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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo la sintesis y liofilizacion de nanocépsulas
(NCs) a partir de nanoemulsiones compuestas de una fase organica y una acuosa,
estabilizadas con un surfactante DTAC (Cloruro de dodeciltrimetilamonio) contando

con un nucleo oleoso de aceite de oliva, las cuales se recubrieron con un
biopolimero a base de k-carragenina.

Las muestras obtenidas fueron caracterizadas mediante las técnicas de Dispersion
de Luz Dindmica (DLS) en la cual se obtuvo un tamafio de nanocépsula de 270 nm,
evidenciando de esta manera, con la técnica de Potencial Zeta (§), la funcion del
biopolimero al otorgar estabilidad coloidal al sistema y la carga negativa que la
K-carragenina presenta. Dichas muestras se liofilizaron y se observé que los

tamafios de las NCs se vieron alterados, rebasando los 1400 nm. Por lo tanto, se
procedio a afadirle sucrosa, como medio de crioproteccion a las NCs, lo cual fue de
gran utilidad ya que las muestras presentaron un tamafio mas cercano al original,
sin embargo, las cargas de las NCs se vieron afectadas por la sucrosa, ya que dicha

sustancia tiene una carga negativa al igual que el biopolimero utilizado.

Vil



l. INTRODUCCION Y OBJETIVO



[.1. Justificacién

Los sistemas nanoencapsulados han atraido un gran interés en los ultimos afios,
debido a la facilidad en su sintesis y las cualidades intrinsecas como medio para
atrapar y liberar agentes a través de su membrana [1]. Ademas, contribuyen a la
estabilidad y absorcion mejoradas del farmaco en el interior, proporcionando una
liberacion sostenida gracias a su biocompatibilidad y biodegradabilidad. En este
contexto las nanocapsulas representan una alternativa valida para la vehiculizacién
de farmacos [2], [3]. La encapsulacion de dichos farmacos en el nucleo oleoso del
nano sistema, ofrece una mayor solubilizacion y proteccion frente a la degradacion

en los fluidos biolégicos de agentes hidrofébicos [4].

Para este tipo de aplicaciones, la estabilidad del sistema farmaco-aceite, debe
considerarse ya que dicho sistema se encuentra disperso en un medio acuoso lo
que hace que no sea quimica ni fisicamente estable. Por lo tanto, se han ido
desarrollando técnicas que logran la estabilidad del sistema e inclusive logran
prolongar su tiempo de vida de anaquel; una de ellas es la liofilizacién, un proceso
de conservacion que consiste en deshidratar una muestra sometiéndola a una
rapida congelacion, posteriormente se elimina el hielo mediante un ligero
calentamiento al vacio que lo transforma en vapor, obteniéndose finalmente un
sélido. Pero, desafortunadamente, las nanocapsulas no sobreviven a este proceso,
ya que se ocasiona su deformacion o ruptura. Sin embargo, se ha descubierto que,
con la adicion suficiente de algin azlcar a este tipo de sistemas, la integridad
estructural de las nanocapsulas puede conservarse durante el proceso de

liofilizacion ya que ésta mantiene las propiedades de la nanocapsula, actuando



como una barrera protectora, ademas de no interactuar quimicamente con ella. Se
ha concluido que los azucares presentan propiedades de estabilizacion y

proteccion. [5]

[.2. Objetivo general

Disefiar un sistema nanoencapsulado con potencial de liberar el farmaco
intercelularmente. Sintetizando nanocapsulas de nucleo oleoso compuestas de
aceite de oliva y surfactante DTAC, recubriéndolas con k-carragenina. Probando el
efecto de la sucrosa en la criopreservacion de las NCs antes y después del proceso

de liofilizacion.

I.3. Objetivos Particulares

Para lograr tal objetivo se plantean los siguientes objetivos particulares:

Sintetizar nanoemulsién a base de aceite de oliva y DTAC por el método de

nanoprecipitacion.

e Recubrir la nanoemulsién con solucion de k-carragenina.

e Evaluar el efecto de la sucrosa en el proceso de liofilizacién de las NCs.

e Caracterizar fisicamente el sistema por medio de DLS y Potencial Zeta.

e Caracterizar quimicamente el sistema por medio de FTIR.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA



[I.1. Biomateriales
Los biomateriales constituyen uno de los avances mas importantes en la medicina
actual: mejoran la calidad de vida de los pacientes y reducen el tiempo de curacion

y convalecencia de enfermedades y traumatismos.

Estos pueden ser de tipo metalico, ceramico o polimérico. La Unica condicion que
debe cumplir es que sea biocompatible, esto es, que no produzca rechazo por parte
del sistema inmunitario humano. Por otra parte, sus propiedades mecéanicas deben
ser compatibles con el 6rgano al que se incorporan. A todo esto, hay que afiadir que

sea facil de esterilizar, manipular y colocar. [6]

[1.1.1. Biomateriales metalicos

Los metales y aleaciones se emplean béasicamente como componentes
estructurales, a fin de reemplazar determinadas partes del cuerpo humano. De
forma mas precisa, puede afirmarse que los materiales metalicos son
imprescindibles, hoy por hoy, para aquellas aplicaciones clinicas que requieran
soportar carga y eso es debido a dos razones bésicas: sus propiedades mecanicas
y Su resistencia a la corrosion en el organismo humano. Ademas, pueden ser
conformados, o sea, darle diversas formas, por medio de una gran variedad de
técnicas. Todo esto explica su frecuente empleo como biomateriales. En efecto, los
metales y las aleaciones encuentran mdultiples aplicaciones en ortopedia,
especialmente como materiales estructurales en dispositivos para la fijacion de
fracturas y en sustitucion total o parcial de articulaciones; pero también para la
fabricacion de instrumental. También suelen emplearse en cirugia para proétesis
vasculares y en valvulas cardiacas e injertos vasculares, y en algunos casos como

hilo de suturas en cirugia.

Los materiales metalicos mas utilizados en la actualidad para la fabricacion de
implantes son los aceros inoxidables, las aleaciones cobalto-cromo y el titanio puro
o aleado con otros metales. Como puede observarse, si bien las aplicaciones de los
biomateriales metalicos son multiples, el nUmero aleaciones metélicas que pueden
soportar ese medio tan agresivo que es el organismo humano es muy reducido.

Pero, ademas los implantes realizados con estos materiales tampoco son
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enteramente satisfactorios, ya que en muchos casos se producen alteraciones tras
su aplicacion tales como desgaste, corrosion, liberacion de especies quimicas al
organismo, pérdida de la unidén con los tejidos 6seos y de la transmision de
esfuerzos a los tejidos circundantes. Dentro de las técnicas que tienden a mejorar
su comportamiento en ese sentido, existen algunas expectativas interesantes por la
via de los tratamientos superficiales, e incluso se dispone de tecnologias que hacen
que la superficie del sustrato metalico sea bioactiva, lo que posibilita su unién con

los tejidos circundantes. [7]

[1.1.2. Biomateriales ceramicos

Las cerdmicas son materiales compuestos por elementos metélicos y no metélicos
gue se mantienen unidos por enlaces i6nicos y/o covalentes. Al igual que en los
metales, los enlaces interatdmicos en las ceramicas producen un arreglo
tridimensional con estructuras cristalinas definidas. En contraste con los enlaces
metélicos, los electrones en los enlaces ibnicos y covalentes estan localizados entre
los iones/atomos que los constituyen, y por ese motivo las cerdmicas son malos
conductores de la electricidad y del calor. La fuerza de los enlaces io6nicos y
covalentes hacen de las cerdmicas unos materiales duros y fragiles, y que se
rompen con muy baja deformacién plastica (eventualmente ninguna), y son
sensibles a la presencia de defectos o fisuras en ellas. La naturaleza ionica y/o

covalente de las ceramicas determina su comportamiento quimico.

Aunque las ceramicas y los vidrios no sufren corrosion, presentan alguna forma de
degradacion cuando son expuestas al medio bioldgico, siendo el mecanismo de la
degradacion dependiente del tipo particular de material considerado. Aun las
ceramicas consideradas inertes quimicamente (alimina, por ejemplo) experimentan
una degradacién de sus propiedades mecanicas como consecuencia del contacto
con la solucion salina del medio biolégico. La mayor desventaja de las ceramicas y
los vidrios es su fragilidad y pobres propiedades mecéanicas: aunque pueden
soportar grandes cargas en compresion, fallan cuando son cargadas en traccion o
en flexiébn; pero son empleados donde la resistencia al desgaste es de vital

importancia y se utilizan, generalmente, para reparar o reemplazar tejido conectivo



duro del esqueleto. Sin embargo, hay que destacar que el éxito de la aplicaciéon

depende de lograr una unién estable entre estos biomateriales y el tejido conectivo.

Las ceramicas inertes mas frecuentemente empleadas son la alimina (Al203), la
zirconia (ZrO2) y nitruro de silicio (SisN4). Estos tres materiales tienen la
caracteristica de que presentan una alta resistencia a la compresion, una excelente

resistencia al desgaste y una inercia quimica casi total. [7]

[1.1.3. Biomateriales poliméricos

A diferencia de los metales y las cerdmicas, los polimeros sintéticos hicieron su
aparicion mucho mas recientemente. Los polimeros sintéticos son materiales
organicos que se obtienen a partir del petrdleo y se caracterizan por su poca
resistencia a la temperatura. Cuando se someten a altas temperaturas los
termoplasticos se derriten mientras que los plasticos termorresistentes solo se

chamuscan o se queman.

Los polimeros son mucho mas blandos que los metales. En cuanto a su
conductividad térmica, son mejores aislantes que las ceramicas. Tanto sus
propiedades de aislamiento eléctrico como de aislamiento térmico estan limitadas
por su poca resistencia a la temperatura. A bajas temperaturas el mejor aislante
sera un polimero, pero a altas temperaturas, las ceramicas siempre seran la mejor
opcion. En todos aquellos casos en que no es necesaria resistencia a altas
temperaturas los polimeros han logrado introducirse en todos los &ambitos,

desplazando muchas veces a otros materiales mas consolidados.

Los biomateriales poliméricos, ampliamente utilizados en clinica, deben su éxito a
las enormes posibilidades que presentan, tanto en variedad de compuestos como
en la posibilidad de fabricarlos de muy distintas formas con caracteristicas bien
determinadas y con facilidad de conformarlos en fibras, tejidos, peliculas o bloques.
Pueden ser tanto naturales como sintéticos y, en cualquier caso, se pueden
encontrar formulaciones bioestables (con caracter permanente y particularmente
Utiles para sustituir de forma parcial o total tejidos u 6rganos lesionados o

destruidos), biodegradables (con caracter temporal, con una funcionalidad



adecuada durante un tiempo limitado, el necesario mientras el problema subsista).
Existen aplicaciones de polimeros tanto en implantes quirdrgicos como en
membranas protectoras o en sistemas de dosificacion de farmacos y tienen,
particular importancia, los cementos 0seos acrilicos que han encontrado
importantes campos de aplicacion, en particular, en odontologia y traumatologia
dadas las ventajas que presentan frente a otros cementos, como son su facil
aplicacion y su rapida polimerizacion. Sin embargo, por desgracia presentan
desventajas, tales como el calor que se desprende durante la polimerizacién que
conduce en muchos casos a problemas de toxicidad y a la contraccion que sufre
una vez endurecido lo que origina movilidad de la protesis fijada. Sin embargo, pese

a estos problemas, su utilizacién hoy por hoy es, practicamente, insustituible. [7]

[I.2. Bionanomateriales

Los nanomateriales son materiales con propiedades morfolégicas mas pequefias
que un micrometro en al menos una dimension. A pesar del hecho de que no hay
consenso sobre el tamafio minimo o maximo de un nanomaterial, algunos autores
restringen su tamafio de 1 a 100 nm; una definicién l6gica situaria la nanoescala
entre la microescala (1 micrémetro) y la escala atébmica/molecular (alrededor de 0.2

nandémetros).

La idea es sencilla, muchas de las propiedades de los materiales dependen de como
se comporten los electrones que se mueven en su seno 0 de como estén ordenados
los atomos en la materia. En un material nanométrico, el movimiento de los
electrones esta muy limitado por las dimensiones del propio material. Ademas, la
proporcién de atomos en la superficie con respecto al interior es mucho mas alta
que en materiales de tamafio mas elevado. Por consiguiente, si se reducen las
dimensiones de un material, se modifican sus propiedades y en consecuencia se

pueden disefiar materiales con propiedades a la carta.

La Agencia del Medio Ambiente (EPA) de EUA ha clasificado los nanomateriales

actuales en cuatro tipos [8]:



[1.2.1. Basados en carbono

Estos nanomateriales estan compuestos mayoritariamente por carbono y suelen
adoptar formas como esferas huecas, elipsoides o tubos. Los nanomateriales de
carbono con forma elipsoidal o esférica se conocen como fullerenos, mientras que
los cilindricos reciben el nombre de nanotubos. Estas particulas tienen muchas
aplicaciones posibles, incluido el desarrollo de recubrimientos y peliculas
mejoradas, materiales mas ligeros y resistentes, y diversas aplicaciones en el

campo de la electrénica. [8]

[1.2.2. Basados en metales
Estos nanomateriales incluyen puntos cuénticos, nanoparticulas (NPs) de oro, plata

y oxidos metélicos como el diéxido de titanio. [8]

[1.2.3. Dendrimeros

Estos nanomateriales son polimeros de tamafio nanométrico construidos a partir de
unidades ramificadas. La superficie de un dendrimero tiene numerosos extremos de
cadena, que se pueden adaptar para desempefiar funciones quimicas especificas.
Esta propiedad se podria utilizar también para la catalisis. Ademas, debido a que
los dendrimeros tridimensionales contienen cavidades interiores en las que se
pueden introducir otras moléculas, pueden ser Utiles para la administracion de

farmacos. [8]

[1.2.4. Compuestos

Los compuestos combinan las NPs con otras NPs o con materiales de mayor
tamafo. Las nanoparticulas, como arcilla a nanoescala, ya se estan afiadiendo a
numerosos productos, desde piezas de automaoviles a materiales de empaquetado,

para mejorar sus propiedades mecanicas, térmicas, protectoras, etc. [8]

I1.3. Biopolimero

Los biopolimeros tienen propiedades fisicoquimicas y termoplasticas iguales a las
de los polimeros fabricados a partir de petroleo, con la diferencia que una vez
desechados, se biodegradan. De aqui se derivan las grandes ventajas de sustituir

el uso de petréleo y de reemplazar los polimeros actuales por polimeros



biodegradables, lo que disminuiria notablemente la contaminacion del medio
ambiente. Los biopolimeros naturales provienen de cuatro fuentes: origen animal
(colageno/gelatina), origen marino (quitina/quitosana), origen agricola (lipidos y
grasas e hidrocoloides: proteinas y polisacaridos) y origen microbiano (&cido
poliladctico (PLA) y polihidroxialcanoatos (PHA). Por sus altas tazas de
biodegradabilidad y sus excelentes propiedades fisico-mecanicas los PHAy los PLA

han resultado ser los de mas amplia aplicacion en la actualidad.

Los biopolimeros se generan por sistemas biolégicos, o pueden ser sintetizados
guimicamente a partir de materiales de origen renovable; por lo que una
caracteristica fundamental de los biopolimeros es que su degradacién se presenta

en lapsos de tiempo cortos, desde semanas a pocos meses. [9]

[1.4. Carragenina

La carragenina esté ubicada en la pared de las células y en la matriz intercelular del
tejido de las algas. Es un polisacéarido de alto peso molecular con contenido de éster
sulfato de 15% a 40%, formado por unidades alternadas de D-galactosa y 3,6-

anhidro-galactosa (3,6-AG) unidas por enlaces glucosidicos a-1,3 y B-1,4.

La posicion y el numero de grupos de éster sulfato, asi como el contenido de
3,6-AG determinan las diferencias primarias entre los tipos de carragenina kappa,

iota y lambda:

- La carragenina tipo kappa contiene de 25% a 30% de éster sulfato y de 28%
a 35% de 3,6-AG.

- La carragenina tipo iota contiene de 28% a 35% de éster sulfato y de 25% a
30% de 3,6-AG.

- La carragenina tipo lambda contiene de 32% a 39% de éster sulfato y no
contiene 3,6-AG.

Los mayores niveles de éster sulfato implican en una menor fuerza de gelificacion y

baja temperatura de solubilizacion. [10]
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Figura 1. Estructura quimica de las carrageninas.

[1.4.1. Funciones de las carrageninas

- Poseen la capacidad para formar complejos con las proteinas para obtener
geles, suspension, floculacion, estabilizacion y precipitacion de particulas.

- Capacidad para formar geles termorreversibles a temperatura ambiente,
transparentes, de texturas rigidas a elasticas, con distintos grados de
retencion de agua.

- Capacidad de determinar diferentes propiedades reoldgicas con el fin de

espesar, suspender particulas insolubles y/o de gran tamafio. [10]

11.4.2. Propiedades de las carrageninas

Dentro de las propiedades mas relevantes de las carrageninas se puede mencionar:

Viscosidad. Las carrageninas, cuando estan sometidas a altas temperaturas, dan
soluciones con bajas viscosidades y a medida que la temperatura del sistema
disminuye la viscosidad aumenta, pudiendo pasar posteriormente a un estado de

gel segun el tipo de carragenina.

La viscosidad esta dada, principalmente, por la estructura macromolecular lineal

altamente ramificada y por la naturaleza polielectrolitica de las carrageninas. Debido
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a su estructura y a su caracter hidrofilico, la carragenina se mantiene rodeada de
moléculas de agua lo que opone una resistencia al flujo modificando las propiedades

reologicas y determinando varios grados de viscosidad. [11]

Gelificaciéon. Las soluciones calientes de carragenina kappa e iota poseen la
habilidad de formar geles termorreversibles a través de su enfriamiento. Este
fenomeno ocurre debido a la formacion de una estructura de doble hélice por los
polimeros de la carragenina. A temperaturas superiores a la temperatura de fusion
del gel, los polimeros de la carragenina existen en la soluciébn como espirales
aleatorios. Durante el enfriamiento de la solucién, una red tridimensional de
polimeros es formada, en la cual las hélices dobles constituyen los puntos de unién
de las cadenas de polimero. El enfriamiento adicional causa la agregacion de los
puntos de union para formar la estructura de gel tridimensional. La presencia de
asas en la cadena, asi como el nimero, tipo y posicién de los grupos de éster sulfato
tienen efectos importantes en las propiedades de gelificacién. Ese mecanismo de
gelificacion es basico para las soluciones de carrageninas tipo kappa e iota. Las
sales de potasio o calcio son necesarias para la obtencion del gel en agua, pero no

son necesarias en leche. [10]

Solubilidad. Agua Caliente: Todos los tipos de carragenina son solubles en agua
caliente a temperaturas superiores a la temperatura de fusion del gel. El intervalo
normal de temperaturas es de 40° a 70°C, dependiendo de la concentracién y de la

presencia de cationes.

Agua Fria: En agua fria, solamente son solubles la carragenina tipo lambda y las
sales de sodio de los tipos kappa e iota. Las sales de potasio y calcio de las
carrageninas kappa e iota no son solubles en agua fria, pero exhiben expansion por
hidratacion considerable en funcion de la concentracion, tipos de cationes

presentes, temperatura del agua y condiciones de dispersion. [1]

[I.5. Surfactante
Un surfactante es una sustancia quimica que, posee una estructura molecular

constituida por una parte hidrofilica (polar) y una lipofilica (apolar), lo que le confiere
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doble afinidad. Tiene actividad interfacial y se adsorbe a la interfase agua/aceite en
forma orientada, disminuyendo la tension interfacial entre estos dos liquidos. La
parte apolar de los surfactantes esta constituida, generalmente, por cadenas
carbonadas lineales (usualmente en el rango Cs-Cis), en ocasiones asociados a
anillos arométicos. La parte polar en la estructura de estos compuestos la
conforman grupos con carga eléctrica neta, tales como los radicales carboxilato (-
COO-) y amonio primario (-NHs*) o cadenas de condensacion de polidxido de etileno
[ -O-(CH2CH2CH20)n-H] entre otros. [12]

De acuerdo a la forma de disociacién en el agua los surfactantes se clasifican en:

Surfactantes aniénicos: se disocian en un anion anfifilo y un cation, el cual es en
general un metal alcalino o un amonio cuaternario. A este grupo pertenecen los
detergentes sintéticos como los alquil benceno sulfonatos, los jabones (sales de
acidos grasos), los agentes espumantes como el lauril sulfato, los humectantes del

tipo sulfosuccinato y los dispersantes del tipo lignosulfonatos, entre otros. [12]

LIl

Figura 2. Surfactante aniénico.
Surfactantes no iénicos: no se ionizan en solucién acuosa, debido a que poseen
grupos hidroéfilos del tipo alcohol, fenol, éter o amida. El grupo hidréfobo es
generalmente un radical alquilo o alquil benceno y a veces una estructura natural

como un acido graso. [12]
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Figura 3. Surfactante no ionico.

Surfactantes catidnicos: se disocian en solucidn acuosa en un cation organico
anfifilo y un anién generalmente del tipo halogenuro. La gran mayoria de estos

surfactantes son compuestos nitrogenados, del tipo sal de amina grasa 0 amonio

Llll

Figura 4. Surfactante catiénico.

cuaternario. [12]

Otros surfactantes: existe gran variedad de surfactantes adicionales a los ya
mencionados, como los anféteros, poliméricos, siliconados y fluorados, entre otros.
[12]
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Figura 5. Surfactante Anfotero.

[1.6. Cloruro de Dodeciltrimetilamonio (DTAC)

El DTAC es un surfactante cationico, el cual posee dos propiedades importantes:
Se absorben sobre una superficie cargada negativamente y muchos de ellos tienen
propiedades bactericidas. En su caracter cationico, tiene la caracteristica de
disminuir la tension superficial y ademas tiene la capacidad de formar micelas en
medios acuosos y no acuosos. En la siguiente figura se muestra la estructura

molecular del DTAC. [13]

CH,
ch(HQCthgC*h\'* “CHQ
CHs CI”

Figura 6. Estructura molecular del DTAC.

[1.7. Nanoemulsién (NE)

Una emulsion es un sistema que contiene dos fases liquidas inmiscibles, una de las
cuales esta dispersa en la otra, y cuya estructura es estabilizada por un agente
surfactante llamado emulsionante. En la mayoria de los casos en los cuales se hace
una emulsion con dos liquidos inmiscibles, uno de los liquidos es una fase acuosa

y el otro una fase aceite. Si la emulsion contiene gotas de aceite (O) dispersadas en
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agua (W), se llama emulsion O/W; si es el caso contrario, gotas de agua dispersadas
en aceite, se llama W/O. En la Figura 7 podemos observar el proceso de formacion
de una nanoemulsion, donde se muestran en el inciso a) dos liquidos inmiscibles
formando una separacion de fases, b) la agregacion de un surfactante que rompe
la tension superficial, ¢) la formacién de gotas a escala nanométrica cubiertas de

surfactante y d) la obtencion final de una sola fase dispersa.

(b)

iieanny

| | I :
agua 0 agua

surfactantd | | I :

(d) Emulsion
° oO,o O
o o° 2!
o

© :
o |l
S O!o

1
(o)
cubierta de (o)

O
O
1o O
surfactante | oo O

Figura 7. Formacion de una Emulsion.

La obtencion de emulsiones finas y estables es, entre otros, uno de los objetivos de
la formulacion de sistemas surfactante-aceite-agua. Estas emulsiones llamadas
miniemulsiones 0 nanoemulsiones se caracterizan por tener un tamafio de gota
entre 50 y 500nm, apariencia translucida y alta estabilidad cinética; debido a esto,
son sistemas que tienen una diversidad de aplicaciones en la industria quimica,

farmaceéutica, alimenticia y cosmética. [12]

11.8. Vesiculas

Son estructuras altamente organizadas constituidas por bicapas concéntricas que

encierran un interior acuoso. La ampliacion de sus aplicaciones es debido a que son
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capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofobicas y también

las de caracter anfifilico. [14]

Cabeza Polar
o (Hidrofilico)

() Tallo no polar l
) (Hidrofébico)

Figura 8. Estructura de una vesicula

[1.9. Nanocapsulas (NCs)

Son sistemas nano métricos vesiculares formados por un reservorio interno, que
puede estar constituido por agua o aceite, rodeado de una cubierta polimérica. El
nacleo tiene la funcion de favorecer la encapsulacion del farmaco y protegerlo del
entorno fisioldgico. La cubierta polimérica, ademas de aportar estabilidad al sistema
dentro y fuera del organismo, puede tener distintas funciones: interaccionar con
membranas celulares y favorecer el transporte del farmaco y/o controlar su
liberacion (del farmaco). [15], [16]

Pared
polimérica

Nucleo
oleoso

Farmaco

Figura 9. Estructura de una nanocépsula con nucleo oleoso.
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[1.10. Liofilizacion

La liofilizacion es un proceso de conservacion mediante sublimacion utilizado con el
fin de reducir las pérdidas de los componentes volatiles o termo-sensibles. Es el
mas noble proceso de conservacién de productos biolégico conocido, ya que
combina los dos métodos mas fiables de conservacion: la congelacion y la
deshidratacion. Sin conservantes o productos quimicos, es el proceso mas
adecuado para preservar células, enzimas, vacunas, virus, levaduras, sueros,
derivados sanguineos y alimentos en general. En este proceso de secado los
productos obtenidos no se ven alterados en sus propiedades y se rehidratan
facilmente. [17] En la siguiente figura podemos observar el diagrama de fase del

agua.

Diagrama de fase

del agua =

o
o

Vapor Agua

1.000:mbar ez . o2
\ 6Conge|acnon _ Deshidratacion
()] (0]

6iimbar
\

) .o Punto triple

© Liofilizacion

O;C 100°C
7°F 2

Figura 10. Diagrama de Fase del Agua.

[1.11. Crioprotector

Los crioprotectores (CP) son sustancias utilizadas para la proteccion de células o
tejidos del dafio que se produce durante el proceso de congelacion y
descongelacién debido principalmente a la formacién de hielo. Los CP alteran las
propiedades fisico-quimicas de las soluciones. Son moléculas hidrosolubles y de
baja toxicidad que actian disminuyendo el punto eutéctico de las soluciones

(disminuyen la temperatura a la que se produce la transicion del agua de estado
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liguido a sélido), interactuando con las moléculas de agua al reducir su capacidad
de formar enlaces entre ellas. También actian estableciendo puentes de hidrogeno
con otras moléculas biologicas evitando que pierdan su estructura fisiologica original

y por lo tanto su viabilidad.

Existen dos tipos de CP: permeables o no permeables, segin tengan o no
capacidad para atravesar la membrana celular. [18]

[1.11.1. Crioprotectores permeables

Los CP permeables, debido a que tienen un bajo peso molecular, son capaces de
atravesar la membrana plasmatica de forma activa o pasiva. Entre estos se
encuentra el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO), el 1-2 propanodiol, etilenglicol
(EG), el propilenglicol, el polietilenglicol, el etanol y otros alcoholes; todos estos
compuestos deshidratan la célula penetrando a ésta para ayudar a proteger el

citoplasma. [18]

11.11.2. Crioprotectores no permeables

Los CP no permeables o extracelulares, son compuestos de alto peso molecular
gue normalmente se utilizan asociados a agentes CP permeables. Estos ejercen su
efecto crioprotector promoviendo una rapida deshidratacién celular aumentando el
gradiente osmotico y ayudando indirectamente a la incorporaciéon por parte de las
células del CP permeable. Los mas comunmente utilizados son los azlcares como
la sacarosa, aunque también se emplean macromoléculas como al
polivinilpirrolidona (PVP), ficol, dextrano sorbitol, sucrosa, lactosa, trealosa, rafinosa

y proteinas de alto peso molecular. [18]

11.12. Sucrosa

La sucrosa o sacarosa es un disacarido de 12 carbonos compuesto de unidades
simples de glucosa y fructosa (monosacaridos), que estan unidos entre si por un
enlace glucosidico (Figura 11, molécula de Sucrosa compuesta por una molécula
de glucosa unida a una molécula de fructuosa por un enlace glucosidico). La
sucrosa, glucosa y fructosa se distribuyen ampliamente en frutas y algunos

vegetales, savia, miel y melaza, individualmente o unidos entre si. La mayor
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concentracion de sacarosa pura se encuentra en la cafia de azucar o remolacha
azucarera. Este tipo de azucares tienen propiedades protectoras y estabilizantes en

diferentes sistemas. [19]

CH OH

CH,OH

H

H

Figura 11. Molécula de Sucrosa.
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MATERIALES Y METODOS
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I11.1. Materiales

Para la sintesis de nanocapsulas se utilizaron los siguientes reactivos.

a) Aceite de oliva purificado Sigma-Aldrich, EUA.

b) Cloruro de dodeciltrimetilamonio (DTAC) Sigma-Aldrich, Japon.
c) Alcohol etilico absoluto (C2HeO) Faga Lab.

d) Acetona (CH3(CO)CHs) Faga Lab.

e) Agua desionizada

f) K-carragenina Sigma-Aldrich.

g) Sucrosa Sigma-Aldrich.

[1l.2. Metodologia

[11.2.1. Sintesis de nanoemulsion.

Generalmente, existen diferentes métodos para la preparacion de nanoemulsion,
como lo son: nanoprecipitacion, Emulsificacion-Difusion, Emulsificacion-
Coacervacioén, Doble Emulsificacion, Recubrimiento de Polimero y Capa por Capa

[13], como se muestra en la Figura 12.

El método utilizado en este trabajo para sintetizar la NE fue el de nanoprecipitacion.
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Figura 12. Métodos para la preparacién de NE.

[11.2.2. Preparacion de NE
Se prepardé una nanoemulsion, la cual consta de una fase organica y una fase

acuosa. Las cantidades utilizadas para cada fase se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Cantidades utilizadas en las diferentes fases para preparar una NE.

Fase Reactivo Cantidad
DTAC 0.15834 g
Organica Etanol 500 pL
Aceite de Oliva 125 pL
Acetona 9.5 mL
Acuosa Agua deionizada |20 mL

A continuacién, se detallan los pasos para la obtencién de NE

*+ Pesamos los gramos de DTAC en un Eppendorf y le agregamos los
microlitros de etanol. Se agita para homogeneizar.

* Vertemos las cantidades de aceite y acetona en un tubo de 15 mL.
Posteriormente, le agregamos la solucién obtenida de DTAC con etanol. Se

agita para homogeneizar.
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* En un vaso de precipitado vertemos el agua desionizada y lo colocamos en
una placa magnética, agitando lentamente sin calentar.

* Mientras se agita el agua, agregamos cuidadosamente la solucion obtenida
en el tubo de 15 mL. Observamos como se forma la NE de manera
espontanea con la turbidez que la caracteriza, formandose nano gotas de
aceite o nanopatrticulas.

* En un tubo de 50 mL, vertemos la mezcla obtenida (30 mL
aproximadamente).

* Finalmente, eliminamos los volétiles y parte del agua por rotaevaporacion a
80 RPM con una temperatura de 40°C, obteniéndose 10 mL de volumen final,
observando el aspecto blanquecino caracteristico de este sistema.

El diagrama de flujo para la elaboracion de la NE se puede observar en la Figura
13.

Una vez preparada la NE, se deja reposar por un lapso de 24 horas para que la
mezcla se estabilice. Pasado ese tiempo, se llevan a cabo mediciones de DLS y
Potencial Z para determinar el tamafio y carga de las nanoparticulas.

Después, se efectla el proceso de recubrimiento de NE; para este caso se utilizd

una solucion al 0.05% de biopolimero k-carragenina.
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Fase organica
0.15834g DTAC/
500 pL Etanol/
125 pL Aceite de Oliva/ 9.5 mL de
Acetona

s

Fase acuosa
20 mL de agua desionizada

"
4 R

Se vierte la Fase organica en la Fase
acuosa contenida en un vaso de
precipitado agitandose
continuamente, dando lugar a la
formacion de la NE

\. J
\

Rotaevaporar solucion de NE a 40°C
hasta un volumen final de
aproximadamente 10 mL

Figura 13. Diagrama de flujo para la elaboracién de
una NE
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[11.2.3. Preparacion de solucion 5mL de K-carragenina al 0.05%

Para recubrir la NE con el biopolimero k-carragenina se prepard una solucion de 5

mL al 0.05%.

Para determinar los gramos del biopolimero a utilizar se llevé a cabo la siguiente

ecuacion:

0.05%
100%

(5)( ) = 0.0025g de K-carragenina

donde el numero 5 nos indica los mililitros que se desean preparar de solucion.

Afiadimos los gramos de biopolimero en un vial tipo frasco y aforamos con agua
desionizada hasta llegar a los 5mL, posteriormente, se agita la solucion en una placa
magnética a bafio Maria a una temperatura de 60°C hasta homogeneizar.

Posteriormente, dejamos enfriar.
[11.2.4. Recubrimiento de nanoemulsién con K-carragenina

Para recubrir la NE con el biopolimero llevamos a cabo:
(1) Una dilucion 1:100 de NE, 10 microlitros de NE en 990 microlitros de agua.

(2) Después, en un tubo de 15mL vertemos 38.46 microlitros de la solucién del
biopolimero k-carragenina para luego afiadirle 961.53 microlitros de la NE

previamente diluida.
(3) Mezclamos, con la ayuda de una micropipeta, y sonicamos 5 minutos

aproximadamente, dando lugar al recubrimiento, obteniéndose las NCs.
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Tabla 2. Cantidades para recubrimiento de NE.

Recubrimiento de NE
Reactivo Cantidad (microlitros)
NE diluida 961.53
Biopolimero
K-carragenina 38.46

El diagrama de flujo para el recubrimiento de NE se muestra en la Figura 14.
Finalmente, se hacen mediciones de tamafio de NCs (DLS) y carga (Potencial Z).

La carga de las NCs debe resultar negativa puesto que ese es el valor que presenta

la k-carragenina y de esta manera se sabe que el recubrimiento fue un éxito.

[ Dilucion 1:100 de NE

U

Se vierten 38.46 microlitros del
biopolimero k-carragenina en 961.53
microlitros de NE diluida.

N——

U

Mezclamos con micropipeta.

U

Sonicamos de 5 a 10 minutos.

N ()

Figura 14. Diagrama de flujo para la
elaboracion de NCs.
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111.2.5. Adicién de Sucrosa

Preparamos 4 muestras de NCs a las cuales, posteriormente, agregamos una
cantidad diferente de sucrosa (como se muestra en la Tabla 3), para estudiar el
efecto de ésta en las NCs, ya que se ha encontrado que el mecanismo de
crioproteccion de la sucrosa sobre las nanocapsulas puede deberse a la habilidad
que tiene este azlcar en reemplazar las moléculas de agua que rodean a la
nanocapsula actuando como una barrera que evita que las NCs se destruyan

durante el congelamiento en el método de liofilizacion. [5]

Tabla 3. Cantidades por afiadir de sucrosa a cada muestra.

Muestras Sucrosa (9)
Tubo 1 Sin sucrosa
Tubo 2 0.0016
Tubo 3 0.004
Tubo 4 0.016

Caracterizamos las muestras mediante DLS y Potencial Z. Observamos si los
valores de tamafio y carga varian con respecto a los ya obtenidos de las NCs sin
sucrosa para determinar su efecto sobre éstas. Posteriormente, se lleva a cabo el
proceso de liofilizacion de las muestras a las condiciones que se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 4. Condiciones para liofilizar.

Condiciones para liofilizar
Temperatura trampa fria (°C) -55
Presién (Pa) 1-100

Caracterizamos las muestras por medio de FTIR para observar si hubo alguna
alteracion quimica en los componentes, finalmente, se rehidratan las NCs y, una
vez mas, las caracterizamos por medio de DLS y Potencial Z para ver si el tamafio

y la carga no se vieron afectados por este proceso.
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[11.3. Métodos de caracterizacion

[11.3.1. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La técnica de Dispersion de Luz Dinamica, es también conocida como
Espectroscopia de Fotocorrelacion (PCS), la cual es de especial importancia para
la caracterizacion de nanoparticulas y macromoléculas en solucién. La cual puede
proveer informacién acerca del peso molecular, tamafio y polidispersidad de las
particulas. Las particulas en suspension se rigen bajo el movimiento Browniano.
Esto debido a que su constante movimiento provoca que la luz dispersada en ellas
se torne en fluctuaciones dependientes del tiempo. La intensidad de la luz
dispersada es una funcion del tamafio de particula y de su habilidad para dispersar
la luz. El analisis de la intensidad de las fluctuaciones permite determinar el
coeficiente de difusion, D, el cual es una propiedad del material que relaciona el flujo
de la materia con el gradiente de concentracion. Una vez establecido el D, el radio
hidrodindmico (Rn) de las particulas se puede derivar mediante la ecuacion Stokes-
Einstein:

R — kgT
H 6mngD

Donde: Ru es el radio hidrodinamico: es el radio de la esfera que se difunde a la
misma velocidad que la particula dada, ks es la constante de Boltzmann, T es la

temperatura absoluta y no es la viscosidad de la suspension. [20]

La muestra de NE debe tener un aspecto turbio, no opaco o completamente claro.

Sin embargo, las muestras de NCs presentan una apariencia clara debido a que se
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encuentran en un medio muy diluido. Estas muestras, las de NE como las de NCs,

deben estar a temperatura ambiente (25°C).

Se utilizé un kit de celdas y tapon de poliestireno con dimensiones 10x10x45 mm
de la marca Malvern. Donde colocamos un mililitro de la muestra a caracterizar para

después ser insertada en el equipo y proceder a su caracterizacion.

El equipo empleado fue un ZetaSizer Nano ZS marca Malvern con el cual se

determind el tamafio y la distribucién de la NE y NCs.

[11.3.2. Potencial Zeta (§)

El valor del Potencial Zeta de particulas puede ser determinado a partir de
mediciones de movilidad electroforética. Cuando un campo eléctrico es aplicado a
través de una celda de medicidn llena con un electrolito, las particulas cargadas
suspendidas en el medio comienzan a moverse hacia el electrodo de la carga
opuesta. La viscosidad del medio tiende a oponerse a este movimiento. Las
particulas en un campo eléctrico se mueven a una velocidad constante cuando
ocurre un equilibrio entre las fuerzas eléctrica y viscosa. La movilidad electroforética
(velocidad por unidad de campo) de una particula depende de su constante
dieléctrica, viscosidad del medio y el potencial zeta, la cual esta relacionada con la
movilidad electroforética de las ecuaciones de Henry y Smoluchowski:

2:8f (ka)

U =
E 3n

La ecuacion Henry referente a la movilidad electroforética en donde: Ue es la

movilidad electroforética, ¢ es el potencial zeta, ¢ es la constante dialéctrica, n es la
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viscosidad y f(ka) es la funcidon de Henry. La unidad de k, se refiere a la longitud de
Debye, la cual es reciproca a la longitud k! la cual refleja el grosor de la doble capa
eléctrica. f(ka) se toma como un valor estandar de 1.5, el cual se refiere a una
aproximacion de Smoluchowski. Por lo tanto, el calculo del potencial zeta a partir de

la movilidad esta ligado directamente al modelo Smoluchowski. [20]

Tanto las muestras de NE como las de NCs deben estar completamente claras. Se
utilizaron celdas capilares desechables ZetaSizer Nano Series de la marca Malvern,

donde se caracterizé un mililitro de cada muestra.

El equipo utilizado fue un ZetaSizer Nano ZS en donde la temperatura con la que

se opero fue de 37°C.

[11.3.3. Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible realizar
una identificacién de los materiales. El equipo dotado de una sonda con fibra éptica

permite el andlisis directo de la superficie del objeto de estudio. [21]

Existen modos vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar en
resonancia con un haz de Espectroscopia Infrarroja (IR). Esto produce un
intercambio de energia entre el haz y las moléculas constituyentes. Existe un
comportamiento caracteristico para un enlace con un tipo atémico, un entorno
guimico y una concentracion de enlaces determinadas. Se puede decir entonces,
gue en un espectro infrarrojo se pueden manifestar bandas asociadas a

practicamente todos los compuestos moleculares. Cada una de estas bandas
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corresponderia a un movimiento de vibracion de uno de los enlaces dentro de la
molécula. Se sostiene entonces que el conjunto constituye la huella dactilar del
compuesto. Cada compuesto tendra entonces un comportamiento particular frente

a un haz de infrarrojos, en esto se basa la eficacia de la IR. [22]
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1. Dispersion Dinamica de Luz (DLS) y Potencial Z (§)

En la Figura 15 se muestra el efecto en el tamafio del recubrimiento de NE, donde
se puede observar que el tamafo disminuye al hacer el recubrimiento con el
biopolimero, pasando de aproximadamente 405 nm a 265 nm, esto debido a que el
biopolimero le da una mayor estabilidad a la NE y por lo tanto al llevarse a cabo la
medicion el radio hidrodinamico de ésta disminuye, lo cual no implica un

reducimiento en el tamafno de las NCs.
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300 -
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240 , . \
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Figura 15. Efecto tamafio en recubrimiento de NE.

La Figura 16 muestra los resultados del Potencial Z de la NE y NCs, donde se
evidencia el éxito del recubrimiento en la NE puesto que presenta la carga negativa
caracteristica del biopolimero. La NE sin recubrir tiene una carga positiva de

alrededor de 35 mV y las NCs de -40 mV.
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Figura 16. Efecto carga en NE.

Para determinar el efecto de la sucrosa sobre las NCs se procedi6 a caracterizar los
tamafos y cargas de las muestras preparadas en el apartado 111.2.5. En la siguiente
figura se muestran los resultados de tamafio de las NCs donde podemos ver un
incremento de éste en las muestras con sucrosa en comparacion a la muestra a la
gue no se le adicioné el crioprotector, aumentando el tamafio de 265 nm en el caso
de las NCs solas a 410 nm para la muestra con 1.64 mg de sucrosa. Las muestras
con 4 y 16 mg de sucrosa presentaron un tamafio menor a la de 1.64 mg, de 360

nm y 370 nm, respetivamente.
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Figura 17. Efecto sucrosa en tamafio de NCs.

En cuanto al Potencial Z, se not6 que la carga de las muestras con sucrosa aumento
en comparacion con la muestra sin sucrosa, pasando de -40 mV en el caso de las
NCs solas a -30 mV para la muestra con 1.64 mg de sucrosa, -32 mV para la
muestra con 4 mg de sucrosa y -28 mV para la de 16 mg de sucrosa, como se

muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Efecto sucrosa en carga de NCs.

Una vez observados los resultados de las diferentes muestras se procedié a
caracterizar aquellas que se sometieron al proceso de liofilizacion, las cuales fueron

rehidratadas antes de sus mediciones.

En la Figura 19 se muestran los tamafos que presentaron la NE y las NCs al ser
rehidratadas. Podemos observar un incremento muy significativo en comparacion a
los tamafios reportados en la Figura 13, sobrepasando los 1400 nm, esto debido a
que las muestras se vieron afectadas por las bajas temperaturas del proceso de

liofilizacién, ocasionando la deformacién y ruptura de las NCs.
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Figura 19. Efecto tamafio en NE y NCs rehidratadas.

En la siguiente figura se reportan los resultados de Potencial Z de la NE y NC
rehidratadas, donde de igual manera que en los resultados de tamafo, se observa
una gran variacion con respecto a los presentados anteriormente a excepcion de la
carga de la NC la cual se mantuvo relativamente igual. La carga de la NE disminuy6

de35mVas5mV.
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Figura 20. Efecto carga en NE y NCs rehidratadas.

Los resultados de tamafio de las muestras con sucrosa rehidratadas no presentan
un cambio altamente significativo como en el caso de la muestra sin sucrosa. En la
Figura 21 se reportan los valores de tamafio de las muestras, donde podemos

comprobar la funcién de la sucrosa como crioprotector sobre las NCs.
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Figura 21. Efecto sucrosa en tamafio de NCs rehidratadas.

En la siguiente figura se muestran los resultados de Potencial Z de las muestras con
sucrosa rehidratadas donde podemos observar que la carga de las NCs se vio
alterada significativamente puesto que ésta tuvo un gran aumentd en todas las
muestras a excepcion de aquella sin sucrosa en comparacién a los reportados

anteriormente.
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Figura 22. Efecto sucrosa en carga de NCs rehidratadas.

Los resultados mostrados en esta seccién nos indican que los valores de tamario
de las NCs no se ven alterados significativamente por la adicion de sucrosa e
inclusive parece no verse modificado tras el proceso de liofilizacién, sin embargo,
no podemos decir lo mismo acerca de los valores de las cargas, ya que estos se
vieron sumamente afectados por dicho proceso. Esto puede deberse a la carga
negativa que presenta la sucrosa, ya que al darnos cuenta del cambio en las cargas
de las NCs se procedié a medir el Potencial Z de la sucrosa, obteniéndose un valor

experimental promedio de -9.05 mV.
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IV.2. Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
En la Figura 23 se muestran los espectros FTIR del Aceite de Oliva, DTAC y

K-carragenina, componentes de las NCs, para evidenciar de esta manera la

presencia de estos en las NCs y comprobar que no hubo interacciones quimicas

entre sus componentes.

— Aceite de Oliva
—— DTAC
——k-Carr
——NC

Transmitancia (%)

T | — | T T T ? 1 T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 23. Espectro FTIR de los componentes de la NCs.

En el espectro del aceite de oliva podemos observar la presencia del grupo metilo
(-CH2) con una vibracion de estiramiento asimétrica y simétricamente en la
frecuencia de 2924 y 2852 cm, respectivamente, debido a su parte alifatica, como
ocurre también en la frecuencia de 1465 cm donde la vibracion es tipo doblamiento
en los enlaces CHz2 y CHz[23]. En el nimero de onda 1743 cm™ nos encontramos
con el grupo funcional éster carbonilo presente en los triglicéridos [23], donde se

encuentran los acidos oleico, palmitico y linoleico. En el 1417 cm! nos encontramos

42



con vibraciones tipo mecedora de los enlaces CH de las olefinas [23]. Asi como en
las frecuencias de 1117 y 1098 cm encontramos vibraciones de estiramiento del

grupo éster C-O [23].

Para el espectro del DTAC observamos el grupo funcional hidroxilo en el nimero de
onda 3320 cm™ presentando una vibracién de estiramiento [24]. Al igual que en el
espectro del aceite de oliva, nos encontramos con una vibracion de estiramiento
asimétrica y simétricamente en la frecuencia de 2924 y 2852 cm debido a los
hidrocarburos presentes en la estructura quimica de este material [23]. En el nimero
de onda de 1490 y 1480 cm™ nos encontramos con un tipo de onda de estiramiento
asimétrica del grupo CHz-N* caracteristico de su estructura [25]. Para la frecuencia
de 950 cm™? encontramos una vibracién de doblamiento del grupo funcional

-CH=CH [24].

En el espectro de la k-carragenina observamos el grupo funcional hidroxilo en el

nimero de onda 3320 cm™ presentando una vibracion de estiramiento, al igual que
en el DTAC [24]. En la frecuencia de 1625 cm™ encontramos una vibracion de
estiramiento del grupo funcional -C=0 con carga positiva (+) [24]. En 1240 cm
tenemos un tipo de vibracién de estiramiento del grupo funcional S=O con carga
positiva (+), caracteristico de la estructura quimica de este material [26]. Podemos
observar el enlace C-O de 3,6-anhidro-D-galactosa en el numero de onda de 930
cm! con carga positiva (+), el cual es muy caracteristico de este tipo de carragenina
[26]. En 845 cm™ encontramos en el enlace C-O-S del sulfato secundario axial en
C-4 de la galactosa con carga positiva (+) [26]. Y en la frecuencia de 820 cm™

encontramos el enlace C-O-S del grupo sulfato primario con carga negativa (-) [26].
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En el espectro de las nanocapsulas podemos observar similitudes entre los picos

de sus componentes, lo que nos indica que existe la presencia de éstos en las NCs.

Comprobandolo en las frecuencias de 3320, 2924, 2852, 1743, 1490, 1465 y

845 cm.

En la Figura 24 se muestran los espectros FTIR de la sucrosay NCs a las que se le

afnadieron sucrosa para compararlas con las NCs solas.
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Figura 24. Espectro FTIR de NCs con sucrosa.

El espectro de la sucrosa nos muestra en el numero de onda 3600, 3300 y

3200 cm el grupo funcional O-H con una vibracion de tipo estiramiento [27]. En la

frecuencia de 1350 y 1250 cm se encuentra el grupo C-O con una vibracién de tipo

estiramiento [28]. En el nimero de onda 1050 cm™ encontramos el grupo -CH=CH:
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con una vibracién de tipo doblez. [24]. En el 750 cm™ encontramos el grupo
esquelético C-O-C y en el nimero de onda 650 cm! observamos el grupo C-H con

una vibracion de tipo mecedora [28].

Comparando los espectros de las NCs solas y la sucrosa contra las NCs con

sucrosa podemos observar que se mantuvieron los componentes iniciales de las

NCs, como lo son el aceite de oliva, DTAC y k-carragenina afiadiéndose de manera

fisica los compuestos de la sucrosa, evidenciandose su funcién como crioprotector.
El resultado de las NCs con 16 mg de sucrosa se Vvio opacada por este crioprotector,
ya que el espectro entre ella y la sucrosa son idénticos, esto quiere decir que hubo
un exceso de sucrosa en la muestra lo cual no permiti6 que se distinguieran los

componentes base de las NCs.
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V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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V.1. Conclusiones

e Se desarrollé un sistema de nanocapsulas a base de aceite de oliva

recubiertas con un biopolimero K-carragenina.

e Se comprobo el efecto estabilizante del biopolimero al reducirse el tamafio
de la NE.

¢ Se evidencio mediante el Potencial Z que la NE fue recubierta con éxito
dando como resultado una carga negativa (-).

e Se demostro que la sucrosa posee propiedades protectoras ante las
condiciones que presenta el proceso de liofilizacion en los tamafios de NCs
reportados en la seccién de resultados, donde éstos no se ven afectados de
manera significativa.

e Se reafirmd mediante los espectros FTIR que los componentes de las NCs
no interaccionaron quimicamente al igual que la sucrosa. Ademas de

evidenciar la presencia de estos en las NCs.

V.lIl. Recomendaciones

» Dar seguimiento a este tipo de investigaciones implementando la adicién de
farmaco al nucleo de las NCs.

» Buscar otro tipo de azlcar con una carga positiva (+) para estudiarla en
este tipo de sistemas donde la NC presenta una carga superficial
negativa (-).
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