonan y el polimero se
vuelve insoluble en agua. Desde el punto de vista quimico, el Quitosano es un polielectrolito cationico
(en medio acido), exhibe dos tipos de grupos funcionales reactivos (amino e hidroxilo) (Balan and
Verestiuc, 2014).

Entre las ventajas de usar este polimero se puede mencionar que no es toxico, es un producto natural,
no causa alergia o reaccion de irritacion, su permeabilidad incrementa a medida que el pH decrece y

tiene un sabor suave (Estevinho et al., 2013).
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Se ha realizado investigaciones para su uso en aplicaciones médicas como la liberacion de farmacos,
piel artificial y anticoagulantes de sangre, cicatrizacién de heridas (Carballo and Pedroza, 2011,
Mostafa and Darwish, 2014, Balan and Verestiuc, 2014).

Estudios actuales demuestra que el Quitosano se ha utilizado para aplicaciones biomédicas tales
como: administracién de farmacos, el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central y
aplicaciones cardiovasculares (Balan and Verestiuc, 2014). En la industria se emplea de diferentes
formas (peliculas, geles, particulas y membranas) para un gran nimero de aplicaciones, que van desde
el campo biomédico (por ejemplo, la administracion de farmacos, la ingenieria de tejidos) (Balan and
Verestiuc, 2014), tratamientos de aguas residuales, para el tratamiento de tumores, aplicaciones

antibacterianas e ingenieria de tejidos (Mostafa and Darwish, 2014, Balan and Verestiuc, 2014).

Se estan haciendo estudios en la modificacion quimica de Quitosano para mejorar su solubilidad y
ampliar sus aplicaciones ambientales y biomédicas (Mostafa and Darwish, 2014).

1.2.2.2 ALGINATO DE SODIO

El Alginato es un biopolimeros polianidnico natural, no toxico, biodegradable, biocompatible y
sensible al pH, utilizado en la formacion de microparticulas a través de la atraccion electrostatica,
como vehiculo para la entrega especifica y de liberacion controlada de farmacos de acuerdo con las
propiedades de sus grupos carboxilo (Lacerda et al., 2014).
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Figura 10 - Estructura quimica del Alginato de Sodio - (Aftab et al., 2014)

Es un copolimero lineal compuesto de dos unidades monoméricas B-1-4-enlazada &cido D-
manurénico (M) y a-1-4-enlazada &cido L-gulurénico (G) (Aida et al., 2010, Wu et al., 2014,
Rayment et al., 2009).
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Es extraido de las algas marrones nativas en los que su funcién es la de dar fuerza y flexibilidad a los
tejidos de algas. Se utiliza industrialmente por su facilidad de gelificacion (usada para numerosas

técnicas experimentales), propiedades de espesamiento y estabilizacion (Rayment et al., 2009).

Las ventajas de usar Alginato son: es un producto natural y la relativa facilidad de los trabajos en
laboratorio. Como desventaja tiene un alto costo a escala industrial y tiene membranas porosas y

permeables (Estevinho et al., 2013).

El Alginato y sus derivados sulfatados tienen diferentes actividades bioldgicas, tales como acciones

antiinflamatorias y anticoagulantes (Wu et al., 2014).

En la ciencia, algunos de los principales usos de Alginato estan en la ingenieria de tejidos, los

estudios de transporte de medicamentos y los materiales de sintesis (Aida et al., 2010).

El Alginato ha sido ampliamente utilizado como encapsulante por el método de gelificacién ionica
(caja de huevos). (Lupo et al., 2012) Para la preparacion de microcapsulas de Alginato de calcio con
aplicaciones alimentarias, se tienen las técnicas por extrusion, en emulsion y secado por atomizacion.
Aunque el secado por atomizacion ha sido para la industria un proceso practico y econdémico, su
aplicacion con Alginato se ha visto limitada por la viscosidad y velocidad de gelificacion del Alginato
forma geles practicamente independientes de la temperatura, aspecto que lo ha hecho atractivo en la
elaboracion de cremas, quesos, salsas, y aderezos. Sin embargo, la exposicion prolongada a
tratamientos de calor y variaciones extremas de pH degrada al polimero, presentado como
consecuencia pérdidas en las propiedades del gel. El proceso de formacion del gel se inicia a partir de
una solucion de sal de Alginato y una fuente de calcio externa o interna desde donde el i6n calcio se
difunde hasta alcanzar la cadena polimérica, como consecuencia de esta union se produce un
reordenamiento estructural en el espacio resultando en un material sélido con las caracteristicas de un
gel. El grado de gelificacion depende de la hidratacion del Alginato, la concentracion del ion calcio y
el contenido de los G-bloques (Lupo et al., 2012).
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Figura 11 - Modelo estructural de la caja de huevo
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Los geles de Alginato son usados ampliamente en alimentos. Recientemente, han sido utilizados
como una matriz de inmovilizacion para el encapsulado de los biomateriales, y bacterias probidticas,
asi como otras aplicaciones de suministro controlado (Rayment et al., 2009). En el mercado la
encontramos en productos como: leche, queso, helados, leche fermentada, postres congelados, zumos

vegetales, salchichas (Lupo et al., 2012).

1.2.2.3 PECTINA

La Pectina es un polisacarido de origen natural, es un hidrato de carbono presente en el tejido de la
pared celular vegetal (Rockwell et al., 2014, Seixas et al., 2014). La Pectina es un coloide reversible,
puede ser disuelto en agua, precipitado, secado y redisuelto en agua sin perder sus propiedades fisicas
(Grunauer, 2009). La Pectina es heterogénea con respecto a la estructura quimica y el peso molecular.
Contiene grandes cantidades de poli (acido D-galacturénico) a través de los enlaces o-1,4-
glucosidicos (Shukla et al., 2011, Shpigelman et al., 2014, Chen et al., 2014).

Este polisacarido, contiene grupos carboxilo como parte de la estructura de acido galacturonico, que
pueden estar protonados (COOH) a pH<3; en forma ionizada (COO-) a pH>3, o esterificado como
ester metilico o metoxilado (COOCH3) (Grunauer, 2009).

Figura 12 - Estructura quimica de la Pectina - (Le Gall et al., 2006)
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La extraccion de Pectina es un proceso fisico-quimica de multiples etapas en el que la hidrolisis y
extraccion de las macromoléculas de pectina de tejido de la planta y su disolucién tienen lugar bajo la
influencia de diferentes factores, principalmente la temperatura, el pH y el tiempo (Geng et al., 2014).
La funcion principal del grupo Metoxilico es la formacion del gel mediante su interaccion con los
otros componentes del medio en el cual se encuentre. Si existe carencia de este componente en la
estructura del acido Galacturonico, dificilmente puede gelificar. Las Pectinas de alto Metoxilo tienen
la capacidad de formar geles en pH é&cido (2.0-4.5), en presencia de solidos solubles e incluso
temperatura elevada (Grunauer, 2009).

La Pectina comercialmente disponible se extrae de diferentes fuentes vegetales dicotiledoneas que

incluyen pulpa de manzana, la cascara de los citricos y la pulpa de remolacha (Rockwell et al., 2014).

Se encuentra en todas las frutas y la celulosa es responsable de su textura, se clasifican en Pectinas de
alto Metoxilo (mayor al 50%) y bajo Metoxilo (25-45%). Las de alto Metoxilo forman geles no
termorreversibles dependiendo de la cantidad de sélidos mayor al 60% y pH de 2.5 a 4. Las de bajo
Metoxilo forman geles termorreversibles y este no depende del pH ni del contenido de solidos
solubles en los alimentos (Shukla et al., 2011). Por sus grupos -NH4 (amino) es enziméaticamente
degradable y puede modificarse quimicamente en combinacion con otros polimeros (Shukla et al.,
2011).

Por su abundancia, costo, biodegradabilidad, solubilidad en agua, no toxicidad, la propiedad
bioadhesiva, la complejidad de iones especificos y grupos funcionales reactivos y/o cargados, la
Pectina representa un material natural atractivo para diversos usos en la industria biomédica,
farmacéutica, electroquimica y reactiva (aplicaciones del dispositivo quimico) (Shpigelman et al.,
2014, Rockwell et al., 2014).

En el sector de alimentos la Pectina tiene una gama de productos que son procesados, desde jugos de
frutas y vegetales, purés y pastas en los que la Pectina se origina a partir de la materia prima hasta
productos tales como yogur, mermeladas (Shpigelman et al., 2014) y muchos otros donde se afiade la
Pectina como un espesante, estabilizador o agente gelificante (Geng et al., 2014, Shukla et al., 2011,
Einhorn et al., 2014, Rockwell et al., 2014). Adquieren un uso potencial en la formulacion de
hidrogeles, peliculas, revestimientos para la liberacion controlada de farmacos o como electrodos de

iones especificos (Rockwell et al., 2014).
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Tiene usos medicinales como: antidiarreicos, desintoxicacion y reduccion de la glucemia (Geng et al.,
2014), en cuanto al procesamiento de alimentos de origen vegetal tiene como objetivo prolongar la
vida atil, mientras que las propiedades sensoriales y nutricionales originales se mantienen. Ademas, el

procesamiento se utiliza para aumentar la calidad comestible del producto (Shpigelman et al., 2014).

1.3 INTERACCION DE BIOPOLIMEROS

En solucion, los biopolimeros presentan compatibilidad termodinamica (miscibilidad) cuando sus
concentraciones son bajas. En concentraciones elevadas, las fuerzas atractivas y repulsivas entre las
diferentes macromoléculas dan origen a que se presenten dos fendmenos opuestos: incompatibilidad

termodinamica y formacion de complejos.

La incompatibilidad termodindmica se da cuando existe una interaccion repulsiva entre los
biopolimeros provocando que exista una separacion de dos fases, cada una de ellas abundante en una
de las macromoléculas. La formacién de complejos que pueden ser solubles e insolubles y se debe a
interacciones atractivas en donde ocurre neutralizacion entre los grupos ionizables de ambas
macromoléculas, provocando una disminucién en la carga neta del sistema, a su vez, una disminucién

en la movilidad en las partes hidrofilicas, lo que puede o no generar separacién (Porras, 2012).

Se encuentra influenciado por el pH la distribucion de los grupos ionizables sobre la superficie de los

biopolimeros que interaccionan, de la flexibilidad y desdoblamiento de su estructura.

1.4 COMPUESTOS ACTIVOS

Las vitaminas son consideradas como compuestos organicos esenciales en el metabolismo y
necesarios para el crecimiento, en general para el buen funcionamiento del organismo. Aunque se
tenga una dieta rica en otros nutrientes, es necesario abastecer al organismo de cantidades adecuadas
de vitaminas, asi mismo, las vitaminas estan relacionadas con la fusion de las enzimas, ya que inician
y catalizan las reacciones quimicas; sin embargo, se conoce claramente que varias vitaminas solo

actian en combinacidn con ciertas proteinas especificas y forman en este caso enzimas.
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Algunas vitaminas forman complejos enzimaticos e intervienen en el metabolismo de los hidratos de

carbono; ejemplo: vitamina B1 y B2 (Bustillo, 2008).

Las levaduras son organismos autdnomos que poseen un metabolismo complicado y contienen un
namero de vitaminas como: B1 (tiamina), B2 (Riboflavina o Lactoflavina), B3 (factor de crecimiento
de las aves), B4 (factor antiparalitico), B5 (vitamina entera), nicotinamida, acido félico, Inocitol,
colina, y B-Caroteno. Las vitaminas de importancia para las levaduras son: B1, B2, B6, nicotinamida,

acido pantotenico, &cido félico y la pro-vitamina D2 y D3 (Bustillo, 2008).

1.5 RIBOFLAVINA

La riboflavina es una vitamina soluble en agua (Yonezawa and Inui, 2013, Sugimoto et al., 2014,
Patel et al., 2012) resistente al calor y la oxidacion, estable en soluciones &cidas, pero inestable en
soluciones alcalinas y es especialmente fotosensible (Aguilar and Gaona, 2012), no es tdxica
(Allowances et al., 1980) y biocompatible (Fawzy et al., 2013). Es un factor de crecimiento esencial

en los mamiferos, plantas y microorganismos (Sugimoto et al., 2014).

La Riboflavina llamada vitamina B2, Lactoflavina, Vitamina G, es la 6,7-dimetil-9-(1-D-ribitil)-
isoaloxazina, su formula es C17H20N4Og con un peso molecular de 376.36 g/mol, consiste en un anillo

isoaloxacina heterociclica adherido al alcohol del azucar ribitol (Bustillo, 2008).
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Figura 13- Estructuras quimicas de Riboflavina y sus formas activas, FMN y FAD
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Es un nutriente esencial para el cuerpo humano, ya que es una parte activa de las coenzimas flavina
adenina dinucleétido (FAD) y flavina mononucleétido (FMN) (Lee et al., 2014, Sugimoto et al.,
2014, Yao et al., 2013, Yonezawa and Inui, 2013, Sanches et al., 2014).

La Riboflavina es un polvo cristalino amarillo o amarillo anaranjado, que posee un leve olor, punto de
fusion de 280°C, soluble en agua en una proporcion de 5.5-33.3 mg en 100 ml. de agua; pero

insoluble en acetona, cloroformo, etanol y benceno. (Bustillo, 2008).

Participan en varias reacciones de oxidacion-reduccién bioguimicas incluyendo el metabolismo de los
hidratos de carbono, aminoacidos y lipidos (Yao et al., 2013). Esencial para el crecimiento y
funciones celulares normales (Patel et al., 2012, Yonezawa and Inui, 2013). Proporciona energia al
interior de las células, necesaria para producir enzimas decisivas en la liberacion de la energia que
tienen las grasas, los carbohidratos y las proteinas que ingerimos de los alimentos, vital para el
crecimiento e importante en la reproduccién celular y ayuda a producir globulos rojos sanos (Bustillo,
2008).

El higado es el encargado de metabolizar la Riboflavina, el almacenamiento de ésta es escaso, por lo
que se excreta a través de la orina y el sudor, asi como por via biliar y las glandulas mamarias
(Aguilar and Gaona, 2012). El Dietary Allowances Committe del National Research Council
recomienda ingestion de Riboflavina de 0.6 mg/1000 Kcal., que es equivalente alrededor de 1.6
mg/dia para varones adultos jovenes, y de 1.2 mg/dia para mujeres adultas jovenes. En ancianos se
recomienda que el consumo no sea menor de 1,2 mg/dia, incluso cuando la ingestion de calorias
disminuye por debajo de 2,000 Kcal. (Bustillo, 2008).

Sin embargo, las principales barreras que impiden la aplicacion comercial de la Riboflavina en la
industria alimentaria son su alta sensibilidad a la luz tiene un fotoquimica compleja cuando se ve
afectado por la luz. Esto es debido a su facil degradacién y oxidacién. En consecuencia, la oxidacion
de lipidos fotosensibilizado por la Riboflavina se ha atribuido como el factor causal en el mal sabor de

muchos alimentos (Lee et al., 2014).
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En condiciones de estrés fisiologico y patoldgico, los seres humanos son susceptibles a desarrollar
deficiencia de Riboflavina. Tal deficiencia en el embarazo y la adolescencia induce anormalidades del
desarrollo, y se ha sefialado como un factor de riesgo para la anemia, cancer, enfermedad
cardiovascular, y la neurodegeneracion (Yonezawa and Inui, 2013), ha demostrado tener propiedades

anti-inflamatorias y antioxidantes (Sanches et al., 2014).

La Riboflavina se utiliza en muchos tipos de aditivos alimentarios y en suplementos multivitaminicos
como colorantes y/o nutrientes para la salud humana (Sugimoto et al., 2014), también se encuentra
presente en una amplia variedad de alimentos (Sanches et al., 2014), la mayoria de origen vegetal y
animal contienen pequefias cantidades de riboflavina en forma de coenzimas digestibles. Sin embargo,
las fuentes principales de esta vitamina son el huevo, la carne, la leche, la espinaca, la lechuga, los
esparragos, la col, el brécoli, las leguminosas y los cereales adicionados. En México la Secretaria de
Salud establece la adicion de 3mg/kg de hidroclorhidrato de riboflavina a las harinas de trigo y maiz
(Aguilar and Gaona, 2012).

En cuanto a la salud mantiene ademas, la buena salud de la piel, las ufas y el cabello. Asi mismo
ayuda al sistema inmunol6gico manteniendo en buen estado las membranas mucosas que forman el
aparato respiratorio y el digestivo. Conserva ademas el estado de las superficies hiumedas del cuerpo

como los 0jos, la boca, la lengua (Nutrition, 1978) y la vagina.

Ayuda durante el embarazo a evitar la malformacion dsea y los trastornos en el desarrollo cerebral del
feto. Beneficia también a los ojos, ya que oxigena la cdrnea y alivia la fatiga de éstos (Bustillo, 2008).

1.6 POTENCIAL Z

Es una medida de la estabilidad de una particula e indica el potencial requerido para penetrar la capa
de iones circundante en la particula para desestabilizarla. Por es la potencia electrostatica que existe

entre la separacion de las capas que rodean a la particula (Yoval et al.).

La medicion del potencial zeta es una técnica que proporciona la informacion suficiente de la

distribucion de carga superficial en la interfase solido/agua (Mantilla et al., 2008).
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Cuando una superficie sélida esta en contacto con una solucién acuosa, la formacién de una carga
interfacial causa el re arreglo de los iones libres locales en la solucion para producir una regién muy
delgada de densidad de carga neta diferente de cero que esta cercana a la interfase. El arreglo de
cargas en la interfase solido-liquido y el balance de los iones de carga contraria a la superficie sélida

es lo que se refiere a la doble capa eléctrica (Carballo and Pedroza, 2011).

Segun el modelo de la doble capa eléctrica, se pueden asumir la existencia de dos capas en la
vecindad de la interfase solido/solucion; una capa en la cual se presenta un decaimiento lineal del
potencial eléctrico y que permanece fija aun cuando las particulas se muevan, y una capa difusa con
decaimiento exponencial. Esto implica la existencia de un plano de referencia entre la capa fija y la
capa difusa y justo el potencial se denomina Potencial Z, o potencial electrodindmico (Mantilla et al.,
2008).
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Figura 14 - Representacion esquematica del potencial Z. (An introduction in 30 minutes” Malvern Instruments)

Cuando la concentracion de ion determinante de potencia es tal que las actividades superficiales
positivas y negativas son iguales. Esta concentracion define el punto de carga cero o punto

isoeléctrico y en el no hay doble capa eléctrica (Moreno et al., 1987).

Es en este sentido que el estudio del potencial superficial puede ser utilizado para la evaluacion y
conocimiento de los procesos de separacion por flotacion espumante (Mantilla et al., 2008).
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Esta técnica se aplica a la industria de la fabricacion de papel, la coagulacion del agua y desagie,
productos de latex, comestibles, lacteos, quimicos agricolas, tecnologia de polvos secos y tintes
(Yoval et al.).

1.7 HOMOGENIZACION

Uno de los objetivos méas importantes de la homogenizacion es crear una solucion dispersa la cual

pueda producir compuestos uniformes e ideales segun las necesidades previamente establecidas.

1.7.1 HOMOGENIZACION POR ULTRASONIDO

Ultrasonido es un método que emplea ondas de alta intensidad que producen una fuerte cizalla y
presion a través de una fase acuosa disminuyendo el tamafio el tamafio de gota debido a la cavitacion
y efectos de turbulencia (Porras, 2012). EI método del ultrasonido en la ingenieria es utilizado para el

ensayo de los materiales, es una técnica de ensayo no destructivo (Santos et al., 2005).

Emision de ondas con un intervalo mayor que las frecuencias audibles (en general >20 kHz), e
infrasonido, se refiere a ondas con frecuencia debajo de la audicion humana y con intervalo audible de
20 Hz, hasta aproximadamente 20 Khz. El empleo del ultrasonido resulta seguro, no toxico y de bajo
consumo energético (Kentish and Ashokkumar, 2011).

Las ondas sonoras son vibraciones mecanicas que viajan a través de un medio que puede ser un
solido, un liquido. En el método ultrasénico se utilizan instrumentos que transmiten ondas con ciertos
intervalos de frecuencia y se aplican para detectar defectos como poros, fisuras, también para conocer
las propiedades basicas de los liquidos y s6lidos como la composicion y estructura (Santos et al.,
2005). En los ultimos afios las investigaciones sobre su uso en la industria alimentaria para el analisis

y el procesamiento de los productos alimenticios ha aumentado considerablemente (Romero, 2009).
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1.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

SEM es un método para caracterizar morfoldgica, estructural y propiedades (Zorko et al., 2014) de la
membrana en la superficie a una escala nanométrica, tanto cualitativamente (por ejemplo, la
observacion visual) y cuantitativamente (por ejemplo, tamafio de poro , poro forma y porosidad)
(Syed Z. Abdullaha, 2014) las diversas técnicas de microscopia electronica se ha convertido en un

método de rutina en la ciencia de materiales y campos relacionados (Zorko et al., 2014).

Requerido para el estudio en ciencias bioldgicas y las ciencias de los materiales para examinar la
topologia y la composicion elemental de la superficie del espécimen. Esta tecnologia emplea un haz

de electrones que explora a través de la superficie de la muestra en un patron de trama.

Esta interaccion emite radiacion en forma de electrones y los rayos X que se procesan para formar una
imagen de la superficie o para analizar la composicion elemental de la muestra (Suga et al., 2014,
Ezumi and Todokoro, 1999). En la preparacién de muestras organicas se hace un recubrimiento de
metal (Syed Z. Abdullaha, 2014).

Para la investigacion relativa a los nanomateriales, es necesario observar la morfologia y la

composicion de las muestras (Suga et al., 2014).

Como ventajas de este método de lectura microscdpica es que no requieren extensa preparacion de la
muestra, no requieren ningun aplastamiento causando la destruccion mecéanica de la muestra,
permitiendo de este modo la informacion morfoldgica e informacion de la superficie (Suga et al.,
2014).

1.9 ESPECTROFOTOMETRIAFT-IR

Es evidente que el método de espectroscopia de infrarrojos, es un método rapido, no destructivo y no
necesitan procedimientos complejos para la preparacion de la muestra (Synytsya, 2003).
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier es un método adecuado para el seguimiento de
los cambios quimicos en las paredes celulares y, mas especificamente los cambios en el grado de

esterificacion (Leal et al., 2008) y analisis de estructural (Synytsya, 2003).
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La absorcién de los diferentes tipos de grupos funcionales implicados (es decir, el grupo carboxilato
de metilo y el grupo carboxilato) se encuentran en diferentes nimeros de onda (Leal et al., 2008). El
método de espectroscopico FT-IR es una herramienta valiosa no destructivas de analisis cualitativo
(Synytsya, 2003) y cuantitativo (Leal et al., 2008, Ravin, 2000). Estos métodos espectroscopicos de
vibracion pueden ser también aplicadas en la deteccion de componentes menores integrados en la
estructura de las muestras de pectina tales como proteinas, azucares neutros o compuestos fenélicos
(Synytsya, 2003).

1.10 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

En la caracterizacion de las nanoesferas se lleva a cabo un estudio de la estabilidad a la humedad, que

Ilega a ser predominante en las condiciones de almacenamiento que se le va a dar a las muestras.

En el estudio, las muestras se colocaron en desecadores que contenian diversas soluciones de sal
saturada a generar niveles deseados de humedad relativa, que van desde 33 hasta 93% de humedad
relativa (Kuu et al., 1998, Kim et al., 2014).

De esta manera se obtiene el andlisis del efecto a la humedad vy la estabilidad de las nanoesferas bajo
las condiciones de humedad que se le da (Kuu et al., 1998). Eso en cuento hablamos a la estabilidad a
la humedad, También se describen estudios de estabilidad microbiologia en la que toman en cuenta la

actividad acuosa (aw) y el pH como entornos de resistencia (Trujillo et al., 2001)

1.11 LIBERACION DEL ACTIVO

La liberacion controlada esta definida como el método mediante el cual uno 0 mas agentes activos

estaran disponibles en un sitio y/o tiempo determinado a una velocidad especifica (Rodriguez, 2013).

Las sustancias poliméricas son la base de la formacién de sistemas que controlan la liberacién (Ramos
et al., 2000), (Rodriguez, 2000). Una de las limitaciones que presenta la forma de liberacion
controlada se encuentra en su permanencia en el lugar de absorcion o de accion durante un tiempo

suficiente, es decir, poder localizarlas en un lugar concreto del organismo (Rodriguez, 2000).
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Cuando se maneja un sistema de liberacion controlada, el agente bioactivo es incorporado a un
soporte que generalmente es un material polimérico o una combinacién de varios (Ramos et al.,
2000).

En el caso de nanoesferas, en las que el farmaco se encuentra uniformemente distribuido, su
liberacion se produce por difusion a través de la matriz degradable o de la degradacion de la matriz. Si
la difusion de la droga es mas rapida que la degradacion de la matriz, entonces el mecanismo de
liberacion es en gran parte controlado por un proceso de difusion. La liberacion rapida se atribuye
principalmente al débil enlazamiento o a la adsorcién de los farmacos a la superficie, relativamente

grande, de las nanoparticulas (Oropesa and Jauregui, 2012).
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2 JUSTIFICACION

La encapsulacion es un proceso ampliamente utilizado en la industria farmacéutica y de alimentos
para proteger a una gran variedad de compuestos activos de interés, de factores ambientales como:

pH, humedad, aire, luz, oxigeno; permitiendo aumentar la vida media de los productos.

Entre las diferentes técnicas de encapsulacion destacan: secado por aspersion, extrusion,
polimerizacion interfacial, gelacion idnica, entre otros. Las técnicas anteriores se han empleado para
producir microparticulas con tamafios que oscilan entre unos pocos milimetros. Sin embargo,
actualmente se han desarrollado y adaptado estas técnicas para la produccion de estructuras a escala
“nano”. Las estructuras a escala nano han probado su efectividad en una gran variedad de &reas, entre
las que se encuentran: tratamientos dirigidos para enfermedades cronicas, como cancer; ingenieria de
tejidos, biosensores, etc. Una de las ventajas que ofrecen este tipo de nanoestructuras es el aumento
entre el area superficial de la nanoparticula con respecto a su volumen, mostrando una mayor

reactividad al compararlas con las microparticulas.

En este contexto, cuando se trabaja con nanoestructuras, es posible que la informacion que se tiene del
comportamiento de los materiales a nivel micro no sea valida. Por tal razon, un estudio detallado debe
realizarse para analizar las propiedades morfolégicas y fisicoquimicas de los materiales de cubierta:
estabilidad, resistencia y funcionalidad cuando son expuestas a diferentes condiciones ambientales.
Los principales materiales reportados, que seran estudiados en este trabajo son Quitosano, Alginato y

Pectina, por sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad.

Con respecto al material activo a encapsular se tienen también diferentes opciones: antioxidantes,
saborizantes, colorantes, proteinas, enzimas y vitaminas (hidrosolubles y liposolubles), por citar
algunos. Cada ingrediente activo se comporta de forma diferente y es necesario crear un traje a su
medida para protegerlo de los factores ambientales que puedan causar su degradacion o
descomposicion. Por la importancia que tiene en el mantenimiento y buen funcionamiento de la piel,
mucosas Yy la vision, ademas de participar en la sintesis de otras vitaminas, la vitamina B2 o

Riboflavina fue selecciona como molécula modelo en este trabajo.
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La Riboflavina es altamente sensible a la luz por lo que es vital protegerla o encapsularla, para evitar
su degradacion en compuestos con baja funcionalidad para el organismo, dos de sus productos de
fotodegradacion principales son: la lumiflavina (LF) y el lumichrome (LC). Se transforma en LC al
ser irradiada con rayos y o luz UV, también en soluciones neutras o &cidas, y en LF en soluciones
alcalinas (Pan et al., 2001). La longitud de onda a la que se promueve la degradacion esta vitamina es
de 445 nm con un 79,9 % de degradacion tras 20 min de exposiciéon a la luz.(Gallardo, 2011).

Podemos encontrarla en alimentos como huevo, cereales y carnes entre otros.

Para la produccion de nanoesferas, se utilizo un secador comercial el “Nano Spray Dryer Biichi B-

90”, que permite obtener nanoparticulas con tamafios homogéneos a escala piloto.

En general, esta investigacion proporcionara informacion sobre el proceso de secado por aspersion a
escala nano y la resistencia de los biopolimeros Quitosano, Alginato y Pectina para ser empleados

como vehiculos para la liberacién controlada de la vitamina B2 a nivel nano.
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3 OBJETIVOS

3.1 General

Estudiar la interaccion existente entre biopolimeros para la encapsulacién, caracterizar las

propiedades que se adquieren en su formacion y estudiar la liberacion de Riboflavina.

3.2 Particulares

» Encapsular la Riboflavina en una matriz polimérica por la técnica de secado por aspersion.
» Evaluar la influencia de las variables de sintesis en la eficiencia de la encapsulacion.
» Evaluar el tamafio, morfologia y la homogeneidad en la formacion de las nanoesferas.

» Estudiar por medio de espectroscopia IR la interaccién de los polimeros en la formacion de

nanoesferas.

» Estudiar la estabilidad de las nanoesferas a diferentes humedades relativas por microscopia

electronica de barrido (SEM).

* Analizar la velocidad de liberacion de Riboflavina a través de matrices biopoliméricas

degradables.
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4 MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se detallan los materiales con los que se realizd la experimentacion y la
metodologia empleada para la formulacion de nanoesferas de Riboflavina encapsuladas en matrices
de Quitosano, Alginato, Pectina y una combinacion de ambos Alginato-Quitosano y Pectina-
Quitosano. Se incluye una breve descripcion de la metodologia empleada para la caracterizacion de
las nanoestructuras y el estudio de la liberacion de Riboflavina, para el cumplimiento de los objetivos

planteados en el capitulo anterior.

41 MATERIALES

Los materiales utilizados para la nanoencapsulacién de Riboflavina fueron: Alginato de Sodio
proveniente de algas pardas, proporcionado por SIGMA S.A. DE C.V. (México). Pectina extraida de
citricos, proveniente de ICN Biomedicals, Inc. Quitosano de baja densidad, proporcionado por
SIGMA S.A. DE C.V. (México). Acido Acético Glacial (ACS), proporcionado por Fermont
(Productos Quimicos Monterrey S.A DE C.V.). Como compuesto activo se utilizdé la Riboflavina
(vitamina B2) de SIGMA S.A. DE C.V. (México).

4.2 METODOLOGIA

A continuaciéon en la Tabla 1, se muestra una lista de los equipos que se utilizaron para la
experimentacién, todos ellos se encuentran en instalaciones del Centro de Investigacion de
Tecnologia Avanzada “CICATA™.
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Tabla 1 - Equipos utilizados y sus caracteristicas

NOMBRE DEL EQUIPO CARACTERISTICAS GENERALES
Espectrofotometro Nombre: espectrofotometro FT-IR
FTIR Modelo: IRAffinity-1

Marca: Shimadzu

Fabricante: Japon

Rango de operacién: 350 - 7800 cm™
Nano Zeta Sizer Modelo: nano ZS

Marca: Malvern Instruments

Fabricante: Estados Unidos

Rango de operacién: 0.3nm-10.0 microns* (didmetro)
Sonicador Nombre: unidad de limpieza ultrasonica

Modelo: D-78224

Marca: ELMA

Fabricante: Alemania

Rango de operacion: 25-45 Hz
Potenciémetro Nombre: pH/ion meter

Modelo: 450

Marca: CORNING

Fabricante: Estados Unidos

Rango de operacion: 0 — 14 pH
Microscopio o electrénico de Modelo: GEM6390LB
barrido(SEM) Marca: GEOL

Fabricante: Japon

Rango de operacion:50x-300,000x
Parrilla con agitacion = Modelo: Cimarec SP131325
magnética Marca: Thermolyne Scientific

Fabricante: Estados Unidos

Rango de operacion:

Temperatura (a partir del ambiente +5°C hasta 540°C)

velocidad (60rpm-1200rpm)
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Balanza analitica

Micropipeta

Nano Spray Dryer

Modelo: Explorer Analitica

Marca: OHAUS

Fabricante: Estados Unidos

Rango de operacion:0.0001 g-210 g
Marca: Transferpette

Fabricante: Alemania

Rango de operacion:10 pL-100 pL

Modelo: Biichi -90

Marca: Buchi

Fabricante: Suiza

Rango de Operacién: 300 nm-5 pum
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4.2.1 EXPERIMENTACION PREVIA

4.2.1.1 SECADO POR ASPERSION

La metodologia de formacion de nanoesferas se realizd en el equipo Nano Spray Dryer B-90 de la
marca BUCHI presentado en la (Biichi, 2006), para la encapsulacion de la vitamina B,. El equipo
Nano Spray Dryer tiene la capacidad de secar por pulverizacion soluciones y suspensiones acuosas
empleando aire comprimido como gas de secado. Las particulas que salen del Nano Spray Dryer B-90
se encuentran entre 300 nm - 5 um, con un tamafio de gota de 8 a 21 um esto lo hace un instrumento
adecuado para encapsular particulas y nanoparticulas a partir de una solucién o una suspension.
Cuenta con caperuzas (microfiltros) de 4.0, 5.5 y 7.0 um. El equipo maneja 4 velocidades de flujo de

la bomba, que varian desde 1.25-22 ml/min.

Figura 15 - Nano Spray Dryer, Buchi B-90

Se trabajé con un disefio de experimentos factorial de 23, resultando asi 8 experimentos. Se usaron las
variables de temperatura (minima y maxima de 80 y 120 °C, respectivamente) y la concentracién de
Alginato y Pectina (variando de 0.125 y 0.25 entre ambas, claramente tomando la misma cantidad de
concentracion en cada uno de los experimentos para cada uno de los compuestos) con caperuzas de

pulverizacion de 4.0 um y de 7.0 pm.
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Toda la experimentacion se procedié con una velocidad de bomba de 7.5 ml/min y un porcentaje de

Spray de 90% que se mantuvo constante durante la experimentacion.

Figura 16 - Caperuza de pulverizacion (Nano Spray Dryer)

Antes de comenzar la experimentacion se alimento el equipo con agua desionizada para su previa
limpieza durante 10 min. Al finalizar la experimentacién se desmonté el equipo Nano Spray Dryer en

su totalidad y se limpio6 el cilindro de pulverizacion con agua destilada.

4.2.2 VENTANA DE INTERACCION

4.22.1 POTENCIAL ZETA

Se realizd el andlisis por la metodologia reportada por Porras (2012). Dicho estudié nos da a conocer
el valor de pH en el cual los biopolimeros alcanzan una mayor fuerza de atraccion, lo que hara que la

matriz de la nanoesferas sea resistente y compacta en cuanto a su estructura.

Para el ajuste de pH se usé como acidificador de solucién a el acido clorhidrico (HCL) concentrado y
como solucion base, hidroxido de sodio (NaOH) de 2.6N. El equipo para este proceso fue el
potenciometro CORNING pH/ion meter, modelo 450 (CORNING Instruments, U.S.A.).
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El procedimiento fue realizado para dar lectura de las cargas que poseen las soluciones a distintos pH,
estos valores son adaptados a una Figura que se nombra ventana de interaccion, se realizo la
interaccion para cada coacervado (Alginato-Quitosano y Pectina-Quitosano), ambas descritas en
Graficas separadas y se determind la valor de méxima interaccion entre ambos biopolimeros,

originada por sus cargas electrostaticas inversas.

En la experimentacion llevada a cabo, se hizo una solucion de cada biopolimero disuelta en agua
desionizada; en Alginato se us6 0.5% (p/p), la Pectina en 0.2 % (p/p), en el caso del Quitosano se uséd
0.1% (p/p) y 1% (v/v) de &cido acético para su disolucion. El potencial Z tomo lectura de las
soluciones preparadas, en cada una de ellas se vario el pH en un intervalo de 3 a 4. Las lecturas
corresponden al equipo Nano Zetasizer ZS, (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK)

que correspondiente a la Figura 17.

Figura 17 - Nano Zetasizer ZS, Malvern

4.2.3 PREPARACION DE SOLUCION

A partir de los resultados, se asignaron las variables que favorecieron a la experimentacion. Por
consiguiente se realizaron soluciones de cada uno de los biopolimeros (Quitosano, Alginato y Pectina)
en concentracion de 0.125% por separado, para luego ajustar al pH de interaccion de cargas inversas

para una de las combinaciones (Alginato-Quitosano y Pectina-Quitosano).
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4.23.1 TRATAMIENTO POR ULTRASONIDO

Con la solucion homogénea de la combinacion de los biopolimeros, se hace el tratamiento de
ultrasonido para cada combinacion, empledndose el equipo ultrasonido de marca ELMA (Figura 18).
Las condiciones de uso fueron a una frecuencia de 25 kHz y tiempo de exposicion de 5 minutos por

solucion.

—

Ly

Figura 18 - Ultrasonido, EIma

Como paso final se agregd la vitamina B5, con una concentracion de 0.185 mM, bajo este proceso se

logra la solucion preparada para la formacion de nanoesferas.

4.2.4 FORMACION DE NANOESFERAS

De la experimentacion del equipo Nano Spray Dryer, se tomaron como variables de proceso aquellas
que dieron un tamafio de particula homogéeneo. Es asi como la formacion de las nanoesferas se
realizaron con una caperuza de 4.0 um, temperatura de 120°C y concentraciones de alta viscosidad.
Bajo estas condiciones se realizd la formacion de las nanoesferas en distintas combinaciones de

biopolimeros como indica la Tabla 2.
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Tabla 2 - Combinaciones propuestas

Alginato  Pectina  Quitosano  Riboflavina

(mM)

1 0.25 - - -

2 - 0.25 - -

3 - - 0.125 -

4 0.125 - 0.125 -

5 - 0.125 0.125 -

6 0.25 - - 0.185

7 - 0.25 - 0.185

8 - - 0.125 0.185

9 0.125 0.125 0.125 0.185

10 - 0.125 0.125 0.185

Después de la formacion de las nanoesferas, se desmontd la torre de recoleccién de particulas y se
lavd con agua destilada para su limpieza, de la misma forma la caperuza llevo el proceso de limpieza

en el equipo de ultrasonido.

Figura 19 - Torre de recoleccion de nanoesferas
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425 CARACTERIZACION, MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

4.25.1 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Para este andlisis, cada tipo de nanoesferas procesadas de un solo polimero fueron alojadas en
ambientes herméticamente sellados con soluciones salinas que corresponden a diferentes humedades
para el estudio de estabilidad. En la Figura 20 jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestran los desecadores en los que se colocaron las nanoesferas de Quitosano, Alginato y Pectina,
alli fueron hidratadas mediante la exposicion a distintas humedades relativas de 33, 75 y 93%. La

duracion de este proceso para la lectura en el microscopio SEM fue de 24 horas.

Figura 20 - Ambientes de humedad relativa

De la misma forma se hizo el estudio de las nanoesferas compuestas de Alginato-Quitosano y Pectina-

Quitosano bajo las mismas condiciones.

4.25.2 ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La lectura de imagen y el tamafio de nanoesferas fueron visualizadas y obtenidas usando un
Microscopio Electronico de Barrido JEOL modelo LV6300 con detector de rayos X Oxford. Como
paso inicial se recubrieron las muestras con una capa de plata para dar mayor conductividad eléctrica

y sean visibles.
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Figura 21 - Microscopio Electronico de Barrido

4253 ESTUDIOFT-IR

Para conocer la interaccidn de las moléculas que participan en las nanoesferas procesadas se procedio
a la lectura de espectros infrarrojos en el equipo SHIMADZU FOURIER TRANSFORM INFRARED
SPECTROPHOTOMETER IRAffinity-1 (Figura 22) en el rango de frecuencias de 350-7800 cm™.

Figura 22 - Espectrofotometro, IRAffinity-1

426 ESTUDIO DE LIBERACION

Para esta metodologia se tom6 0.015 grs de muestra de cada tipo de nanoparticulas procesada y se
incluy6 dentro en una membrana de dialisis de 2000 daltons, con un didmetro de 11.5 mm, en un
volumen de 2 ml de agua destilada (Figura 23). Se llevo a cabo la liberacién del compuesto con un

volumen externo de 50 ml a través de un sistema de liberacién por osmosis.
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Figura 23 - Sistema de liberacién

Para las lecturas de absorcion de la vitamina B, se trabajo en el equipo MULTISKAN GO de la marca

Thermo Scientist (Figura 24), a una longitud de onda de 200-450 nm.

Figura 24 - Multiskan GO, Thermo Scientist

4.2.7 DISENO DE ANALISIS ESTADISTICO

Para la sintesis de nanoesferas, se realizd un disefio de experimentos factorial de mayor y menor
rango, para conocer los factores significativos del equipo Nano Spray Dryer. Con el disefio factorial
de 2% con k=3, los factores y sus niveles se citan en la Tabla 3 - Disefio factorial de experimentos de con 3
variablesTabla 3. Se utiliz6 para conocer la cantidad adecuada de las concentraciones, tamafio de
microfiltro y temperatura del cabezal de pulverizacion para un tamafio minimo de particula,
manteniendo la velocidad de bomba constante en todos los tratamientos del disefio. Se utilizé el

Software Design Expert version 7.1.6, para el disefio de experimentacion.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

El presente capitulo hace referencia a los resultados en estudios experimentales que seran
acompariados por tablas y/o graficos que resumen aspectos cuantitativos y cualitativos. La discusion y
comparacion que contextualizan su importancia, asi como las implicaciones practicas y teoricas de los

mismos.

5.1 SECADO POR ASPERSION

Se procedio a la experimentacion inicial para determinar las condiciones bajo la cuales se justifica el

proceso de elaboracion de las nanoesferas. Para ello como se menciond en el punto 3.2.1.1

, se trabajo con un disefio de experimentos factorial de 23. La experimentacién procede con la
variacion de un maximo y un minimo en las variables de mayor importancia que fueron: tamafio de
microfiltro (caperuza) de 4.0 y 0.7 um, temperatura de 80 y 120 °C y concentracién de 0.25 y 0.5%
p/v. En la Tabla 3 se presentan los resultados del disefio de experimentos. Para obtener el tamafio de

nanoparticula se uso la técnica de microscopia SEM.

Burki et al. (2011) reportaron gue la ventaja del secado por pulverizacion es que permite controlar el
tamafio de particula y la morfologia mediante la variacion de los pardmetros del proceso y la
formulacion. De este modo podemos constatar que cuando el microfiltro empelado es de menor
tamafo las nanoparticulas seran mas pequefias y homogéneas. De acuerdo a Nguyen Van et al.,
Nguyen et al. (2013) las nanoesferas mostraron que el tamafio medio y la distribucién de tamafios de
las nanoparticulas de Quitosano dependen directamente del didmetro del microfiltro utilizado y de las
condiciones experimentales. En nuestro caso se observo que empleando la caperuza de 4.0 um y
concentraciones de 0.5% (p/v) de Pectina-Alginato se obtuvo un mayor rendimiento, sin embargo

cuando la concentracion es de 0.25%, los rendimientos disminuyeron (Tabla 3).
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Tabla 3 - Disefio factorial de experimentos de con 3 variables

N° | Temperatura | Filtro Concentracién Rendimiento
(°C) nm (%) (%)
Alginato + Pectina
1 120 4 0.50 28.60
2 80 4 0.50 18.60
3 120 4 0.25 22.19
4 80 4 0.25 18.80
5 80 7 0.25 0.29
6 120 7 0.25 23.30
7 80 7 0.50 44.86
8 120 7 0.50 72.58

De manera similar ocurre cuando se cambia a la caperuza de 0.7 pm, las concentraciones altas (0.5%)
vuelven a tener rendimiento destacables caso contrario en concentraciones bajas (0.25%). Burki et al.
(2011) reportaron que al separarse las particulas secas en un colector electrostatico, se obtienen altas

tasas de recuperacion en cantidades de miligramos de muestra.

En cuanto a la combinacién de las variables de funcionamiento del equipo de 80 °C, caperuza de 7.0
um y concentracion minima de 0.25%, se formaron precipitados en el cilindro colector, por lo que fue
dificil obtener muestra de esta prueba ya que las pocas nanoesferas que se formaron, se encontraban
entre el precipitado que dejo la muestra en el cilindro colector. Esto se atribuye a que la solucion no
era lo suficiente viscosa para secarla a las condiciones en las cuales se llevo a cabo el proceso de

nanosecado. En la Tabla 3 se presenta el tamafio promedio de las particulas obtenidas.

CICATA Legaria 44



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

TAMANO PROMEDIO EN MICRAS

2.68
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Gréfica 1 - Tamario de Nanoesferas

En la Tabla 3 se comparan los tamafios promedio de particulas obtenidas en el Nano Spray Dryer
Modelo B-90 en esta tesis con los reportados anteriormente. Como se puede observar, en esta
investigacion el tamafo de particula fue casi del doble del obtenido previamente por otros
investigadores Nguyen et al. (2013) con Quitosano al 0.1% (p/v), disuelto en 0.15% de acido acético a
un pH de 6.0, donde se obtuvieron tamafios de particula de 420 - 970 nm. Esto se puede decir que se

debe a la combinacion de soluciones de biopolimeros (Pectina - Alginato)

Tabla 4- Comparacion del tamafio de particula obtenido por otros autores

970 nm

2173 nm

La estructura poco homogénea se debe a lo que Nguyen et al. (2013) nos dice que las particulas
pequefias se secan mas rapido y el punto critico de la formacién de la corteza se alcanza poco después
de la atomizacidn. Para particulas méas grandes, sin embargo, se necesita mas tiempo para formar una
costra, lo que da el tiempo de proteina a acumularse en la superficie, dando como resultado particulas

arrugadas.
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En base a los resultados obtenidos, se determinaron las mejores condiciones de secado a las cuales se
elaboraran las nanoesferas en experimentos posteriores para obtener tamafios homogéneos. Burki et
al. (2011) nos mostraron que el tamafio del microfiltro tiene un impacto significativo en el tamario de
particula del polvo secado por pulverizacién. El uso de un tamafio mas pequefio resulto en particulas
mas pequefias. Las condiciones que mejores resultados dieron son: caperuza de 4.0 um, temperatura

de 120 °C y se trabajara a concentraciones de alta densidad.

52 VENTANA DE INTERACCION

Se trabajo con un potencial eléctrico de particulas en suspensiéon y la carga adquirida en (mV),
reportada por Porras (2012). Los valores obtenidos por el potencial Z se hicieron en un intervalo de
pH de 3.0 a 4.0, para cada dispersion biopolimérica por triplicado. Los resultados que se obtuvieron a

través de la ventana de interaccion.

El procedimiento como se indica en el punto 4.2.2 fue realizado para obtener un pH de méxima
interaccion entre Quitosano-Alginato (Gréafica 2) y Quitosano-Pectina (Grafica 3), esta es originada

por sus cargas electrostaticas.

Dicho estudio nos permitié conocer el valor de pH en el cual los biopolimeros alcanzan una mayor

fuerza de atraccion, lo que hara que la matriz sea resistente y compacta en cuanto a su estructura.

Como se observa en Gréafica 2, el pH de m&xima interaccion entre Quitosano y Alginato ocurre en la
region muy cercana al pH 3.3. La importancia de obtener informacion sobre las cargas parciales es
obtener una equivalencia de las cargas opuestas de los biopolimeros que participan en esta adhesion
en un potencial eléctrico de -35 mV en Alginato y 35mV en Quitosano, dando a conocer la

informacion de la interaccion entre macromoleculas expuestas al estudio de sus cargas.
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Gréfica 2 - Alginato-Quitosano; Variacién de cargas electrostaticas en funcion del pH

Una vez obtenidos los valores de cargas para cada pH de los compuestos, se determinaron las
condiciones de maxima interaccion de ambos biopolimeros, la magnitud de sus cargas (Gréafica 3) se
encuentra en un intervalo de pH 3.5 a 4 en Quitosano y Pectina, lo que hara mas afectiva la fuerza de
atraccion entre ellos. Siendo el punto de mayor interaccion a un pH de 3.6 con un potencial de 29 mV
para el Quitosano y -29 mV para la Pectina.
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Gréfica 3 - Pectina-Quitosano; Variacion de cargas electrostaticas en funcion del pH
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Tomando como referencia los datos reportados por Carballo and Pedroza (2011) de potencial vs pH,
se corroboran los resultados obtenidos. A pesar que el Quitosano es de 75% de grado de

desacetilacion la tendencia es similar al de la experimentacion presentada.

5.3 ELABORACION DE NANOESFERAS

A partir de las variables estudiadas en el disefio de experimentos, se elaboraron soluciones en
concentraciones de 0,125% en Quitosano y el 1% en &cido acético para este compuesto. En Pectina y
Alginato se us6 concentraciones de 0,125% en cada uno, para la formacion de nanoesferas de cada
biopolimero. En caso que la concentracion de polimeros aumentara, la solucién viscosa precipitaria y

no se formarian nanoesferas por la saturacion del microfiltro.

Las condiciones de las variables del equipo que se manejaron fueron: 120°C de temperatura, 85% de
aspersion, 38 barres de presion y un microfiltro de 4.0 um.

Figura 25 - Alimentacion al equipo Nano Spray Dryer

En ambas interacciones de biopolimeros una vez sonicadas, se incorporé Riboflavina, en una
concentracion de 0.185 mM y se dejo en agitacion hasta formar una solucion homogénea.

Posteriormente, se alimentd la solucidon en el Nano Spray Dryer.

CICATA Legaria 48



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

5.4 CARACTERIZACION, MORFOLOGIA Y ESTABILIDAD

5.4.1 ANALISIS POR MICROCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM) nos muestra la micrografia en la cual se observa una

distribucion y tamafio uniforme de las diferentes nanoesferas, con una estructura esférica definida.

N

R
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Figura 26 - Micrografias de Nanoesferas de a) Alginato, b) Pectina y ¢) Quitosano
Segun la comparacion que se hizo con Nguyen et al. (2013), se reportd que la distribucion de tamafio
de las nanoparticulas de Quitosano tenian un promedio de 420 nm, utilizando un microfiltro de 4.0
um con un rendimiento del 70%. En cuanto a las mediciones de la experimentacion, el promedio de

las nanoparticulas fueron de 572.98 nm con una variacion de 323.35 nm.

Figura 27 - Micrografias de Nanoesferas de A) Alginato + Riboflavina; B) Pectina + Riboflavina; C) Quitosano + Riboflavina
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Figura 28 - Micrografia de Alginato-Quitosano
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Figura 29 - Micrografia de Alginato-Quitosano incorporando Riboflavina
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' Quitosano

Figura 30 - Micrografia de Pectina-Quitosano

Incorporando Riboflavina

20kV , X10,000. Apm _ 12 40 SEI

Figura 31 - Micrografia de Pectina-Quitosano incorporando Riboflavina

Sin embargo anteriormente se obtuvieron nanoesferas de forma esférica definida en comparacion con
las que se muestran en las Figuras 28 y 30. Se puede decir que el cambio de pH y la combinacién de
los biopolimeros hace que la estructura esférica sea irregular y amorfa, esto debido a su

comportamiento en la unién de ambos.
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En la Figura 32, se presenta el tamafio promedio de las nanoesferas por la técnica de SEM. Los

tamanos varian dependiendo el polimero que se esté usando, se observa que al incorporar Riboflavina

aumenta el tamario de las nanoesferas de Quitosano y de Pectina, sin embargo con Alginato el tamafo

disminuyd, esto puede ser debido a una mayor interaccion de Riboflavina y Alginato desarrollandose

nanoesferas mas compactas despueés del secado.

Las nanoesferas de mayor tamafio son las del biopolimero de Pectina, es decir que la matriz de las

esferas seran de mayor tamafio.

Alginato

Pectina

Quitosano

Alginato + Riboflavina

Pectina + Riboflavina

Quitosano + Riboflavina

Alginato + Quitosano

Pectina+ Quitosano

Alginato + Quitosano + Riboflavina

Pectina + Quitosano + Riboflavina

0 200 400 600 800 1000 1200

B Tamafio (nm.)

+

Figura 32- Tamafio de nanoesferas
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5.4.2 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Para el estudio de estabilidad se observaron los cambio en el equipo SEM y este proceso se realizd,
incorporando nanoesferas de Alginato, Pectina y Quitosano a distintas ambientes de humedades de
33, 75y 93%, durante 24 horas. Como resultado de este experimento se demostro que el Alginato y el
Quitosano son estables a humedades de 33 y 75%, al contrario de la Pectina que solo mostrd
estabilidad al ambiente de 33% de humedad (Figura 33).

Se puede observar en las micrografias de la Figura 3 las nanoesferas de Alginato se encuentran
estables hasta un 75% de humedad en las primeras 24 horas de exposicién, sin embargo a 93% de
humedad las nanoesferas se hidrataron y se aglomeraron de tal forma que fue posible analizarlas por
la técnica SEM.

+ nan

Alginato
Figura 33 - Micrografias de Alginato
Las siguientes micrografias (Figura 4) muestran la vulnerabilidad que tiene la Pectina a la humedad,

es el biopolimero menos resistente. La hidratacion y aglomeracién de las nanoesferas se observo a las

24 horas de exposicion a una humedad del 75 y 93%.

Figura 34 - Micrografias de Pectina
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Cuando se empled el Quitosano (Figura 5) en la formacion de nanoesferas la morfologia fue irregular,
sin perder la forma esférica. El polimero mostré mayor estabilidad comparado con los anteriores. Sin
embargo al 93% las nanoesferas se muestran hidratadas y aglomeradas.

Quitosano

Figura 35 - Micrografias de Quitosano

5.4.3 ESTUDIO FT-IR

5.4.3.1 ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (ALGINATO-QUITOSANO)

Estd bien establecido que el grupo carboxilo (-COO) del polimero aniénico (Alginato) puede
interactuar con el grupo amino (-NH3%) del Quitosano y formar un complejo iénico entre los dos
compuestos. Como consecuencia de estas interacciones, hay cambios en los espectros FTIR en la
bandas de absorcién de los grupos amino, grupos carboxilo y enlaces amida. la Grafica 4 representa

los espectros FTIR de Alginato, Quitosano y nanoesferas de Alginato-Quitosano.

En la figura se aprecian picos de carboxilo en el Alginato cerca de 1.605 cm™ (simétrica COO~
vibracion de estiramiento) y 1,414 cm™ (COO asimétrica vibracion de estiramiento) (Sarmento et al.,
2006).
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El espectro FTIR de Quitosano muestra un pico amino protonado 1562 cm™ (Sarmento et al., 2006,

Neiras et al., 2011), ya que se obtiene a partir de la N - desacetilacion parcial de la Quitina. Sin

embargo se aprecia que en la interaccion de Quitosano/Alginato hay un desplazamiento de unos cm™

en el grupo amino a 1569 cm™. Ademas, el pico que indica la vibracion muestra la presencia de C-O

(carbonilo) de estiramiento del alcohol primario Cg4 en la banda 1069 cm™ (Thawatchai Phaechamud,

2000).

En el estudio que reporta Sarmento et al. (2006) se trabajo con Quitosano bajo condiciones de

desacetilacion del 75 % indicando que en la banda 1641 cm™ se muestra un pico de enlace amida, esta

banda no se presentd en los resultados obtenidos en esta tesis, esto puede ser debido a que el

Quitosano empleado fue de 96.1 % de desacetilacion, por lo tanto no se observan grupos amidas

caracteristicos de la quitina en el espectro.

La interaccion de Quitosano-Alginato en las nanoesferas se hizo evidente por el pico en 1579 cm™,

caracteristico de los grupos amida que se forman entre ambos compuestos (Bigucci et al., 2008,

Thawatchai Phaechamud, 2000).

IR Intensidad (u.a.)

Quitosano+Alginato+RB

Quitosano+Alginato
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Gréfica 4 - Espectrofotometro de Alginato-Quitosano
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5.4.3.2 ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (PECTINA-QUITOSANO)

Thawatchai Phaechamud (2000) reportd anteriormente que la presencia de C-O estiramiento del

alcohol primario Cg en Quitosano, se observa en la banda de 1069 cm™.

En la pectina la banda de 2.963 cm™ (3,000 + 2,800 cm™) se refieren a C=H absorcion (Garcia,

2013). Estos incluyen CH, CHz, y CHs de estiramiento y vibraciones de flexion.

La banda que aparece a 1737 cm™ (Bigucci et al., 2008, Garcia, 2013) presenta una frecuencia
relativamente alta, caracteristica de los grupos carbonilo de los ésteres (C=0). También entre los
1000-1200 cm™ se observan picos correspondientes a el grupo C-O (Gnanasambandam, 2000)
(Grafica b).
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Gréfica 5 - Espectrofotémetro de Pectina-Quitosano

55 ESTUDIO DE LIBERACION

Se trabaja con un sistema de liberacion por osmosis a través de una membrana de dialisis, se procede
a la liberacién de la Riboflavina de las nanoesferas y a continuacién se obtienen los resultados de las

mediciones.
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Primeramente se hizo el analisis por espectroscopia Uv-vis de la Riboflavina a distintas
concentraciones para graficar la curva de calibracion y a través de ella se pueda definir las

concentraciones. (Anexo 1)

551 LIBERACION DE RIBOFLAVINA EN NANOESFERAS DE ALGINATO, PECTINA
Y QUITOSANO

Los estudios de liberacion se realizaron para cada biopolimero de forma independiente, la

experimentacion se llevo a cabo en agua destilada.

La liberacién de Riboflavina en las nanoesferas de Alginato comienzan después de la primera hora, a
partir de ello se logra apreciar una tendencia de liberacion lineal de 1 hora. En la tercera hora no se
encuentra cambio significativo de liberacidn, logrando una estabilidad en la concentraciéon en la
solucion (Grafica 6).
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Gréfica 6 - Curva de liberacién de Riboflavina en una matriz de Alginato

Sin embargo analizando la Gréafica 7 de liberacion con nanoesferas de Pectina, a los 50 minutos

comienza la liberacion.

CICATA Legaria 57



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

0.016

0.014

)
o
o
g
N
H

0.010

0.008 E

Concentracion (mM

T T
o O
0 O

40
50
60 -
70 -

100 -

110 -

120 -

130 -

140 -

150 -

160 -

170 -

180 -

190 -

200 -

210 -

220 -

Tiemp

o

(min)

Grafica 7 - Curva de liberacion de Riboflavina en una matriz de Pectina

Las nanoesferas de Quitosano (Gréfica 8) se liberaron a los 20 minutos, mostrando ser un biopolimero

de menor resistencia de liberacién comparado con el Alginato y la Pectina que tuvieron un comienzo
de liberacion retardada.
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Gréfica 8 - Curva de liberacién de Riboflavina en una matriz de Quitosano

CICATA Legaria 58



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

5.5.2 LIBERACION DE NANOESFERAS EN MATRICES COMBINADAS

Este estudio se basa en obtener el tiempo de liberacion de la Riboflavina en los disefios de
nanoesferas propuestos, en este caso de Alginato-Quitosano y Pectina-Quitosano, aclarando que la

concentracion de Riboflavina es la misma en ambas combinaciones.

Se observa en la Gréafica 9, la liberacidn tiene una tendencia lineal a partir de los 30 minutos de
exposicion de la nanoesfera. En comparacién con los anteriores resultados obtenidos para Alginato y

de Quitosano, se tiene un tiempo intermedio de deteccion de Riboflavina en el medio acuoso.
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Gréfica 9 - Curva de liberacion Riboflavina en una matriz de Alginato-Quitosano

Sin embargo comparando la liberacion de Pectina-Quitosano con la de Alginato-Quitosano la
resistencia a la liberacion es mayor, a los 50 minutos se detecta Riboflavina en el medio, por lo que la

matriz de estas nanoesferas son de mayor resistencia.
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Gréfica 10 - Curva de liberacion de Riboflavina en una matriz de Pectina-Quitosano

A continuacion en la Tabla 5 se resume la liberacion que se obtuvo en los diferentes disefios de
matrices, siendo la de mayor resistencia la matriz de Pectina-Quitosano en el disefio combinado y en
las de biopolimeros simples la de mas resistencia fue la de Pectina.

Tabla 5 - Velocidad de Liberacion de Riboflavina en matrices de Alginato, Pectina y Quitosano

8x10”
8x107
1x10™
1x10™
7x10°

De acuerdo a los resultados de liberacion, anteriormente en el punto 4.4.1 se menciond que las
nanoesferas de Pectina fueron las de mayor tamafio, y con los resultados se tiene que la liberacion de
mayor tiempo la tuvo las matrices compuestas de Pectina, por lo que se puede decir que en la
experimentacién a mayor tamafio de nanoesfera, se tendra un liberacién retardada.

CICATA Legaria 60



NANOENCAPSULACION DE RIBOFLAVINA EN MATRICES POLIMERICAS BIODEGRADABLES EMPLEANDO LA TECNICA DE SECADO POR ASPERSION

El objetivo del estudio fue determinar la matriz con mayor resistencia a la liberacion por medio del
ajuste de pH en los polimeros utilizados, la combinacion de ambos hizo que la nanoesfera no llegue
una desestabilizacion, por lo que podemos concluir que la combinacion de Pectina-Quitosano fue la
que tuvo mejores resultados de resistencia. En cuanto a los resultados de concentracion, las
nanoesferas en promedio alcanzaron una estabilidad en concentraciones de 0.02 mM, a partir de este

punto la liberacién fue constante.
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6 CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Este trabajo de investigacion se formd nanoesferas de Quitosano, Alginato y Pectina de tamafio
homogéneo, efectivas para la encapsulacion de Riboflavina, por la técnica de secado por aspersion a

escala nano. En general se observo que:

e Las condiciones experimentales de secado que favorecieron la formacion de nanoesferas
fueron: una temperatura de 120 °C, 85% de aspersion, 38 barres de presion y un microfiltro de
4.0 um Sin embargo, cuando se alimentan soluciones viscosas, estas precipitan y no se forman

nanoesferas por la saturacion del microfiltro.

e La distribucion de tamafios de las nanoesferas obtenidas dependen directamente del didmetro
del microfiltro utilizado y de las condiciones experimentales de secado. Nanoesferas con
distribuciones homogéneas, en un intervalo de 500-700 nm, se obtuvieron empleado un

microfiltro de 4.0 um.

e El tamafio del microfiltro es la variable que impact6 significativamente el tamafio de particula.
El uso de un tamafio mas pequefio resultd en particulas méas pequefias, como se pudo observar
con el microfiltro de 4.0 um se obtuvieron valores de promedios de 800 nm y con el filtro de

7.9 pm valores promedio de 2 um.

e En el disefio de experimentos, el rendimiento de las nanoesferas aument6 cuando se emplearon

soluciones con una concentracion elevada del biopolimero en 0.5%.

e La maxima interaccion entre Quitosano y Alginato ocurre en la region muy cercana al pH 3.3,
con un potencial eléctrico de -35 mV en Alginato y 35mV en Quitosano. Para el Quitosano y
la Pectina, se encontro que a un pH de 3.6 se potencializa la fuerza de atraccion entre ambos

biopolimeros, con un potencial de 29 mV para el Quitosano y -29 mV para la Pectina.

e El cambio de pH y la combinacion de los biopolimeros hace que la estructura de las
nanoesferas sea esférica, irregular y amorfa, esto debido a la interaccién que resulta de la

combinacidn de los biopolimeros.
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Las nanoesferas combinadas de mayor tamafio fueron las elaboradas con Pectina con un
tamafo promedio de 682 nm en comparacion con las de Alginato que fueron de promedio de
620 nm.

e EI biopolimero de Quitosano fue el que mostré mayor estabilidad a la humedad relativa,
comparado con Alginato y Pectina. Sin embargo, para humedad altas (93%), las nanoesferas
se mostraron hidratadas y aglomeradas en las primeras 24 horas.

e Del andlisis de FTIR, la interaccidon de Alginato-Quitosano en la formacion de nanoesferas se

hizo evidente la formacion entre ambos compuestos el grupos amida en el pico 1579 cm™.
e En la combinacion de Pectina-Quitosano incorporando Riboflavina se pierde el grupo C=H

e En la liberacion in vitro de vitamina B2 encapsulada en matrices sencillas de Quitosano,
Alginato y Pectina, las de Quitosano mostré una mayor velocidad de liberacion de 0.028 mM
a 3:20 horas, con un inicio de liberacion de 30 minutos, comparado con el Alginato y la
Pectina que tuvieron un comienzo de liberacion retardada después de 40 minutos, y liberaron

0.015 y 0.013 mM respectivamente.

e En los disefios de matrices, la combinacion de los biopolimeros que mayor resistencia

ofrecieron a la liberacion fue la matriz elaborada con y Pectina-Quitosano.

e Se obtuvieron nanoesferas de tamafio homogéneo que permitieron una liberacién prolongada
de Riboflavina, esta matriz puede ser utilizada para la aplicacion en liberacion de distintos

compuestos.
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7 ANEXOS
Curva de absorbancia de
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