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RESUMEN

“Acido félico injertado en carboximetilcelulosa para obtener nanoparticulas como
suplemento alimenticio”

Por:
QFB. Karen Aloha Zavala Castillo, Mayo 2019

Dirigida por: Dra. Nelly Flores Ramirez

Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas

Los biopolimeros de uso alimentario han sido empleados como agentes
encapsulantes en la elaboracién de nanoparticulas, para proteger compuestos
bioactivos, incrementar la vida utii de anaquel, mejorar las caracteristicas
organolépticas del producto, étc; entre los diversos componentes bioactivos
destaca el acido félico (AF) o vitamina B9, el cual es importante consumir en
cantidades adecuadas para evitar enfermedades coronarias, anemia
megaloblastica y malformaciones congénitas. Por lo tanto, algunos productores
adicionan cereales, leche de formula para bebés y alimentos de formulacion
médica, con acido félico para cumplir facilmente con la dosis diaria recomendada
de vitamina B9 en su dieta. Actualmente, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) aprobd la fortificacion de la harina
para masa de maiz con acido folico. Sin embargo, dicha vitamina es termolabil y
susceptible a hidrdlisis, perdiendo su actividad biolégica durante el procesamiento
de alimentos, por ejemplo en la elaboracién de botanas hechas a base de maiz.
Por lo tanto, en el presente trabajo se llevoé a cabo la formacion de un complejo
entre la carboximetilcelulosa (CMC) y acido félico (afadida en diferentes
concentraciones) en solucion, lo cual se corrobord por espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR). La obtencion de nanoparticulas se realizd
mediante dos métodos diferentes: spray drying (secado por aspersion) vy
nanoemulsion inversa. La caracterizacion morfolégica determiné que a través de
spray drying, se generaron cumulos de nanoparticulas esféricas con superficie lisa

mientras que mediante la nanoemulsién inversa, las nanoparticulas quedan
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embebidas en la matriz de CMC. El analisis por rastreo de nanoparticulas (NTA)
demostré la formacion de particulas con tamafo promedio en el orden
nanomeétrico por ambos métodos, de 54 y 61 nm, respectivamente; presentando
un menor tamafo aquéllas con el mayor contenido de acido félico. La eficiencia de
encapsulado determin6 que a través del spray drying se obtuvo un 90% mientras
que por nanoemulsiéon inversa fue de entre 87-90%. Finalmente, se realiz6 el
analisis térmico de las nanoparticulas obtenidas por ambos métodos, mediante
termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido, con lo cual se demostré una
mayor estabilidad del &cido fdlico conferido por su interaccion con la

carboximetilcelulosa, en aquellas nanoparticulas obtenidas por spray drying.

Palabras Claves: biopolimero, spray drying, nanoemulsién, vitamina B9,

estabilidad térmica.
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ABSTRACT

Biopolymers for food use have been used as encapsulating agents in the
manufacture of nanoparticles, to protect bioactive compounds, in order to improve
the shelf life, improve the organoleptic characteristics of the product, etc. Among
the various bioactive components, folic acid (AF) or vitamin B9 stands out, which is
important to consume in adequate amounts to avoid coronary heart disease,
megaloblastic anemia and congenital malformations. Consequently, it has been
added to breakfast cereals, enriched bread, pasta, rice and milk for babies and
foods of medical formulation, in such a way that people could consume it more
easily to achieve the recommended daily dose. Actually, the Food and Drug
Administration of the United States (FDA) has fortification of corn flour with folic
acid. However, the bioactibity of this element decreases becauses of its
thermolabile activity and hydrolysis reactions during food processing. To protect
this bioactivity, can be used nanoparticles based on carboxymethylcellulose
(CMC). Thus, in this work two different methods were used to obtain the FA-CMC
nanoparticles: spray drying and reverse nanoemulsion. Subsequently, the
nanoparticles were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
Scanning Electronic Microscopy (SEM), Nanoparticle Analysis System (NTA),
Thermogravimetry Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC).
The analysis indicated that spherical nanoparticle clusters with a smooth surface
were generated through spray drying while by reverse nanoemulsion, the
nanoparticles were embedded into the CMC matrix. These nanoparticles showed
an average size in the range of 54 and 61 nm. Those nanoparticles with the
highest folic acid content exhibited the smaller size. The efficiency of encapsulation
was determined, it was 90% for the spray drying, while by reverse nanoemulsion
was between 87-90%. Finally, nanoparticles obtained by spray drying showed
higher thermal stability of folic acid as consequence of its interaction with
carboxymethylcellulose.

Key words: biopolymer, spray drying, nanoemulsion, vitamin B9, thermal
stability.
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ABREVIATURAS
Abreviatura Nombre
Abs Absorbancia
AF Acido félico
CcMC Carboximetilcelulosa
CMC-AF Complejo de carboximetilcelulosa-acido folico
cP Centipoise
EDS Detector de dispersion de energia
DMSO Dimetilsulfoxido
DS Grado de sustitucion
DSC Calorimetria diferencial de barrido
FT-IR Espectroscopia infrarroja
HLB Balance Lipofilico-hidrofilico
HMDA Hexametilendiamina
M Peso molecular
MEB Microscopia Electronica de Barrido
MHS Ecuacion Mark-Houwink-Sakurada
MO Microscopia 6ptica
NP Nanoparticulas
o/w Emulsién aceite en agua
PIC Inversion de fase por composicion
PIT Inversion de fase por temperatura
TGA Termogravimetria
UV-Vis Espectroscopia visible- ultravioleta
W/O Emulsién agua en aceite
rpm Revoluciones por minuto
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GLOSARIO DE TERMINOS

Copolimero. Polimero constituido por mas de un tipo de monémero.

Disolvente. Liquido que disuelve otra o mas sustancias para formar una

disolucion.

Emulsién. Mezcla en la cual dos sustancias inmiscibles, como el agua y el aceite
permanecen unidas entre si gracias a una tercera sustancia llamada emulsificante.
El aceite es estabilizado en el agua ocluyéndose en el centro de la micela. De esa

forma, el agua y el aceite permanecen mezclados.

Enlace por puente de hidrégeno. Fuerte interaccion atractiva entre un atomo de
hidrégeno unido a un atomo electronegativo y un atomo electronegativo unido

generalmente a otra molécula.

Movimiento browniano. Movimiento aleatorio e impredecible producido por las

colisiones de las moléculas de un liquido contra las particulas suspendidas en él.

Surfactante. Sustancias cuyas moléculas poseen a la vez un grupo polar y un
grupo apolar. El grupo polar es en general un grupo funcional que contiene
heteroatomos como O, S, N o P; los grupos polares mas comunes son los grupos:

carboxilato, sulfonato, sulfato, amonio y fosfato.

Suspension. Mezcla en que pequefias particulas de un soélido o liquido se

mantienen suspensas en un liquido o un gas.

Transiciéon térmica. Cambio que tiene lugar en un material cuando es calentado o

enfriado, como por ejemplo la fusién, la cristalizacion o la transicion vitrea.

Viscosidad. Propiedad que todo fluido real presenta cuando resiste al movimiento

relativo de cualquiera de sus partes por accion de una fuerza.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El acido folico o vitamina B9 es esencial para el ser humano debido a que
funciona como una coenzima en la biosintesis de nucledtidos (bases puricas y
pirimidicas), también participa en el metabolismo de algunos aminoacidos
(metionina, histidina) e incluso en la sintesis de ciertos neurotransmisores
(serotonina, dopamina). Por lo tanto, la mejor manera de satisfacer las
necesidades diarias de esta vitamina es a través de la dieta (Bekaert et al., 2002).
Por otro lado, existen condiciones fisiolégicas donde se requiere un mayor aporte
de acido fdlico (AF) como en el caso del embarazo y lactancia porque la vitamina
B9 previene la aparicion de malformaciones congénitas; asi como también juega
un papel importante en la prevencion de enfermedades de los vasos sanguineos,
enfermedades coronarias y en el mantenimiento normal de la funciéon neurolégica
(Taylor et al., 2005). Dada su gran importancia para el ser humano, muchos de los
alimentos que hoy se consumen llevan acido fdlico adicionado debido a que
durante su manipulacion puede provocarse la pérdida de mas de la mitad del
contenido natural de esta vitamina, es decir, el acido folico puede destruirse
durante las cocciones prolongadas en abundante agua, con el recalentamiento de
la comida o durante el almacenamiento a temperatura ambiente. Por lo tanto, la
vitamina B9 tiene limitaciones en su estabilidad frente a factores como elevadas
temperaturas, pH y exposicion a luz ultravioleta (Seneida et al., 2009). Por esta
razon, se han desarrollado estrategias que mejoren su estabilidad sin afectar su
actividad bioldgica; siendo una de ellas, el uso de nanoparticulas que actuan como
un reservorio de acido folico. Por lo que el interés del presente trabajo de tesis es
incorporar acido félico a carboximetilcelulosa a través de una reaccion de injerto
para obtener nanoparticulas, las cuales podrian emplearse como suplemento

alimenticio.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Incorporar acido folico a carboximetilcelulosa a través de una reaccion de

injerto y obtener nanoparticulas para promover su uso como suplemento

alimenticio.

1.2.2 Objetivos particulares

1.2.3 Sintetizar nanoparticulas a base del complejo formado entre la

carboximetilcelulosa y acido fdlico.

1.2.4 Identificar la interaccién molecular y el grado de injerto del acido félico en la

carboximetilcelulosa.

1.2.5 Conocer la morfologia y tamano de las nanoparticulas formadas de

carboximetilcelulosa con acido félico.

1.2.6 Determinar el nivel de absorcién del acido félico en las nanoparticulas

obtenidas.

1.2.7 Conocer la estabilidad térmica del acido félico en las nanoparticulas

formadas.
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1.3 JUSTIFICACION

En México se ha empleado como estrategia nutricional, la elaboracion de
harinas de maiz adicionadas con acido folico para prevenir la aparicion de
enfermedades en la poblacion principalmente como riesgos cardiovasculares,
anemia megaloblastica y defectos en el tubo neural durante la gestaciéon (Rosado
et al., 1999). De igual forma, mediante ésta estrategia se facilita que las
embarazadas incrementen su consumo de acido félico durante la gestacion. No
obstante, la mayoria de los embarazos no son planeados; por lo que el consumo
de acido fdlico se inicia de forma tardia incrementando la posibilidad de
malformaciones congénitas, productos prematuros e incluso bajo peso al nacer.
Ademas los habitantes de zonas rurales clasificadas como de marginacion social,
particularmente las mujeres, tienen dificultades para acudir a algun centro de salud
que les pueda proporcionar comprimidos que contienen acido félico aunado al
hecho de que cuentan con habitos alimenticios inadecuados; por lo que no
cumplen con la dosis diaria recomendada de vitamina B9. Asimismo, durante el
procesamiento de alimentos que contienen acido félico de forma natural, se pierde
mas de la mitad del contenido de ésta vitamina ya que es degradado por efecto de
la temperatura y disolucién en agua. Por consiguiente, ha surgido la necesidad de
emplear alguna técnica a través del cual se asegure la estabilidad del acido folico
mediante el uso de un material inocuo como la carboximetilcelulosa para la
elaboracidon de nanoparticulas que podrian incorporarse a productos alimenticios

de alto consumo en nuestro pais.
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1.4 HIPOTESIS

La incorporacion de acido fdlico a un biopolimero como Ia
carboximetilcelulosa permite la obtencion de particulas muy finas, las cuales
mejoran la estabilidad térmica de la vitamina B9 para su posible uso como

suplemento alimenticio.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

El acido folico ha sido encapsulado empleando diferentes matrices
poliméricas para protegerlo tanto de factores que provocan su degradacion
durante el procesamiento de alimentos como de las condiciones ambientales.
Veloso y Della-Rocca en el 2015 llevaron a cabo la microencapsulacién de acido
folico utilizando dos métodos, el primero fue a través de spray drying (secado por
aspersion) y el segundo fue mediante gelificacion iénica. Ademas, emplearon dos
polimeros de recubrimiento en cada caso: goma arabiga y alginato de calcio,
respectivamente. Como resultado, lograron obtener microparticulas de acido félico
con goma arabiga con un tamano de 1-2 ym mediante spray drying; mientras que
a través de la gelificacion id6nica con alginato de calcio, se obtuvieron
microparticulas con un tamafo de 800-900 um. Con lo cual, concluyeron que las
microcapsulas de mayor tamafio serian mas adecuadas para adicionar acido félico
de forma homogénea a la harina de arroz dirigida a la poblacién celiaca.

A principios del 2016, Alupei et al. obtuvieron nanoparticulas de quitosano
cargadas con acido félico mediante emulsién inversa usando glutaraldehido como
agente entrecruzante y ademas incorporaron un medicamento empleado en la
quimioterapia (5-fluorouracil). En el mismo ano, también Zhengyu et al. lograron
injertar acido folico en carboximetil-quitosano para obtener nanoparticulas por
autoensamblaje y ser empleado como un sistema de transporte para el
metotrexate, uno de los farmacos empleados en el tratamiento de la leucemia
mieloide con la finalidad de minimizar el efecto toxico del medicamento tras su

administracion.

A finales del 2016, Movagharnezhad y Moghadam sintetizaron un
copolimero de carboximetilcelulosa/hexametilendiamina-acido félico (CMC/HMDA-
AF) a través de una reaccion de injerto debido a que previamente, obtuvieron un
compuesto de carboximetilcelulosa con hexametilendiamina para posteriormente

unir el acido félico de manera covalente y obtener el conjugado final (CMC/HMDA-
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AF) el cual podria ser empleado como vehiculo para transportar medicamentos

anticancerigenos como la doxorrubicina.

2.2 Nanotecnologia en la industria alimenticia

Actualmente, el uso de la nanotecnologia se ha extendido a la industria
farmacéutica, cosmética, textil y alimentaria. Entre sus aplicaciones en la industria
alimentaria destacan las areas de envasado, de calidad y seguridad alimentaria
(biosensores); asi como la mejora de procesos (gelatinizacion, espumas y
emulsiones) y desarrollo de nuevos productos donde a través de la
nanoencapsulacion se evita la pérdida de compuestos sensibles con propiedades
volatiles (que aportan sabor u olor), también permite reducir la reactividad e
incompatibilidad de ciertos compuestos con el medio, étc. Asi como disminuir la
pérdida del valor nutricional del producto y controlar la liberacion del componente

bioactivo (Dasgupta et al., 2015).

2.3 Nanoencapsulacion

La nanoencapsulacion es un método efectivo para proteger a diversos
compuestos bioactivos de la degradacidon ambiental donde los sistemas de
liberacion controlada varian en tamano que van desde varios nandmetros hasta
cientos de micras (Dan, 2016). Se ha propuesto el uso de la nanoencapsulaciéon
como una soluciéon a la inestabilidad quimica de compuestos hidrofilicos que
pueden inactivarse o degradarse facilmente en sistemas acuosos, sensibles a
oxidantes, luz y temperatura mediante su incorporacion a sistemas de liberacion
controlada para aumentar su estabilidad e incluso mejorar las propiedades

organolépticas del producto (Soto y Lopez, 2011).

Por otro lado, el tamano de las nanoparticulas hace que sus propiedades
fisico-quimicas sean diferentes a las de aquéllas particulas de mayor tamano,
obteniéndose una mejora en la estabilidad frente a los fendmenos de agregacion,
velocidad de difusién, mayor solubilidad, mayor velocidad de penetracion ante las

barreras bioldgicas, étc. El agente bioactivo puede ser liberado de las particulas
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de diferentes maneras dependiendo de la estructura de las mismas mediante

difusion o por fragmentacion fisica o quimica (Dan, 2016).

Asimismo, las nanoparticulas se clasifican en organicas e inorganicas, en
funcion de sus caracteristicas quimicas, su capacidad para transportar diferentes
ingredientes y su reaccion frente a diferentes condiciones del medio ambiente.
Muchas de las nanoparticulas inorganicas son modificaciones de aditivos
alimentarios, por ejemplo el diéxido de titanio (colorante alimentario que puede
utilizarse como barrera de proteccidn en el envasado de alimentos) o las
nanoparticulas de plata, utilizadas como agentes antimicrobianos en los paneles
de los frigorificos, en los recipientes de almacenamiento, lineas de envasado y
otras superficies destinadas a entrar en contacto con los alimentos. Por otra parte,
las nanoparticulas organicas se emplean principalmente para mejorar el valor
nutritivo de los alimentos, utilizandose como vehiculo para la liberacion de
vitaminas y otros nutrientes (Cacho et al., 2009). Aunque la formulaciéon de dichas
nanoparticulas implica ciertos desafios puesto que se debe tener una distribucion
de tamafo homogéneo, wuna morfologia adecuada, presentar una
biocompatibilidad entre el polimero y el compuesto bioactivo de interés; ademas

de las propiedades fisicoquimicas del agente bioactivo (Li et al., 2010).

En funcién de su morfologia y del proceso de formacién empleado, las
nanoparticulas se clasifican en nanoesferas y nanocapsulas aunque, en general,
se definen como particulas coloidales sdlidas. Con respecto a las nanoesferas,
éstas se definen como particulas donde toda la masa sdlida y las moléculas
pueden ser adsorbidas en la superficie, en general, son esféricas pero el término
“‘nanoesfera” no hace referencia necesariamente a una morfologia totalmente
redonda. En contraste, las nanocapsulas son sistemas vesiculares, actuan como
un depdsito en el que las sustancias atrapadas se limitan a una cavidad que
consta de un nucleo liquido (agua o aceite) rodeado por una cubierta polimérica

con lo cual presentan una forma esférica homogénea (Rao y Geckeler, 2011).
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2.4 Métodos de nanoencapsulacion

Las técnicas empleadas para la nanoencapsulacion de componentes
bioactivos dependen principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas tanto del
material de recubrimiento como del compuesto a encapsular debido a que debe
existir una biocompatibilidad entre ambos materiales. Por consiguiente, los
procesos de encapsulacion se pueden dividir en dos grupos: quimicos y
mecanicos. Con respecto a los procesos quimicos se incluye la coacervacion,
emulsién inversa, polimerizacion interfacial, gelificacidon idénica y atrapamiento en
liposomas; dentro de los procesos mecanicos se encuentra el spray drying
(secado por aspersion), spray cooling/chilling (atomizacién en frio), liofilizacién y

extrusion (Nesterenko et al., 2013.)

Aunque se han desarrollado muchas técnicas para nanoencapsular
ingredientes alimenticios, el spray drying es la tecnologia mas comunmente usada
debido a su bajo costo comparado con la liofilizaciéon y facilidad de manejo del

equipo (Gharsallaoui et al., 2007).

2.4.1 Spray drying (secado por aspersion)

El spray drying generalmente se usa en la industria de alimentos para
asegurar la estabilidad de productos, evitar el riesgo de degradaciones quimicas y
biolégicas, reducir los costos de transporte, almacenamiento y para obtener un
producto con propiedades especificas como solubilidad instantanea (Medina et al.,
2013; Ahmed et al., 2010). La conveniencia del uso de esta técnica radica en los
tiempos cortos de produccion, la factibilidad econdmica y el uso de bajas
temperaturas, lo cual es un parametro crucial para aquellos productos sensibles al
calor debido a que promueve una alta retencidn de sabor, color y nutrientes
(Ferrari et al., 2012).

Durante el spray drying se pueden distinguir las siguientes etapas de
acuerdo a lo reportado por Gharsallaoui et al., 2007 y como se muestra en la
Figura 1:
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e Atomizacion: el objetivo de esta etapa es crear la maxima superficie de
transferencia de calor entre el aire seco y el liquido para optimizar la
transferencia de masa y calor. El tipo de atomizador empleado (boquilla de
presién, sonico étc.) depende de la naturaleza y viscosidad de la
alimentaciéon y de las caracteristicas deseadas en el producto seco. No
obstante, el tamafio de las particulas aumenta cuando la viscosidad y la
tensién superficial del liquido inicial son grandes.

e Contacto de gota-aire caliente: este contacto toma lugar durante la
atomizacion y se inicia la etapa de secado. De acuerdo al sitio o lugar
donde se encuentra localizado el atomizador, comparado con el aspersor
de aire caliente, puede ser en sentido de la corriente (paralela) o en
contracorriente. En el primer caso, el liquido es asperjado en la misma
direccion de flujo de aire caliente cuya temperatura de entrada es de entre
150-220°C y la evaporacion ocurre instantdneamente. El polvo seco
obtenido se expone a una temperatura de salida moderada de entre 50-
80°C para evitar la degradaciéon térmica de algunos compuestos. En
contraste, en el proceso a contra-corriente, el liquido es asperjado en
direccion contraria al flujo de aire caliente y el producto seco es expuesto a
altas temperaturas, lo cual limita su aplicacion a productos termosensibles.

e Evaporaciéon del agua: en el momento en que ocurre el contacto de las
gotas de liquido con el aire caliente, se establece el balance de temperatura
y presion parcial de vapor entre la fase liquida y gaseosa. Por lo tanto la
transferencia de calor se lleva a cabo del aire hacia el producto como
resultado de la diferencia de temperatura; mientras que la transferencia de
agua se lleva a cabo en sentido opuesto debido a la diferencia de la presién
de vapor. Justo después del contacto del liquido con el aire caliente, la
transferencia de calor causa el incremento de temperatura de las gotas
hasta un valor constante produciendo una velocidad de difusion de agua,
desde el nucleo de la gota hasta su superficie, igual a la velocidad de

evaporacion para finalmente formar una corteza seca.
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e Separacion del producto seco y aire humedo: ésta separacion se hace a
través de un ciclén colocado fuera de la camara de secado, lo cual reduce
las pérdidas del producto a la atmdsfera debido a que las particulas de
mayor densidad son recuperadas en la base de la camara de secado,
mientras que las finas pasan a través de un ciclén para ser separadas del
aire humedo. Los polvos obtenidos estan hechos de particulas que se

originan a partir de gotas esféricas tras contraerse.

Figura 1. Equipo NanoSpray dryer.

2.4.2 Nanoemulsioén inversa

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 o emulsionante. La fase que se encuentra en forma de gotas
se denomina fase dispersa o interna mientras que la otra fase recibe el nombre de
continua o externa. En la mayoria de los alimentos, el diametro de las gotas en las
emulsiones es de 0.1 a 100 um. Existen dos tipos de emulsiones de acuerdo a la

naturaleza de la fase dispersa; se denomina emulsion aceite en agua (O/W, por
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sus siglas en inglés) cuando exhiben gotas de aceite dispersas en una fase
acuosa, mientras que una emulsion inversa es aquella donde ocurre lo contrario,
es decir las gotas de agua se dispersan en una fase oleosa (W/O, por sus siglas
en inglés) (McClements, 2010).

En la industria alimentaria las nanoemulsiones se han empleado como un
sistema de transporte y de liberacion de una amplia variedad de componentes
bioactivos debido a su minimo impacto en las caracteristicas sensoriales de los
alimentos. Entre las ventajas que ofrece el uso de nanoemulsiones sobre las
emulsiones convencionales, se encuentran una mayor estabilidad de las gotas
ante la agregacion, mayor solubilidad y un aumento en la biodisponibilidad de los
componentes bioactivos dispersos. Las nanoemulsiones son de apariencia
translucida y de alta estabilidad cinética, sin requerir concentraciones de elevadas
de surfactante para su formacion debido a que son termodinamicamente
inestables, no se forman de manera espontanea y sus caracteristicas dependeran
del método de preparacion utilizado (Nedovic et al., 2011). Por lo tanto, para su
formacion requieren de un suministro de energia, ya sea por medios mecanicos
como homogenizadores de alta presion, agitacion a altas velocidades o aplicacion
de ultrasonido; o bien, provista por el potencial quimico de los componentes y/o
los cambios de fase experimentados durante la preparacion de las mismas (Zheng
et al., 2015). Entre los métodos fisicoquimicos utilizados para la formacion de una
nanoemulsion inversa se encuentra el método PIT (Phase Inversion Temperature)
que por sus sigla en inglés se refiere a la inversion de fase al variar la
temperatura, produciendo una emulsion W/O a partir de una emulsion O/W o
viceversa y el método PIC (Phase Inversion Composition) que se refiere a la
inversion de fase al cambiar la composicion de la emulsion pasando de una
emulsion W/O a una O/W por adicion de agua en sistemas constituidos por
agua/surfactante/aceite a temperatura constante y sin necesidad de aplicar fuerte

agitacion (Solans et al., 2004).
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2.4.2.1 Surfactante

Un surfactante es una sustancia anfifilica, es decir, posee una doble
afinidad ya que tiene una parte polar o hidrofilica (una cabeza con afinidad a
sustancias polares como el agua) y otra parte no polar o lipofilica (una cola con
afinidad a sustancias no polares como lipidos). Por lo cual, los surfactantes
tienden a migrar a la interfase de dos sustancias inmiscibles dada su doble
polaridad orientando la parte polar hacia |la fase acuosa y la parte apolar hacia la
fase oleosa formando micelas directas o inversas, éstas ultimas tienen al centro
las cabezas polares y se presentan en emulsiones del tipo W/O (agua en aceite,
por sus siglas en inglés) (Kumar et al., 2014). Con el fin de medir la naturaleza
anfétera de los agentes tensoactivos, Griffin ideé una escala empirica denominada
balance hidrofilico-lipofilico conocido como HLB, siendo un sistema numérico que

entre mayor sea dicho valor, mayor sera su caracter hidrofilico (Fernandez, 2004).
2.4.2.2 Span 80

El Span 80 es un surfactante no idnico formado por la esterificacion del
sorbitan con acido oleico, en otras palabras es un derivado del sorbitol
(monooleato de sorbitan) por lo que es insoluble en agua debido a que tiene una
cadena lipofilica conformada por 18 carbonos, lo cual lo hace soluble en solventes
organicos. Se emplea tanto en la industria farmacéutica como alimentaria ya que
presenta baja toxicidad y ademas se emplea para formar emulsiones inversas ya
que cuenta con un HLB de 4,3 (Sateesh et al., 2012).

2.5 Acido félico como componente bioactivo

La estructura del acido félico (AF), como se muestra en la Figura 2, esta
formada por la unidon de un doble anillo pterinico con una molécula de acido p-
aminobenzoico mediante un puente metilénico y éste compuesto a su vez, se une
a una molécula de acido glutamico mediante una unidn peptidica (funcién amida)
por lo cual pertenece a un grupo de compuestos denominados folatos (del latin

folium, que significa hoja) (Suarez, 2003).
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Figura 2. Estructura quimica del acido félico.

Los seres humanos no pueden sintetizar folatos, por lo cual es necesario
incorporarlos a través de la dieta a partir de fuentes vegetales. Sin embargo,
durante su coccion se puede destruir entre el 50 al 80%, por lo tanto se emplea su
forma sintética y monoglutamica, es decir, el acido folico debido a que es mas
estable y biodisponible; asi como también es comunmente usado como
suplemento y fortificante de alimentos (McKillop et al., 2002).

La deficiencia de acido félico en la dieta esta relacionada con defectos del
tubo neural, enfermedades coronarias y anemia megaloblastica. Con respecto a
las embarazadas la administracién de acido félico previene defectos en el tubo
neural (espina bifida o anencefalia) y otros defectos congénitos, especialmente en
mujeres con antecedentes de hijo o feto con dichas deficiencias en el tubo neural,
durante cuatro semanas antes de la concepcion y los tres primeros meses de
gestacion (Brito et al., 2012). La dosis recomendada de acuerdo a la OMS es de
0,4 mg (400 pg) de acido fdlico, durante 1 mes antes y 3 meses después de la
fecundacion (en mujeres sin antecedentes de defectos del tubo neural) y de 4
mg/dia si ha habido alguna incidencia al respecto en embarazos anteriores (OMS,
2014).

2.5.1 Estabilidad del acido félico
El enriquecimiento de alimentos con acido folico (AF), fundamentalmente

productos lacteos y cereales, resulta ser un proceso complicado debido a que
dicha vitamina es sensible a la temperatura, luz y cambios de pH, entre otros
factores. Ninguno de sus compuestos de degradacion tiene actividad bioldgica; por

lo tanto, durante la formulacion de productos farmacéuticos, nutracéuticos o
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alimentos enriquecidos con AF se hace necesaria la proteccion de la vitamina
frente a factores ambientales como la luz y factores de formulacién como medios
acidos y basicos.

La fotdlisis del AF es promovida fundamentalmente por la luz absorbida por
el grupo pteridina y que compromete al maximo de absorcién a 350 nm, donde se
produce la ruptura del enlace amidico (C9 y N10), dando lugar al 2-amino-4-
hidroxi-6-formil-pterina (6-FPT) y p-aminobenzoil-L-acido glutamico (PABG)
(Lopera et al., 2009); en la reaccién de fotdlisis se da lugar a reacciones
secundarias donde el 6-FPT es oxidado al correspondiente 6-acido carboxilico (6-
CBPT) y éste posteriormente sufre descarboxilacion formando 2- amino-4-hidroxi-
pteridina (Hua et al., 2007).

Vora et al. 2002, determinaron que el acido félico presenta deterioro en su
estructura, resultado del estrés térmico, durante el procesamiento de los
alimentos. Por lo cual, estudiaron la estabilidad térmica del acido fdlico cristalino
en estado sodlido mediante termogravimetria, donde se calenté a 800 °C e
informaron que a alrededor de 139.38 ° C, se pierde el resto de acido glutamico,
después de los 200 °C la degradacion fue significativa ya que el acido fdlico
cristalino se volvié amorfo; seguido de la degradacion del anillo de pterina y el
acido p-aminobenzoico (PABA) que se traslapan en un rango de 265.98 °C a
404.26 °C. Un patrén similar de degradacion también fue informado por Jankovi en
el 2009 quien estudié especificamente la degradacién de Folnak, un producto

farmacolégico comercial de acido fdlico.

En el 2013 Liang et al. estudiaron la estabilidad del acido félico (10 mg/L)
en varias condiciones de pH (1.95, 2.51, 3.51, 4.68, 5.36, 6.40, 8.05, 9.01 y 10.40)
a temperatura ambiente para diferentes tiempos (2.5, 5, 7.5, 24, 48 y 72 h). Dicho
estudio demostro que el acido félico es estable en condiciones alcalinas (pH rango
8.05-10.40) con solo 6.9% de degradacion después de 72 h. En condiciones
acidas, la degradacion no es homogénea; los investigadores encontraron una
degradacion por debajo del 45% a valores de pH de 1.95, 2.51, 5.36 y 6.40, pero
la degradacion fue del 5 al 15% a pH 3.51 y 4.68.
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2.6 Carboximetilcelulosa sédica
2.6.1 Generalidades

La carboximetilcelulosa sédica (Na-CMC) se produce por modificacion
quimica de la celulosa. En el proceso de sintesis, se buscan introducir en las
unidades repetitivas de la celulosa, grupos quimicos de “carboximetil de sodio”
(CH,COONa) como se muestra en la Figura 3, los cuales le daran al producto
obtenido cierto grado de solubilidad en agua, propiedad que no tiene la celulosa.

Un aspecto muy importante, que define las propiedades funcionales de la
Na-CMC, es el denominado grado de sustitucion o DS. La magnitud del DS es
funcién del numero promedio de grupos hidroxilo sustituidos por grupos de
CH2COONa en una unidad de anhidroglucosa. Cada unidad de anhidroglucosa en
la celulosa tiene tres grupos hidroxilos disponibles para un DS maximo de tres. Por
ejemplo, en una Na-CMC, con un DS de 1.5, significa que en promedio 50% de los
grupos hidroxilos son eterificados con el CH,COONa y 50% promedio restante de

cada unidad anhidroglucosa queda libre (Reyes et al., 2011).

Figura 3. Estructura quimica de un segmento representativo de la cadena de

carboximetilcelulosa.

2.6.2 Usos de la carboximetilcelulosa en la industria alimentaria

La carboximetilcelulosa es un polisacarido de caracter anidnico obtenido
por la hidrélisis acida y posterior alcalinizaciéon de la celulosa, se considera una
goma semisintética (Badui, 2006) y se utiliza ampliamente en la industria de

alimentos como espesante, estabilizante de emulsiones, ligante de agua,
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mejorador de viscosidad y textura en diversos productos. La CMC se disuelve
rapidamente en agua tanto fria como caliente y tiene ciertas ventajas como no
aportar calorias en formulaciones de alimentos, lo convierte en un ingrediente
adecuado para desarrollar alimentos dietéticos (Bayarri, Gonzalez y Costell,
2009).

Otra ventaja del uso de la CM es que su dosis maxima de adicién a
alimentos es de acuerdo a las Buenas Practicas de Fabricacion, es decir que la
cantidad de aditivo que se afiada al alimento se limitara a la dosis minima
necesaria para obtener el efecto deseado y el aditivo sera de una calidad
alimentaria apropiada y se preparara y manipulara de la misma forma que un
ingrediente alimentario (FAO/OMS, 2015).

2.7 Métodos de caracterizacion
A continuacién se describen las técnicas usadas para caracterizar las
nanoparticulas del complejo de carboximetilcelulosa con acido fdlico tanto

estructural como morfolégicamente.

2.7.1 Prueba cualitativa de solubilidad

La solubilidad de una sustancia organica en diversos disolventes es un
fundamento del método de analisis cualitativo organico desarrollado por Kamm,
este método se basa en que una sustancia es mas soluble en un disolvente
cuando sus estructuras estan intimamente relacionadas. Cuando un compuesto
(soluto) se diluye en un disolvente, sus moléculas se separan y quedan rodeadas
por las moléculas del disolvente (solvatacion). También se considera que hay
disoluciéon cuando 0.05 g de la sustancia sdélida o 0.1 ml de la sustancia liquida
forman una fase homogénea a temperatura ambiente con 3 ml de disolvente
(Burriel et al., 2008).

2.7.2 Viscosimetria de polimeros en solucion
Los polimeros son macromoléculas formadas por la repeticién de entidades
estructurales denominadas mondémeros, los cuales forman cadenas de diferente

longitud. En virtud de lo anterior, para los polimeros solo es posible determinar un
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peso molecular promedio, es decir, un peso estadistico relativo a todas las
moléculas presentes en la muestra. Por lo tanto, una manera de llevar a cabo la
dicha medicion es a través de la viscosimetria del polimero en solucion (Gartner y
Lépez, 2010).

El instrumento mas sencillo para medir la viscosidad de un polimero es el
viscosimetro de Ostwald debido a que permite un calculo rapido (aunque no de
maxima precision) de la viscosidad relativa de un liquido midiendo el tiempo que
un mismo volumen de dos liquidos distintos (polimero y solvente) tarda en pasar
de la marca A a la marca B, como se muestra en la Figura 3. Dicha mediacién se
realiza llenando el bulbo mayor con el solvente usado para disolver el polimero de
interés y se aspira por el capilar hasta sobrepasar el bulbo menor en la parte
superior del viscosimetro, procurando no introducir burbujas de aire. Después, se
deja caer el solvente y cuando llega a la marca A, se cuenta el tiempo que tarda
en pasar hasta la marca B (Figura 4). El procedimiento se repite de 3 a 5 veces y
se calcula el valor promedio de los tiempos obtenidos en cada medicion. De igual
manera se repite el procedimiento anteriormente descrito con la soluciéon que
contiene el polimero de interés y cuya viscosidad se desea conocer, obteniéndose

el tiempo promedio tras las mediciones (Mondal et al., 2016).

Figura 4. Esquema de un viscosimetro de Ostwald.
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Una vez determinado los tiempos promedio tanto para el solvente como
para el polimero, se calcula la viscosidad relativa donde n es la viscosidad de la
solucion de polimero y no es la viscosidad del disolvente puro; ademas t es el
tiempo que tarda el polimero en pasar a través del viscosimetro. Después se
puede determinar la viscosidad especifica, la cual es necesaria para conocer la
viscosidad reducida, dado que dicha medicién se relaciona con la habilidad de un
polimero para aumentar la viscosidad de un disolvente. Finalmente, la viscosidad
intrinseca se obtiene de manera experimental emplean los términos de la tabla 1

de acuerdo a Barai et al., 1997:

Tabla 1. Férmulas para calcular las diferentes viscosidades de un polimero en

solucién

Viscosidades Ecuacion Definicion
Viscosidad rel = n_zt Relacion entre las viscosidades de
relativa Mo Lo la disolucion y el solvente puro.
Viscosidad n-Mo 1 Es la variacion relativa de la
especifica espT T, T viscosidad de la disolucion.
Viscosidad esp Es la variacion relativa de la
ek red™ [c] viscosidad por unidad de

concentracion de polimero.
Yisc’:osidad []=|im esp/C Es el valor de la viscosidad
intrinseca >

extrapolada a una dilucion infinita,
donde la concentracion tiende a

cero.

El peso molecular viscosimétrico se puede calcular utilizando la ecuacién de
Mark-Houwink-Sakurada (MHS) ecuacién 1, donde M es el peso molecular
viscosimeétrico promedio y K junto con a son constantes para un sistema dado

polimero/ disolvente/temperatura (Barai et al., 1997).
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Ec 1. ‘ [n]= KM® “

Se puede calcular el peso molecular si se conocen los valores de Ky «

para un conjunto de condiciones particulares empleando la ecuacion 2:

Ec. 2

Se grafica la viscosidad relativa vs concentracién y la recta se extrapola
hacia la concentraciéon igual a cero para hallar [ ] o viscosidad intrinseca; la
ordenada en el origen de la recta resultante es [ ] y se sustituye en la ecuacién 2.
Para la carboximetilcelulosa, se reportan el valor de “K” y “a” como 37 x 10°dl/g y
0.61 a 35 °C respectivamente, utilizando como disolvente agua destilada (Barai et

al., 1997).

2.7.3 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de adsorciéon infrarroja (IR) recibe su nombre de la
region del espectro electromagnético implicada y puede usarse para identificar un
compuesto e investigar la composiciéon de una muestra. La region infrarroja del
espectro electromagnético se encuentra entre 12,800- 10 cm™. Tanto desde el
punto de vista de las aplicaciones como de los instrumentos se puede dividir en
tres zonas: IR cercano (NIR) que abarca de 12,800 — 4,000 cm'1, IR medio: 4,000-
400 cm™, siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las aplicaciones
analiticas tradicionales y el IR lejano que va de los 400 — 10 cm™". Para que ocurra
la absorcion en el infrarrojo, las vibraciones moleculares deben producir un cambio
en el momento dipolar del enlace, es decir, mientras mas polar sea el enlace sera
mayor la intensidad de su absorcién y viceversa. Cada enlace diferente que cubra
estas caracteristicas dara lugar a una o varias sefiales en el infrarrojo y la posicion
de la absorcion depende del tipo de atomos que forman el enlace, de la fuerza de
éste y del cambio ocurrido (estiramiento o deformacién) (Skoog y Leary, 1995).
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La espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier utiliza un
interferometro para medir un espectro, como se muestra en la Figura 5, donde la
luz infrarroja va desde la fuente incandescente hasta un separador de luz
luminoso, parte de la luz atraviesa el separador y parte es reflejada. La luz
reflejada incide sobre un espejo estacionario, mientras que la transmitida incide
sobre un espejo que se mueve a velocidad constante. Un algoritmo computacional
estandar llamado transformada de Fourier, convierte el dominio de tiempo en el
espectro de dominio de frecuencia, el cual permite ver la intensidad de la
absorcién como una funcién de la frecuencia o de longitud de onda (Rouessac y
Rouessac, 2004).

Figura 5. Esquema de un espectrometro IR con transformada de Fourier.

2.7.4 Microscopia 6ptica (MO)

El microscopio optico es un instrumento que permite observar objetos no
perceptibles a simple vista. Esto se logra mediante un sistema optico compuesto
por lentes, que forman y amplifican la imagen del objeto en observaciéon. El
microscopio compuesto consta de tres partes: la parte mecanica, la Optica y el
sistema de iluminacion. La parte mecanica tiene la finalidad de sostener la

preparacion a examinar y soportar todo el sistema éptico del microscopio. Mientras
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que la parte Optica esta formada por dos sistemas de lentes convergentes
centradas sobre un eje Optico, denominados objetivos (lentes proximos a la
muestra) lo cuales tienen un aumento que varia entre 4x a 45x y oculares (se
encuentran en la parte superior del microscopio). Por ultimo, el sistema de
iluminacién facilita y mejora la observacion microscopica de la muestra (Sperling,
2006).

2.7.5 Microscopia electronica de barrido (MEB) con detector de energia
dispersiva (EDS)

Esta técnica constituye una de las mas empleadas para el analisis de
superficies, gracias a que proporciona una imagen visual tridimensional. Las
imagenes de un microscopio electronico se obtienen mediante la deteccion,
procesamiento y visualizacion de las senales resultantes de las interacciones entre
un haz de electrones de alta energia con la materia. Dicho microscopio constan de
un cafon electrénico en una columna de alto vacio, del orden de 10-5 mm de Hg,
en la cual se genera un haz de electrones de alta energia (5 - 30 kV). Cuenta con
detectores que registran las sefales originadas por la interaccion entre el haz de
electrones y la muestra, que son procesadas y la imagen se obtiene a partir de las
sefales emitidas por la muestra y se va formando a medida que el haz de
electrones se desplaza sobre una porcién de su superficie, es decir, el barrido se
realiza linea por linea sobre una pequefia zona de forma rectangular. Esta zona es
visualizada en el sistema final de observacion (computadora). A diferencia de una
imagen Optica, el microscopio electronico de barrido no forma una imagen real del
objeto sino que construye una imagen virtual a partir de alguna de las sefiales
emitidas por la muestra (Sperling, 2006).

El microscopio electrénico de barrido en ocasiones se encuentra equipado
con diversos detectores, entre los que se menciona al detector de energia
dispersiva (EDS), el cual permite colectar los rayos X caracteristicos emitidos por
la muestra y son detectados por un sistema que produce pulsos de altura
proporcional a la energia de cada foton incidente. Estos pulsos electronicos son
luego procesados por un analizador multicanal y finalmente visualizados en un

espectro que grafica la cantidad de pulsos en funcidon de la energia caracteristica

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS -21-



UMSNH

de cada pulso. De esta manera, con el sistema dispersivo en energia, se pueden
identificar rapidamente los elementos presentes en una muestra si su
concentracion es superior al 1 %. El sistema EDS tiene una mejor eficiencia de
coleccion de fotones X, permite la coleccion simultanea de todos los elementos
presentes y es muy facil de adaptar a un microscopio electronico de barrido
(Goldstein et al., 2007).

2.7.6 Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

El anadlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) emplea tanto las
propiedades de dispersion de luz como de movimiento browniano para obtener el
tamarfo promedio y la distribucién de los tamafios que presentan las particulas en
muestras que se encuentran en suspensiéon. En la Figura 6 se muestra como un
rayo laser pasa a través de la cdmara donde se coloca la muestra y las particulas
en suspension dispersan la luz de tal manera que pueden observarse a través de
un microscopio de 20 aumentos a una distancia de trabajo lejana, en el que esta
montada una camara de video. La camara captura un archivo de video de las
particulas en estado de movimiento browniano. El software de analisis de rastreo
de nanoparticulas (NTA) realiza un seguimiento de muchas particulas
individualmente y utiliza la ecuacion Stokes-Einstein para calcular sus diametros
hidrodinamicos. Para lo cual se emplean equipos NanoSight que proporcionan
mediciones de alta resolucion del tamafo, la concentracion y agregacion de las

particulas.

Figura 6. Instrumento de Nanosight.
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2.7.7 Eficiencia de encapsulado por espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacién
electromagnética, en el rango de longitudes de onda del ultravioleta (380-200nm) y
visible (780-380nm), que puede absorber o transmitir un analito en funcién de la
cantidad presente del mismo en una muestra. La absorcidon de esta radiacién se
debe a la transicion de los electrones mas externos de los atomos de las
moléculas, desde niveles fundamentales a niveles mas altos de energia. La
proporcionalidad entre la intensidad de luz absorbida o transmitida y la
concentracion del analito viene definida por la ley de Lambert-Beer. La medicion
de la absorbancia se lleva a cabo con la ayuda de un espectrofotdmetro, que en
esencia consta de un monocromador (prisma o red de difraccion) que controla la
longitud de onda de la radiacion que se hace incidir sobre la muestra, de un
sistema oOptico que recibe la luz transmitida por la muestra, la focaliza y selecciona
por longitudes de onda y un detector que recibe la sefal de la intensidad de la luz
transmitida a cada longitud de onda y la transforma en sefal eléctrica que un
ordenador pueda procesar. La absorbancia de la muestra se compara con la de
una “referencia” que consta estrictamente de disolvente usado (Misra y Dubinskii,
2002).

2.7.8 Termogravimetria

El analisis termogravimeétrico se emplea para el estudio de las reacciones
primarias en la descomposicion de materiales soélidos y liquidos. Con la
termogravimetria se analizan procesos de desorcidon, adsorcion y reacciones de
descomposicién en un ambiente de gas inerte 0 en presencia de oxigeno. Dicho
analisis consiste en registrar continuamente la variacion de la masa del material en
estudio conforme varia la temperatura a una tasa térmica constante (cambio de
temperatura lineal). Como resultado del analisis termogravimétrico se obtienen los
datos de cambio de masa con respecto a la temperatura y se obtiene un
termograma, el cual es la representacion grafica de las variaciones porcentuales

de la masa del material analizado (Rodriguez y Villegas, 2012).

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS -23-



UMSNH

2.7.9 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una
técnica experimental dinamica que mide los cambios de energia de un material, es
decir, permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia
cuando es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado o
al calentarse o enfriarse a velocidad constante en un determinado intervalo de
temperatura. Este analisis consiste en calentar una muestra y un compuesto de
referencia de tal manera que la temperatura es en todo momento igual en ambos.
Esto se consigue midiendo las temperaturas con sensores y ajustando las
potencias de calentamiento. Se aplican velocidades de calentamiento uniformes a
la muestra y a la referencia para realizar el barrido de temperaturas. La
representacion de la potencia de calentamiento frente a la temperatura es lo que
se denomina diagrama o curva DSC y normalmente en una calorimetria de
caracterizacidon de un polimero se registran cuatro barridos, de los cuales tres son
de calentamiento y uno de enfriamiento. En el primer calentamiento realizado a
20°C/min, se obtiene informacién acerca de la fusion de la muestra y por tanto
sobre el grado de cristalinidad inicial. La presencia a altas temperaturas de
discontinuidades en la linea base puede ser un indicio de descomposicion que
debera ser corroborada mediante un analisis termogravimétrico. Después se
realiza un segundo calentamiento de la muestra para verificar la fusion de la
muestra cristalizada a partir del fundido y la reproducibilidad de las fusiones
observadas. A continuacion, se somete la muestra a un enfriamiento rapido con el
fin de obtener el polimero en un estado amorfo. Finalmente, se efectua un tercer
calentamiento que permite determinar la temperatura de transicién vitrea del
material, para observar si se produce una cristalizacion en frio (pico exotérmico) y

la fusién asociada (pico endotérmico) (Surifiach et al., 1992).
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CAPITULO llI
METODOLOGIA y MATERIALES

3.1 Parte experimental

3.1.1 Reactivos y solventes

Acido félico (4cido pteroil-glutamico, C1gH19N7Og). Polvo de color amarillo con peso
molecular de 441.4 g/mol y pureza de >97%. Producto de grado
farmacéutico de la marca Sigma-Aldrich.

Carboximetilcelulosa (sal sodica de un éter policarboximetilico de la celulosa).
Polvo granuloso blanco, higroscopico tras su desecacion. Se dispersa
en agua dando disoluciones coloidales, insoluble en acetona, etanol y
tolueno. Producto de grado alimenticio de la marca QUIAL.

Agua destilada. Liquido incoloro, insipido con una pureza del 100%. Sustancia no
téxica que no produce dafios a la salud. Producto de la marca Merck.

Hexano (CgH14). Liquido incoloro volatil de olor caracteristico. Causa irritacion de
la piel, ojos y puede ocasionar dano pulmonar al ser ingerido o
inhalado. Producto de la marca J.T. Baker.

Span 80 (sorbitan de monooleato, C24H4406). Liquido viscoso de color amarillo
empleado como surfactante no idnico. Presenta una composicion
lipidica formada por acido oleico (<60%). Producto de grado
farmacéutico de la marca Sigma-Aldrich.

Metanol (alcohol metilico, CH3OH). Liquido incoloro de olor caracteristico. Toxico
por inhalacion, ingestidon o absorcion de la piel. Producto de la marca
Merck.

Dimetilsulféxido (CH3).SO. Liquido incoloro e higroscépico. Se absorbe por
inhalacion del aerosol a través de la piel y por ingestion. Producto de
grado farmacéutico de la marca Sigma-Aldrich.

Acido acético (4cido acético glacial, C,H40). Liquido incoloro de olor acre,
reacciona violentamente con oxidantes originando peligro de incendio y
explosion. Sustancia corrosiva para los ojos, piel y tracto respiratorio.
Producto de la marca Merck.
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Alcohol isopropilico (2-propanol, C3H80). Liquido transparente e incoloro de olor
caracteristico. Facilmente inflamable, irrita los ojos y la inhalacion de
vapores puede provocar somnolencia y vértigo. Producto de la marca
J.T. Baker.

Etanol (alcohol etilico, C2HgO). Liquido incoloro, volatil de olor caracteristico y
sabor picante. Produce irritacién de ojos y tracto respiratorio. Producto

de la marca J.T. Baker.

3.1.2 Preparacion del complejo de carboximetilcelulosa sédica con acido
folico (CMC-AF)

Se prepararon tres soluciones con diferentes concentraciones de acido
félico (AF) (0.005, 0.015 y 0.030 mg/ml, nombradas como solucién I, Il y 1lI)
utilizando como solvente agua destilada bajo agitacion constante a temperatura
ambiente (25 °C) y en condiciones de oscuridad. Posteriormente se afadiéo a cada
una de las soluciones de AF, una solucion de carboximetilcelulosa al 1% (p/v, 1:1)
por goteo. Cada solucidon preparada se dejo bajo agitacion a 600 rpm durante 48 h

a 25 °Cy en condiciones de oscuridad.

3.2 Obtencién de nanoparticulas de CMC-AF
3.2.1 Spray drying (secado por aspersion)

La obtencion de nanoparticulas a partir del complejo de CMC-AF formado
se realizé utilizando el equipo Nano Spray Dryer B-90 de la marca B C H (Figura

7) y las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

e Se trabajoé a una temperatura interna de 100 "C con 33 bares de presiéon y
una temperatura de salida de 46 °C.

e El microfiltro o caperuza utilizada fue de 7 ym.

e La capacidad evaporativa empleada fue de 0.5 ml/min y un porcentaje de
la velocidad de atomizacion del 97%.
Cada una de las soluciones se emplearon con una concentracion de 0.5%

(v/v) y una viscosidad de 3.3 centipoise (cP) medida con el viscosimetro de
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Brookfield. Después se filtr6 cada muestra usando papel filtro Whatman de 25, 11,

8y 2.5 uym (dos veces con cada uno).

Figura 7. Equipo NanoSpray Dryer B-90.

3.2.2 Nanoemulsién inversa

Para la formacion de nanoparticulas a través de nanoemulsion inversa, se
utiliz6 como fase continua u oleosa 50 ml de hexano al cual se le anadié, por
goteo, 0.12 ml de Span 80 a temperatura ambiente (25 'C) bajo agitacion
constante (600 rpm). Después se agregaron 50 ml del complejo de CMC-AF en
solucion con diferente contenido de acido félico, es decir, se prepararon tres
nanoemulsiones inversas diferentes con las soluciones [, Il y Ill, como se muestra
en la tabla 2; todos los procedimiento se realizaron en condiciones de oscuridad.

Enseguida para las tres nanoemulsiones inversas (con diferente contenido
de acido fdlico) se elevo la temperatura de cada sistema de 25+2 ‘Cab5+2 Cen
un lapso de 15 min, al llegar a la temperatura deseada, se llevd a cabo la

emulsificacion durante 3 h y una vez transcurrido ese tiempo, cada emulsion se
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dejoé enfriar lentamente en condiciones ambientales. Posteriormente, se realizé un
lavado con metanol para precipitar las nanoparticulas formadas en cada una de
las muestras. Luego se decantd la mayor parte del solvente para dejar evaporar el
resto dentro de la campana de flujo laminar y finalmente, cada muestra se coloco

en estufa al vacio a 80 C durante 12 h.

Tabla 2. Formulacion de las emulsiones inversas

Fase Reactivo Volumen (ml) Peso (g) Peso (%)
Continua Hexano 50 33.65 39.75
Span 80 0.12 0.5001 0.59
CMC-AF(l) 50 0.50025
CMC-AF (Il) 50 0.50075  0.59-0.61
Discontinua CMC-AF (lll) 50 0.5015
Agua 50 49.992 59.05
destilada

3.3 Técnicas de caracterizacion

3.3.1 Prueba cualitativa de solubilidad

Se realizé una prueba de solubilidad cualitativa del acido félico en
diferentes disolventes dimetilsulfoxido (DMSO), acido acético, agua destilada,
etanol y alcohol isopropilico. Se adicionaron aproximadamente 0.1 g de acido
félico en 3 ml de cada uno de los disolventes durante 12 h y se observé si la

sustancia se disuelve o no.

3.3.2 Peso molecular por viscosimetria de Ostwald

Se determind el peso molecular promedio de la carboximetilcelulosa
mediante viscosidad intrinseca del biopolimero en solucion, donde se empled el
viscosimetro capilar de Ostwald (Figura 8) y tres soluciones de
carboximetilcelulosa de 0.3%, 0.6% y 0.12% (p/v) en NaOH 0.1 M (Mondal et al.,
2016).
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Figura 8. Viscosimetro de Ostwald.

3.3.3 Caracterizacion del grado de injerto del acido félico

La estructura quimica del complejo CMC-AF fue -caracterizada por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier usando el equipo PERKIN
ELMER Spectrum 400 FT-IR (Figura 9) con una lampara de tungsteno en un rango

de nimero de onda de 4000-600 cm’™".

Figura 9. Equipo PERKIN ELMER Spectrum 400.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS -29-



UMSNH

3.3.4 Caracterizaciéon morfolégica por analisis microscopico
El analisis microscopico de las muestras que contienen las nanoparticulas
de CMC-AF obtenidas por ambos métodos se realizé usando un microscopio

optico binocular de la marca VELAB (Figura 10) con un aumento de 40x.

Figura 10. Microscopio éptico VELAB.

3.3.5 Caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas por microscopia

electrénica de barrido con detector de energia dispersiva (EDS)

Para estudiar la morfologia de las nanoparticulas obtenidas por ambos
métodos se utilizé un microscopio electronico de barrido de la marca JEOL modelo
JSM 7600F de alta resolucion (1nm), con una ampliacion de hasta 1 voltaje de
aceleracion de 0.1-30 kV, equipado con un haz atenuante especial para muestras
no conductoras. Ademas esta provisto con un microanalizador de energia
dispersiva de rayos X (Figura 11) para determinar la composicion quimica de la

muestra.
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Figura 11. Equipo MEB JEOL JSM 7600F.

3.3.6 Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

El tamano y distribucion de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por
ambos métodos se determinaron mediante analisis de rastreo de particulas (NTA)
para lo cual se utilizdé un equipo NanoSight (nanoparticle analysis system) modelo
LM20, como se muestra en la Figura 12. Los resultados obtenidos se analizaron
con el software de analisis propio del equipo (Nanoparticle Tracking
Analysis software, version 2.2) y la configuracion del equipo para dicho analisis fue
el siguiente: Fotogramas procesados: 899 de 900. Fotogramas por segundo: 30.
Calibracién: 166 nm/pixel. Desenfoque automatico: Auto. Umbral de deteccion: 4
Multi. Tamafio minimo esperado: Auto. Tamafio minimo de seguimiento: 100 nm.
Temperatura: 22 °C. Viscosidad: 0.95 cP.
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Figura 12. Equipo NanoSight LM20.

3.3.7 Determinacién de la eficiencia de encapsulaciéon por espectrometria
UV-Vis

El acido félico contenido en las nanoparticulas obtenidas tanto por spray
drying como por emulsién inversa, se cuantific6 midiendo la absorbancia de la
vitamina B9 a 280 nm usando un espectrofotometro (UV-Vis Spectrophotometer
VELAB, Figura 13). Previamente se elaboré una curva de calibracion a partir de
una solucién patréon de acido félico (Figura 14), realizando diluciones consecutivas
en el rango de 0.02 — 0.3 mg/ml en NaOH 0.1 M y midiendo se respectiva

absorbancia en el equipo mencionado como se muestra en la tabla 3.

Figura 13. Espectrofotometro UV-Vis VELAB.
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Figura 14. Curva de calibracion de acido félico.

Tabla 3. Concentracion de AF con su respectiva absorbancia

Concentracién Abs.
(mg/ml) (nm)

0.02 2.629

0.05 2.635

0.10 2.640

0.15 2.652

0.20 2.658

0.25 2.669

0.30 2.680

El proceso de extraccién de AF consistio en pesar 50 mg de nanoparticulas
y después se disolvio en 10 ml de agua destilada. Luego se colocdé en baho
ultrasénico durante 10 min para posteriormente cuantificar el contenido de acido

félico mediante espectrometria ultravioleta-visible.

Para la determinacion del AF encontrado, se pesaron 50 mg de
nanoparticulas obtenidas mediante los dos diferentes métodos anteriormente
descritos y tras haber aplicado el método de extraccién, se analizd6 por
espectrometria UV-Vis y se calculd el porcentaje de eficiencia de encapsulacion
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aplicando la ecuacién 3. Se realizaron 3 réplicas para cada tratamiento y la

ecuacion obtenida de la curva de calibracion fue y=1.8051x + 2.6241, R?= 0.9918.

La eficiencia de encapsulacion se calculé usando la siguiente ecuacion:

mg AF encontrado

Ec.3 || %EE= x 100

mg de AF tedrico

3.3.8 Analisis térmico

La determinacion del comportamiento térmico de las nanoparticulas
obtenidas se realizé mediante el analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC) de manera simultanea. Se empled el equipo
NETZSCH modelo STA 449 F3 (Figura 15). Para cada una de las muestras se
pesé entre 3.2-3.5 mg y fueron colocadas en el equipo en crisoles de aluminio,
dichas muestras fueron calentadas de 25 °C hasta 600 ‘C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C min™ en una atmdsfera inerte de nitrégeno gaseoso (10 ml

min™).

Figura 15. Equipo NETZSCH STA 449F3.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 el método empleado por Movagharnezhad y Moghadam en el
2016, para alargar las cadenas del polimero de carboximetilcelulosa e incorporar
tanto acido félico como un quimiofarmaco (doxorrubicina) a través de la formacién
de un copolimero mediante enlaces amida para lo cual usaron dimetilsulféxido
como disolvente. Por lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se llevo
a cabo una reaccion directa entre la carboximetilcelulosa (CMC) y acido folico (AF)
sin utilizar un compuesto intermediario, para obtener un complejo de CMC-AF

usando un solvente no téxico como el agua destilada.

4.1 Prueba de solubilidad de acido félico (cualitativa)

La prueba de solubilidad cualitativa se realizé con la finalidad de
seleccionar un solvente comun con el que se llevé a cabo la reaccion directa entre
la CMC y AF. En la Figura 16, se muestra los diferentes disolventes
(dimetilsulféxido, acido acético, agua destilada, etanol y acetona) usados para
observar si el acido félico se disolvia por completo, en cada uno de ellos, durante
12 h a temperatura ambiente. En la Figura 16a se muestra el sistema usado donde
se observd que el acido folico es moderadamente soluble en DMSO y poco
soluble en acido acético (Figura 16b). Mientras que en agua destilada se aprecio
una mayor solubilidad del acido félico (Figura 16¢) en comparacion con los otros
solventes mencionados. Por otro lado, en la Figura 16a se observo que el acido
félico es insoluble en etanol y en acetona (Figura 16b).

De acuerdo con la literatura, el acido folico es insoluble en alcoholes y poco
soluble en agua, aumentando su solubilidad en soluciones ligeramente alcalinas;
por lo cual, se optd por emplear agua destilada como solvente dado que la
carboximetilcelulosa en solucion tiene un pH ligeramente alcalino, de acuerdo a lo
reportado por Younis et al. en el 2009, lo cual incrementa la solubilidad del acido
félico.
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Figura 16. Prueba cualitativa de solubilidad del AF por 12 h en: a) DMSO, b) acido

acético, c) agua destilada, d) etanol y e) alcohol isopropilico

4.2 Peso molecular por viscosimetria de Ostwald

Para determinar el peso molecular promedio de la CMC se empled el
viscosimetro capilar de Ostwald y tres soluciones de carboximetilcelulosa de 0.3%,
0.6% y 0.12% (p/v) en NaOH 0.1 M, de acuerdo al procedimiento reportado por
Mondal et al., en el 2016. Empleando las formulas mencionadas en la tabla 1 del

apartado 2.7.1, se muestran los resultados obtenidos en la tabla 4:

Tabla 4. Viscosidades de las diferentes soluciones de carboximetilcelulosa

Tiempo Viscosidad

Solucion | Concentracién | promedio . — .
(PIV%) (s) Relativa | Especifica Reducida
( rel) ( esp) ( red)

Solvente - 67 - - -
1 0.03 221 3.2985 2.2985 0.766
2 0.06 347 5.1791 41791 0.696
3 0.125 451 6.7313 5.7313 0.477

En la Figura 17, se muestran los resultados obtenidos para calcular el peso
molecular empleando la ecuacion 2 del apartado 2.7.1, dando como resultado por
extrapolacion un peso molecular promedio de 335,115 g/mol, el resultado obtenido

corresponde a un polimero de peso molecular alto.
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Figura 17. Grafico de la viscosidad intrinseca de la CMC.

4.3 Reaccion directa entre carboximetilcelulosa y acido félico

En el 2016 Zhengyu et al., lograron encapsular acido félico empleando
carboximetil quitosano por autoensamblaje, debido a que la reaccion entre ambos,
se llevd a cabo en presencia de un agente activante de grupos carboxilicos del AF
para formar un enlace amida con el grupo amino (NH;) de cada unidad de
anhidroglucosa del quitosano. Por lo tanto, en el presente trabajo se propone que
la reaccién entre la CMC y el acido félico podria llevarse a cabo mediante dos

mecanismos diferentes, como se muestra en la Figura 18:

a) El grupo amino (NH) del anillo de pterina que forma parte de la estructura
quimica del acido félico podria unirse a los grupos OH presentes en los grupos

carboximetilicos del biopolimero a través de un enlace amida.

b) El acido folico (afiadido en diferentes concentraciones) sera injertado a la
CMC mediante una reaccion de condensacion entre el grupo H del resto de acido
glutamico que forma parte de la estructura quimica del AF y los grupos OH
presentes en las unidades de anhidroglucosa de la CMC con la consiguiente

formacioén de una molécula de agua, bajo condiciones de oscuridad.
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Acido Carboximetil celulosa g

Figura 18. Esquema de la reaccion propuesta entre CMC y AF.

En la Figura 19 se muestra el sistema empleado para llevar a cabo la
reaccion entre la carboximetilcelulosa y el acido félico en condiciones de oscuridad

para favorecer la reaccion:

Figura 19. Reaccion entre la carboximetilcelulosa y acido félico: a) sistema en
condiciones de oscuridad y b) complejo CMC-AF en solucion.

4.4 Spray drying (secado por aspersion)

Se colocaron 100 ml de cada solucion de CMC-AF al 0.5% (v/v) como se
muestra en la Figura 20, en diferentes sesiones en el equipo de Nanospray dryer.
Después se obtuvo, de cada muestra, un polvo amarillento en el cilindro colector

electrostatico después de 3 h y 30 min de funcionamiento.
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Figura 20. Soluciones de CMC-AF: a) Sin. | (0.005 mg/ml de AF), b) Sin. Il (0.15 mg/ml
de AF), c) Sin. lll (0.30 mg/ml de AF) y d) muestra representativa de cada solucion al
0.5% (v/v).

Se destaca que la cantidad obtenida de la solucion | y Il del complejo CMC-
AF fue apenas perceptible en el cilindro recolector. Mientras que para la solucion
I, la de mayor contenido de &cido folico, se obtuvo como producto final 250 mg de
un polvo amarillento. Dado que no existen reportes del uso de este equipo para
encapsular especificamente AF empleando CMC como matriz se calculd el

rendimiento de produccién, con lo cual se puede evaluar la eficiencia del proceso.

4.4.1 Rendimiento de produccion por spray drying

Para obtener el rendimiento de produccion de las nanoparticulas de CMC-
AF obtenidas por Spray drying se empled la ecuacion reportada por Su et al. en
el 2008:

eso de las nanoparticulas obtenidas por spray—dryin
Rendimiento (%) = 2 P por spray-drying)

(100)

(peso total tedrico)

Tabla 5. Rendimiento de produccion del complejo CMC-AF con el mayor contenido

de acido félico nombrado como solucion lil

Muestra Cantidad teérica (g) Peso obtenido (g) Rendimiento (%)

Sin. Il 0.0627 0.0250 39.8
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Con base a los rendimientos obtenidos, se consideran inicialmente bajos.
Sin embargo los rendimientos estan directamente relacionados con las
condiciones de operacion en el equipo empleado y al tipo de material usado. En
procesos de encapsulado utilizando spray drying se reportan resultados con
rendimientos entre 35-80%, por lo cual se puede indicar que el rendimiento
obtenido para el material en estudio, se encuentra dentro de los intervalos
reportados por Su et al. (2008) quienes encapsularon el extracto de una planta
medicinal (Salvia miltiorrhiza) usando como material encapsulante una mezcla de

carboximetilcelulosa con gelatina mediante spray drying.

4.5 Nanoemulsion inversa

Se llevaron a cabo tres emulsiones inversas con diferente contenido de
acido fdlico, las cuales al afadir el surfactante se tornaron de un color blanco
lechoso (Figura 21). Posteriormente, se realiz6 un lavado con metanol para
precipitar las nanoparticulas formadas, se decantdé parte del solvente y se filtrd

cada muestra.

Figura 21. Sistema empleado para emulsion inversa.

4.5.1 Rendimiento de produccion por nanoemulsion inversa

Para calcular el rendimiento de produccion de las nanoparticulas de CMC-AF
obtenidas mediante emulsién inversa, se utilizé la formula del apartado 4.4.1.
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Tabla 6. Rendimiento de produccion de las nanoemulsiones inversas

Coédigo Cantidad teérica Peso obtenido Rendimiento

(9) (9) (%)
EM-I 1.0005 0.9224 92.2
EM-II 1.0015 0.9370 93.5
EM-III 1.0030 0.9440 94.1

Se observa, que los rendimientos son altos para las tres concentraciones de
acido fdlico, lo cual es una caracteristica del método empleado. Se considera una
emulsion de buen rendimiento si inmediatamente después de formarse da
rendimientos del 95%, considerando si después de algunas semanas de
almacenamiento inactivo es del 70-80% de acuerdo con Kosegarten et al., en el
2012.

4.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
4.6.1 Solucion del complejo de CMC-AF

En la Figura 22, se muestra de forma comparativa los espectros infrarrojos
obtenidos del acido fdlico, la carboximetilcelulosa pura y del complejo CMC-AF.

La Figura 22a exhibe las frecuencias de vibracion caracteristicas del acido
félico; la vibracion de tensiéon —OH muestra una amplia banda de absorcion en la
region de 3,500-3,300 cm™' debido a la acidez de la molécula aparece centrada a
3,250 cm™. En esta misma regidn se observa un pico a 3,525 cm™ por la tensién
del grupo hidroxilo (-OH) porque el compuesto puede formar interacciones de
hidrogeno en la fase condensada. Asi mismo, la amplia banda del -OH se
sobrepone a las sefales de la tension de vibracion del N-H, que como
consecuencia de la vibracion de tensién presenta dos picos a 3,315y 3245 cm™,
usado el ultimo para describir a las aminas primarias, cuya presencia esta
combinada a la sefial de flexion a 1592 cm™. También se muestra en 1693 cm™ y a

1604 cm’, vibraciones de tensién caracteristicas del grupo amida del &cido
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glutamico y el enlace C=C aromatico del acido p-aminobenzoico,
respectivamente.
En la tabla 7, se establecen las frecuencias que caracterizan al acido folico,

reportadas por Hamed et al., en el 2009 y las obtenidas de manera experimental.

Tabla 7. Frecuencias del acido félico (v= tension, 8= deformacién simétrica, as=

asimétrica, s= simétrica)

Grupo Vibracion Posicion Frecuencia
aprox. (cm™)  exp. (cm™)
OH v 3421-3415 3411
NH (amida l) Vv 3230 3315
CH Vas 3106-2926 2933
CH Vs 2840 2850
C= v 1718 1690
COO’ Vas 1569 1572
CH o 1483-1413 1485
COO’ Vs 1453-1337 1456
NH (amida Il) o 1528 1519
cC Vas 1323-1230 1326
CN v 1106 1115
cC Vs 971 969
cC o 765 763

En la Figura 22b, aparecen las sefales de vibracion de la
carboximetilcelulosa pura. En la regiéon de 3,600-3,000 cm™” se aprecia una
banda muy ancha por la vibracién del -OH, la cual es una tensién “normal” para
polimeros que le son asignados un gran numero de tensiones internas y externas
para el grupo -OH. Se aprecia el impacto de la anchura de la banda sobre las
sefiales cercanas a esta, como la fraccion hidrocarbonada de Ia
carboximetilcelulosa pura (la cual es menos pronunciada en referencia al acido

félico). A 2,927 cm™ se observan sefiales poco pronunciadas por la tensién de los
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grupos CH saturados del anillo de glucopiranosa, donde los picos a 1590 y 1409
cm' se atribuyen al estiramiento asimétrico de los grupos carboximetilicos
(COONa). Finalmente, a 1104 y 1058cm™’ se aprecian dos picos que representan
la vibracion asimétrica y simétrica del grupo éter (C-O-C unidades de

anhidroglucosa).
En la tabla 8, se establecen las frecuencias que caracterizan al acido fdlico,

reportadas por Chai e Isa en el 2013 y las obtenidas de manera experimental.

Tabla 8. Frecuencias de la CMC (v= tensién, 6= deformacién simétrica,

as= asimétrica, s= simétrica)

Grupo Vibracion Posicion aprox. Frecuencia exp.
(cm™) (cm™)
OH v 3428 3315
CH Vs 2934-2900 2927
COO Y, 1606 1590
COONa Y, 1413 1409
C-0-C Vas 1050 1058

La Figura 22c ilustra el complejo de CMC-AF, donde el componente
mayoritario es la CMC y se observa mas marcadamente en el espectro FTIR. Sin
embargo, se aprecian ciertas modificaciones y senales, las cuales se deben a las
tensiones que aporta el AF. En la region de 3,600-3,000 cm™ se aprecia una
banda menos intensa en la vibracion del -OH. Esto se acompaind de un
desplazamiento de posicion asociado al -OH (cambio de la distribucion
electronica) lo cual se da por la interaccion directa de los acidos carboxilicos del
AF con la CMC. Adicionalmente, a 1665 cm™' se observa un pequeio hombro, asi
como un desplazamiento hacia mayores longitudes de onda con respecto a la
CMC, lo cual se atribuye a la presencia de la vibracion de deformacion del grupo
carbonilo (C=0) debida a fuertes interacciones, lo cual sugiere que dicha
deformacion, se deba a la formacién de un grupo éster. Dicho resultado es similar
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al obtenido por Borah et al. en el 2018, quienes confirmaron por FTIR la
esterificacion del acido félico en las cadenas ramificadas de amilopectina,
mediante la activacidén de los grupos carboxilicos del AF con los grupos OH de las
cadenas de la amilopectina, a través de la aparicién de una nueva sefal a 1695

cm™, caracteristico de los grupos éster.

Figura 22. Espectros infrarrojos de: a) acido félico, b) carboximetilcelulosa pura y c)
complejo CMC-AF.

En la Figura 23 se muestran los espectros obtenidos al llevarse a cabo la
reaccion entre la CMC y AF durante: a) 48 h y b) 36 h, donde se aprecia que al
prolongarse el tiempo de reaccion se dio lugar a la formacion de un grupo éster,
cuya sefial se observa como un pico a 1700 cm™; con lo cual, se establece que la
interaccion entra la vitamina B9 y la carboximetilcelulosa se lleva a cabo mediante
una reaccion de condensacion entre el grupo H del resto de acido glutamico que
forma parte de la estructura quimica del AF y los grupos OH presentes en las

unidades de anhidroglucosa de la CMC.
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Figura 23. Espectros de la reaccion entre la CMC y el AF durante: a) 48 h y b) 36 h.

En la Figura 24 se muestra la reaccion entre la CMC y AF realizada durante
48 h y con diferentes concentraciones de vitamina B9: a) 0.005, b) 0.015 y c¢)
0.030 mg/ml, donde se observa que al incrementarse la cantidad de AF, se
intensifica la frecuencia de vibracién a 1700 cm™ correspondiente a un grupo

éster.

Figura 24. Espectros de la reaccion entre CMC y AF con diferentes concentraciones
de AF: a) 0.005, b) 0.015y c) 0.030 mg/ml.
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En la Figura 25, se comparan los espectros obtenidos de: a) una mezcla de
CMC con AF y b) complejo CMC-AF, con el objetivo de corroborar la interaccion
entre las materias prima. La Figura 25a muestra las sefales de tensién obtenidas
del andlisis de la mezcla de CMC con AF, donde se aprecian las frecuencias de
vibracion correspondientes a los grupos hidroxilo (OH) de la CMC a 3540 cm™ y
del AF a 3411 cm™ mientras que la vibracién a 3315 cm™ se atribuye al grupo
amino (NHy) del anillo de pterina que forma parte de la estructura quimica del
acido fdlico. En comparacién con el espectro correspondiente al complejo CMC-
AF, se observa una banda ancha de 3500-3300 cm™ indicativo de la interaccién de
los grupos OH a través de puentes de hidrogeno intra e intermolecular de la CMC;
ademas de traslaparse la frecuencia vibracional caracteristica de los grupos NH
del AF. También, se demuestra la ausencia de la formacion de un enlace éster
entre la CMC y AF en la mezcla, debido a que las vibraciones de tension a 1690
cm” y 1604 cm™, corresponden al grupo amida del acido glutamico y al grupo

carboxilico de la CMC.

Figura 25. Espectros infrarrojos de: a) Mezcla de CMC con AF y b) complejo CMC-
AF.

El complejo de CMC-AF en solucién se obtuvo al prolongarse el tiempo de
reaccion a 48 h y en funcién de la concentracion usada de AF, lo cual se corrobord
por FTIR mediante la presencia de un grupo éster en la frecuencia 1700 cm™ .
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Con respecto al enlace por los grupos amida, no se puede establecer
claramente ya que la sefal correspondiente a este se pudo ver traslapada por el
enlace éster. Comparando el complejo obtenido mediante una reaccién directa,
con reportes de otros investigadores quienes usaron moléculas intermediarias
para unir al AF, se difiere con respecto al enlace que predomina en sus polimeros.
Zhengyu et al., en el 2016 lograron injertar acido folico a la cadena de carboximetil
quitosano a través de un enlace amida, lo cual identificaron por FTIR en la
frecuencia de 1640 cm™. También Movagharnezhad y Moghadam , en el mismo
afo, obtuvieron un copolimero formado por la unidon de carboximetilcelulosa con
acido félico, usando como intermediario la hexametilendiamina, a través de
enlaces amida que de igual manera comprobaron por FTIR debido a la presencia

de un pico en la frecuencia de 1680 cm™.

4.6.2 Nanoemulsién inversa

En la Figura 26, se muestra el espectro del Span 80 (monooleato de
sorbitan) donde se observa la banda de absorcion a 3403 cm™ caracteristica de
los grupos hidroxilo, los cuales participan en la formacion de puentes de hidrogeno
inter e intramoleculares. La banda de absorcién ubicada a 2922 cm™ se debe a la
vibracion asimétrica C-H del CH; incorporado a la cadena del agente tensioactivo.
También se observa la sefial del grupo carbonilo C=0 localizada a 1739 cm™. El
estiramiento del enlace C=C a 1654 cm™' da lugar a una banda relativamente débil
en el espectro IR debido a que este grupo funcional carece de un momento dipolar

significativo.
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Figura 26. Espectro infrarrojo del Span 80.

En la tabla 9, se establecen las frecuencias que caracterizan al Span 80

reportadas por Sateesh et al., en el 2012 y las obtenidas de manera experimental.

Tabla 9. Frecuencias del Span 80 (v= tensién, as= asimétrica, s= simétrica)

Grupo Vibracion Posicion Frecuencias
aprox. (cm™) exp., cm’
O-H v 3370450 3403
CH; Va 3000450 2922
CH; Vs 2870-2840 2852
C= v 1785-1715 1739
c=C Vo 1680-1620 1654

En la Figura 27, se muestra de forma comparativa los espectros infrarrojo
obtenidos de las emulsiones de CMC-AF (con diferente concentracion de acido
félico nombrados como EM-Il, EM-Il y EM-IIl), en donde se aprecia en cada
espectro una banda ancha de 3427 a 3198 cm™ lo cual es un indicativo de que
posiblemente el surfactante (Span 80) se encuentra interaccionando con el
complejo CMC-AF a través de la formacion de puentes de hidrégeno entre los

grupos hidroxilo (-OH) tanto del complejo como del surfactante. También se
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aprecia un recorrimiento del espectro caracteristico de la tensién del anillo de la
glucopiranosa de la CMC de 2,927 cm™ a 2,925 cm™, por una acumulacion de los
estiramientos asimétricos de los enlaces C-H de grupos metilenos (CH)
provenientes de la cadena del Span 80. Mientras que el pico a 1740 cm™ se
intensifica por la acumulacion de los grupos éster presentes tanto en el surfactante

como en el complejo CMC-AF.
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Figura 27. Espectros de las emulsiones de CMC-AF con diferente contenido de
acido félico: a) 0.005, b) 0.015 y ¢) 0.030 mg/mL.

4.7 Microscopia Optica

El analisis superficial de la CMC y del AF mediante microscopia 6ptica, se
muestra en la Figura 28, con una ampliacion de 40x; donde se observa una zona
representativa del acido félico (Figura 28a) de color amarillo con una dispersion
moderada. Mientras que la carboximetilcelulosa (Figura 28b) se aprecia como un

polvo de aspecto granuloso y color blanco.
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Figura 28. Micrografias de: a) CMC pura y b) AF.

En la Figura 29 se observa una muestra representativa del polvo que
contiene las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por spray drying, el cual se

aprecia como un material aglomerado, compacto y de color amarillo.

Figura 29. Micrografia del polvo obtenido por spray drying.

El polvo obtenido como producto final del spray drying, da indicios de que
el acido folico se encuentra en la superficie de las nanoparticulas junto con la
carboximetilcelulosa debido a la coloracion que presenta. Comparado con lo
reportado por Santacruz et al. en el 2013, quienes obtuvieron nanocapsulas de
acido folico por spray-drying, éstas presentaron un color blanco y su apariencia
correspondia a un solido pulverizado debido a que usaron como agente
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encapsulante goma arabiga y el acido folico (amarillo) fue atrapado en el nucleo

de las nanocapsulas.

En la Figura 30, se muestra las micrografias correspondientes a zonas
representativas de las nanoemulsiones inversas con diferente contenido de acido
folico, las cuales tienen un aspecto pseudoplastico de superficie rugosa y con

diferente coloracion amarilla dependiendo de la cantidad de acido félico contenido.

Figura 30. Micrografias de muestras representativas de las nanoemulsiones
inversas de CMC-AF con diferente contenido de acido félico nombradas: a) EM- I,
b) EM-1ly c) EM- I

4.8 Microscopia electronica de barrido (MEB) con detector de energia
dispersiva (EDS).

El analisis morfolégico se realizd mediante MEB para observar la forma
tridimensional, textura y tamafo de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por
ambos métodos. De manera simultanea se realizé un analisis semicuantitativo de
la composicién quimica de las nanoparticulas obtenidas con ayuda de un detector
de energia dispersiva (EDS).

La Figura 31, muestra cuatro micrografias con ampliacion de 500x, 1,000x,
2,500x y 5,000x obtenidas por MEB de una zona representativa de acido fdlico,
donde se aprecian apilados de hojuelas con superficie lisa.
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Figura 31. Micrografias tomadas por MEB del acido félico diferentes ampliaciones:
a) 500x, b) 1,000x, c) 2,500x y d) 5,000x, respectivamente.

En la Figura 32, se muestra el espectro EDS obtenido del analisis quimico
de los elementos que constituyen al AF como se muestra en la tabla 10.
Asimismo, se observa la presencia de cobre dado que dicho elemento quimico se
empled para cubrir la muestra y convertirla en un material conductor para su

analisis.

Tabla 10. Analisis EDS del acido félico

Elemento % Peso % Atémico
Carbono  45.77 45.03
Oxigeno  25.37 21.86
Nitrégeno 28.86 33.10
Total 100 100
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Figura 32. Espectro EDS de una muestra representativa de acido félico.

En la Figura 33, se muestran micrografias a diferentes ampliaciones (500x,
1,000x, 2,500x y 5,000x) obtenidas por MEB tomadas de una zona representativa
de una muestra de CMC, donde se observa como un material compacto con

superficie rugosa y porosa.

Figura 33. Micrografias tomadas por MEB de la CMC a diferentes ampliaciones:
a) 500x, b) 1,000x, c) 2,500x y d) 5,000x, respectivamente.
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En la Figura 34, se muestra el espectro EDS obtenido del analisis quimico

de los elementos que constituyen a la carboximetilcelulosa como se muestra en la

tabla 11.

Tabla 11. Analisis EDS de la CMC

Elemento % Peso %Atémico

Carbono 67.17 63.82

Oxigeno 25.58 30.78
Sodio 7.25 5.40
Total 100 100

Figura 34. Espectro EDS de una muestra representativa de la carboximetilcelulosa.

En la Figura 35, se muestran micrografias tomadas de una zona
representativa de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por spray drying a
diferentes ampliaciones; donde se observan cumulos de nanoparticulas esféricas

con superficie lisa y de tamafio variable.
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Figura 35. Micrografias por MEB de nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por spray
drying a diferentes ampliaciones: a) 500x, b) 1,000x, ¢) 2,500x, d) 5,000x y e)
10,000x, respectivamente.

En la Figura 36, se muestra el espectro EDS del andlisis quimico de
elementos que se encuentran en las nanoparticulas CMC-AF obtenidas por spray
drying, donde se aprecia un incremento en la cantidad de C y O, ademas de la
presencia de nitrégeno y sodio, con lo cual se comprueba la presencia ambas
materias primas. También se detectd la presencia de elementos trazas debido a

impurezas presentes en el equipo empleado.

Tabla 12. Analisis EDS de las nanoparticulas CMC-AF obtenidas por spray drying

Elemento % Peso % Atémico

Carbono 47.79 45.15

Oxigeno 28.02 33.74

Nitrégeno 13.41 13.44
Sodio 8.33 5.06
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Calcio 0.99 1.01
Potasio 0.87 0.86
Cloro 0.59 0.74
Total 100 100

Figura 36. Espectro EDS de una muestra representativa de nanoparticulas CMC-AF
obtenidas por spray drying.

En la Figura 37, se muestran micrografias de una zona representativa de la
nanoemulsion inversa con el mayor contenido de acido fdlico a diferentes
ampliaciones debido a que fue la unica muestra donde se logré observar la
presencia de algunas nanoparticulas con forma esféricas, superficie rugosa y de
tamafo variable atrapadas en la matriz de CMC, lo cual se podria deber a las
condiciones en las cuales se llevo a cabo el secado de la muestra, ademas de la

naturaleza de la carboximetilcelulosa para formar peliculas.
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Figura 37. Micrografias por MEB de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por
nanoemulsion inversa a diferentes ampliaciones: a) 500x, b) 2,500x, c) 5,000x y c)
10,000x, respectivamente.

En la Figura 38, se muestra el espectro obtenido por EDS del analisis
quimico de elementos que constituyen a las nanoparticulas de CMC-AF formadas
por nanoemulsién inversa, donde se incrementa la concentracion de O, debido a la
presencia del surfactante (Span 80) en la superficie de las nanoparticulas;
ademas, se detecto la presencia de nitrdgeno y sodio con lo cual se comprueba la
presencia de las materias primas.

Tabla 13. Analisis EDS de las nanoparticulas CMC-AF obtenidas por nanoemulsién
inversa

Elemento % Peso % Atémico
Carbono  39.58 37.70
Oxigeno  35.15 33.21
Nitrégeno 22.91 26.42
Sodio 2.36 2.67
Total 100 100
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Figura 38. Espectro EDS de una muestra representativa de nanoparticulas CMC-AF

obtenidas por nanoemulsién inversa.

4.9 Tamano y distribucion de particula

a) Determinaciéon del tamaio de particula por MEB: los tamanos de
particula observados por MEB, en las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por
spray drying fue de entre 0.23 a 1.29 um (Figura 39a), mientras que las
nanoparticulas obtenidas por nanoemulsién inversa oscilo entre 3.79 ym a 5.43
pum (Figura 39b).

Figura 39. Micrografias por MEB del tamaiio de particula obtenidas por: a) spray
drying y b) nanoemulsién inversa.
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b) Determinacion del tamano de particula por NTA : para determinar el
tamafio promedio y la distribucion de las nanoparticulas obtenidas por ambos
métodos, fue necesario dispersarlas en agua destilada para su posterior analisis
en el equipo NTA, obteniendo como resultado que en ambos métodos se logrd

obtener un tamano en el orden nanométrico como se muestra en la tabla 14:

Tabla 14. Tamaino promedio de particulas obtenidas por ambos métodos

Muestra Promedio Moda D.S.
ASP 54 nm 35 nm 21 nm
EM-I 95 nm 71 nm 26 nm
EM-II 99 nm 50 nm 32 nm
EM-II 61 nm 32 nm 37 nm

Las nanoparticulas de CMC-AF con mayor contenido de vitamina B9,
obtenidas por spray drying, mostraron un tamano de particula promedio de 54 nm
(Figura 40a). En comparacién con las nanoparticulas también con el mayor
contenido de acido folico obtenidas por nanoemulsién inversa, mostraron un
tamafio promedio de 61 nm (Figura 40b); lo cual, las posiciona en un rango
cercano de medida. Lo anterior se podria deber a la cantidad de acido fdlico
contenido por que las nanoemulsiones inversas con menor contenido de acido

félico muestran un mayor tamafo de particulas cercano a 100 nm (Figura 41).

Figura 40. Distribucion y tamafo de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por: a)
spray drying y b) nanoemulsién inversa.
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Figura 41. Distribuciéon y tamaio de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por
nanoemulsién inversa: a) EM-l y b) EM-ILI.

Con respecto a la distribucion de las nanoparticulas obtenidas por spray
drying, se aprecia que aproximadamente el 15% tiene un tamano mayor a los 100
nm, lo cual podria corresponder al resultado obtenido por MEB. De igual manera,
las nanoparticulas obtenidas por nanoemulsion inversa muestran que menos del
10% tienen un tamafo mayor a 127 nm e incluso superan los 269 nm, lo cual

corresponde al resultado obtenido por MEB.

Los resultados obtenidos acerca del tamafo de particula en suspension, el
cual disminuye al incrementarse la cantidad de acido fdlico, son similares a los
obtenidos por Assadpour et al. 2016. Dichos investigadores optimizaron la
formulacion de una nanoemulsion inversa (w/o, por sus siglas en inglés) con la
finalidad de encapsular la vitamina B9 usando maltodextrina y proteina de suero
como material encapsulante a través de spray drying. Reportaron que el tamano
de particula en suspensiéon, medida por dispersion laser, fue de 38.5 nm debido al
incremento del contenido de surfactante (Span 80) y de acido félico (3 mg/ml) al
prolongarse también el tiempo de emulsion; ya que al emplear la misma cantidad
del Span 80 y menor cantidad de acido félico (1 y 2 mg/ml) se incrementé el

tamano de particula a 51 nmy 90 nm, respectivamente.
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4.10 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulado se calculé utilizando la ecuacion 2 y se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 15. Eficiencia de encapsulado de acido félico en las nanoparticulas obtenidas
por ambos métodos

Tratamiento Concentracién Eficiencia de
encontrada (mg/ml) encapsulado (%)
ASP 0.27 90
EM-I 0.04 88
EM-II 0.13 87
EM-III 0.27 90

La eficiencia de encapsulado de acido félico en las nanoparticulas
obtenidas mediante secado por aspersion fue del 90%, dicho resultado es
aproximado debido a dificultades en la recolecta del polvo al retirarlo del cilindro

colector.

El resultado obtenido, es similar al reportado por Lopera et al., en el 2009,
donde al utilizar como material encapsulante una mezcla de goma arabiga y
maltodextrina (70-30%) mediante spray drying, determinaron una eficiencia de
encapsulado del 88.95%, dicho porcentaje se increment6 al utilizar una mayor
cantidad de goma arabiga la cual es un polisacarido de caracter anionico similar a
la carboximetilcelulosa. Por otra parte, las nanoparticulas obtenidas por emulsion
inversa mostraron una eficiencia de encapsulado de entre 87-90%, lo cual es
similar a los resultados obtenidos por Assdpour et al., en el 2016 al obtener una
eficiencia de encapsulado de acido fdlico del 86.60% a partir de una doble
emulsion, en la cual primero se dio lugar a la formacion de una nanoemulsion
inversa (w/o) de acido félico usando como surfactante Span 80 y posteriormente,
la fase acuosa externa contenia el material encapsulante (maltodextrina junto con

proteina de suero) para someterse a spray drying.
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4.11 Analisis Termogravimétrico (TGA)

La descomposicion térmica de la carboximetilcelulosa pura (CMC), acido
folico (AF) y de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por dos métodos
diferentes (spray drying y nanoemulsion inversa) en funcion de la temperatura

fueron analizados.

En la Figura 42, se muestra el termograma obtenido del acido félico: a)
TGAy b) DTG, donde existen cuatro etapas de degradacion térmica. En la primera
etapa hay una pérdida de masa de 8.99% a 150 °C debido a la pérdida de agua
absorbida, seguida de una segunda descomposicién térmica a los 262 °C con una
pérdida de masa de 12.62%, correspondiente a la pérdida del resto de acido
glutamico. Mientras que en el intervalo de 262 °C a 411 °C, ocurrié la mayor
pérdida de masa de 34.17%, donde se da el rompimiento del enlace entre el C-9 'y
N-10, produciendo una pterina y acido p-aminobenzoico. Finalmente, al alcanzar
una temperatura de 571 °C, ocurrié una pérdida de masa de 32.21% para obtener
una masa residual de 12% a 590 °C, resultado que esta acorde con el obtenido
por Vora et al. (2004).

Tabla 16. Pérdida de masa en funcion de la temperatura del acido félico por TGA

TGA /DTG Acido félico

Pérdida de masa (%) Temperatura de degradacion (°C)

Experimental Reportada Experimental Reportada
8.99 - 150 108.22
12.62 - 262 265.98
34.17 - 262 - 411 404.26
32.21 - 571 694.46
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Figura 42. Termograma del acido félico: a) TGA y b) DTG.

En la Figura 43, se muestra la descomposicion térmica en dos etapas de la
carboximetilcelulosa pura: a) TGA y b) DTG, en donde se aprecia una pérdida
inicial de masa del 18.23% a 67 °C, lo cual se puede atribuir a la evaporacion del
agua ligada a la estructura del polimero. Posteriormente, una segunda
descomposicion térmica se observa a 295 °C con una pérdida maxima de masa
del 52.89% caracteristico de la CMC en donde ocurre la degradacion de las
cadenas del biopolimero con pérdida de didxido de carbono. Por otro lado, a 370
°C se aprecia la degradacion de las cadenas del polisacarido y finalmente,
presenta una masa residual de 28.86% a una temperatura de 590 °C, resultado

que esta acorde con el obtenido por El-Sayed et al., en el 2011.

Tabla 17. Pérdida de masa y temperatura de degradaciéon de la CMC por TGA

TGA /DTG Carboximetilcelulosa

Pérdida de masa (%) Temp. de degradacién (°C)
Experimental Reportada Experimental Reportada
18.23 15 67 75
52.89 39-75 295 289
- - 370 -
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Figura 43. Termograma de la CMC: a) TGAy b) DTG.

En la Figura 44, se muestra el termograma de las nanoparticulas de CMC-
AF obtenidas por spray drying: a) TGA y b) DTG, donde ocurrié una pérdida inicial
de masa de 17% a los 65 °C, lo cual se atribuye a la pérdida de agua ligada a la
estructura debido a que la CMC es higroscopica tras su desecacion.
Adicionalmente, se observd un desplazamiento de la segunda etapa de
descomposicon térmica de 262 a 274 °C con respecto al acido félico con una
maxima pérdida de masa de 43.90% debido a su interacciéon con la CMC y
finalmente, ocurrié otro desplazamiento de temperatura de descomposiciéon
térmica correspondiente a la tercera etapa de 571 a 581 °C con una pérdida de
masa de 11.97%, lo cual se atribuye a que la CMC le confiere una mayor
estabilidad térmica al acido fdlico para dejar una masa residual de 27.09% al

alcanzar los 589 °C.
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Tabla 18. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de las NP CMC-AF
obtenidas por spray-drying vs. acido félico

TGA /DTG Nanoparticulas CMC-AF por spray drying

Pérdida de masa (%) Temperatura de degradacion ('C)
Complejo CMC-AF  AF Complejo CMC-AF AF
17 - 65 -
- 8.99 - 150
43.90 12.62 274 262
11.97 34.17 - 411
32.21 581 571

Figura 44. Termograma de las nanoparticulas de CMC-AF, obtenidas por spray
drying: a) TGAy b) DTG.

De acuerdo con los resultados obtenidos por termogravimetria, el acido
folico comienza a degradarse a temperaturas mas elevadas debido a su
interaccidon con la carboximetilcelulosa, lo cual es similar a lo obtenido por Alupei
et al. en el 2016, ya que dichos investigadores reportaron que las nanoparticulas
de quitosano con acido fdélico que sintetizaron en un paso, presentaron una

maxima pérdida de masa de 39.73% en el rango de 249 -306 'C de acuerdo a su
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analisis termogravimeétrico, lo cual se debe a acido folico injertado en la cadena del
polimero. De igual manera, Movagharnezhad y Moghadam en el 2016 reportaron
que el copolimero formado entre la carboximetilcelulosa con hexametilendiamina y
acido folico presento tres etapas de degradacién térmica, donde la segunda etapa
presentd una maxima pérdida de masa del 32% en el rango de 131 a 340 °C, lo
cual se debe al desprendimiento de hexametilendiamina unida con el acido fdlico

de las cadenas del polimero de carboximetilcelulosa.

En la Figura 45, se muestra el termograma de una mezcla que contiene
carboximetilcelulosa y acido félico: a) TGA y b) DTG, donde se observa una
pérdida inicial de masa del 4.77% al alcanzar los 32 “C debido a la presencia de
humedad. Seguida de una segunda pérdida de masa del 7.03% a 141 °C lo cual
es cercano a la primera etapa de degradacion del acido folico que ocurre a 150 °C.
Al alcanzar los 260 ‘C se observa una tercera etapa de degradacion de la mezcla
con una pérdida de masa del 13.39%, lo cual corresponde a la tercera etapa de
degradacion del acido félico (12.62% a los 262 ‘C). En comparacion con los
resultados obtenidos para el complejo formado entre el biopolimero de CMC y la
vitamina B9, se observo que la segunda etapa de degradacion ocurrié a los 274 °C
mientras que en la mezcla ocurre a los 262 °C, lo cual corrobora la interaccion
entre ambos. Finalmente, el mayor porcentaje de pérdida de masa fue de 76.78%
alos 540 °C con una masa residual de 1.97% al alcanzar los 589 °C.

Tabla 19. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de forma comparativa del
complejo de CMC-AF y una mezcla de CMC con AF

TGA /DTG Complejo CMC-AF vs. Mezcla

Pérdida de masa (%) Temp. de degradacién (°C)
CMC-AF  MEZCLA CMC-AF MEZCLA

17 4.77 65 32
- 7.03 - 141
43.90 13.39 274 260
11.97 76.78 581 540
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Figura 45. Termograma de una mezcla de CMC y AF: a) TGAy b) DTG.

En la Figura 46, se muestra el termograma de nanoparticulas de CMC-AF
obtenidas a través de emulsion inversa: a) TGA y b) DTG, donde se observan
cuatro etapas de degradacion térmica, donde la primera etapa presenta una
pérdida de masa del 21.18% a los 159 °C, lo cual es cercano a la primera etapa
de degradacion del acido félico. Seguida de una maxima pérdida de masa de
27.65% a los 270 °C, la cual es una temperatura intermedia entre la segunda
etapa de degradacion del acido folico (262 °C) y de la carboximetilcelulosa a los
295 °C, debido a la interaccion entre ambos. Con respecto a la tercera etapa de
degradacion, tiene una pérdida de masa del 13.90% a los 329 °C, dicha
temperatura corresponde a la segunda etapa de degradacion de la CMC, la cual
se desplazo de 295 °C a 329 °C debido a su interaccion con el surfactante (Span
80) el cual tiene su punto de fusion cercano a los 300 'C, segun lo reportado por
Sagiri et al.,, en el 2012. Finalmente, se observa otro desplazamiento de la
temperatura correspondiente a la ultima etapa de degradacion del acido folico de
411 °C a 513 'C con una pérdida de masa del 14.19% y una masa residual de
23.67% alos 590 °C.
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Tabla 20. Pérdida de masa en funcién de la temperatura de las NP de CMC-AF
obtenidas por nanoemulsion inversa

TGA /DTG Nanoparticulas CMC-AF por emulsién inversa

Pérdida de masa (%) Temp. de degradacién (°C)

CMC-AF AF CMC-AF AF
21.18 8.99 159 150
27.65 12.62 270 262
13.90 34.17 329 262-411
14.19 32.12 513 571

Figura 46. Termograma de nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por nanoemulsién
inversa: a) TGAy b) DTG.

Las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas mediante nanoemulsion inversa
presentaron una etapa adicional de degradacion en comparacion a las
nanoparticulas obtenidas por spray drying debido a la presencia del surfactante.
De acuerdo con Alupei et al. en el 2016, dichos investigadores obtuvieron
nanoparticulas de quitosano con acido fdlico mediante nanoemulsiéon, como

segundo método, usando como surfactante Span 80 y glutaraldehido como agente
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entrecruzante y de acuerdo con el analisis termogravimétrico que realizaron,
reportaron cinco etapas de degradacion térmica donde la primera y segunda etapa
ocurrié en un rango de 62.22 a 214 °C con una pérdida de masa de 23.6%, debido
a la pérdida de agua ligada a la estructura y a la degradacién del agente
entrecruzante. Para la tercera etapa de degradacion observaron una maxima
pérdida de masa de 23.6% en el rango de 271.5 -339.4 °C, lo cual se atribuye por

lo tanto al surfactante y a la degradacion de la cadena del polimero.

4.12 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El estudio de la influencia del tratamiento térmico sobre la microestructura
de un polimero mediante calorimetria diferencial de barrido permite conocer las
condiciones en las que el material podra ser procesado y empleado

industrialmente.

En la Figura 47, se muestra la curva DSC del acido félico donde se aprecia
una primera transicién endotérmica como un pico a 152 °C con una entalpia de 3.5
kd/g correspondiente a la pérdida del resto de acido glutamico (resultado que se
correlaciona con el obtenido por TGA/DTG); seguida de dos transiciones
exotérmicas a 355 °C y a 550 °C con una entalpia de 6.5 kJ/g, lo cual
corresponde a la temperatura de cristalizacion con el consiguiente reacomodo de
la estructura del AF, dicho resultado es similar al obtenido por Vora et al., en el

2004 como se muestra en la tabla 21.

Tabla 21. Transiciones térmicas del AF por DSC

Calorimetria diferencial de barrido de AF

Transiciéon Temperatura Entalpia Temperatura  Entalpia rep.
Exp. (C) AH (kJ/g) Reportada ("C) AH(J/g)
Endotérmica 152 3.5 184.01 391.8
Exotérmica 355 6.5 208 76.34
550 282 983.6
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Figura 47. Curva DSC del acido félico.

En la Figura 48, se muestra la curva DSC de la carboximetilcelulosa pura,
donde se observa una transicion endotérmica a los 75 °C aproximadamente.
Ademas de dos picos exotérmicos a 298 °C y a 371° C con entalpias de 7.5 kJ/g y
1.5 kJ/g, respectivamente. Lo anterior se debe a la despolimerizacion de la CMC
por la escision de los enlaces glicosidicos, seguido de la combustion de los
productos degradados, dicho resultado corresponde al obtenido por Hebeish et al.,

en el 2015 como se muestra en la tabla 22.

Tabla 22. Transiciones térmicas del CMC por DSC

Calorimetria diferencial de barrido de CMC

Transicion Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia rep.
Exp. (C)  AH(kJ/g) reportada(’C)  AH(kJ/g)

Endotérmica 75 - 76 12
Exotérmica 298 7.5 208 3.61
371 1.5 380 -
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Figura 48. Curva DSC de la carboximetilcelulosa.

En la Figura 49, se muestra la curva DSC obtenida de las nanoparticulas de
CMC-AF obtenidas por spray-drying donde se observa una transicion endotérmica
a los 75 °C aproximadamente. Por otro lado, se aprecia una transicion exotérmica
a los 276 °C con una entalpia de 3.4 kJ/g, seguida de una segunda transicion
exotérmica, la cual presenta un desplazamiento de 355 a 411 °C, con respecto al
acido fdlico debido a su interaccion con la carboximetilcelulosa y finalmente, se
observa un pico exotérmico a 581 °C, lo cual se correlaciona con el resultado
obtenido por TGA.

Tabla 23. Transiciones térmicas de NP CMC-AF vs AF por DSC

NP de CMC-AF AF
Transicion Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia exp..
Exp. ('C)  AH(kJ/g) Exp. (°C) AH(kJ/g)

Endotérmica 75 - 152 3.5

Exotérmica 276 34 355 6.5
411 - 550 -
581 -
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Figura 49. Curva DSC de las nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por spray drying.

En la Figura 50, se muestra la curva DSC de una mezcla de CMC y AF
donde se observa una transiciéon endotérmica a los 141 °C con una entalpia de 1.3
kd/g, debido a la presencia de humedad; seguida de una segunda transicién
exotérmica a los 210 °C con una entalpia de 2.1 kJ/g . Mientras que a los 349 °C
se observa una tercera transicion exotérmica con una entalpia de 10.5 kJ/g, el cual
corresponde a la primera etapa exotérmica del AF (355 °C). Finalmente, se

aprecia una cuarta transicion exotérmica a 534 °C con una entalpia de 11 kJ/g.

Tabla 24. Transiciones térmicas de una mezcla CMC y AF por DSC

Mezcla de CMC y AF AF
Transicion Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia rep.
Exp. (°C) AH reportada AH (kJ/g)
(kJ/9) (C)
Endotérmica 141 1.3 76 -
Exotérmica 210 2.1 208 -
349 10.5 380 -
534 11 - -
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Figura 50. Curva DSC de una mezcla de CMC y AF.

En la Figura 51, se muestra la curva DSC de nanoparticulas de CMC-AF
obtenidas por emulsién inversa donde se aprecia una transicion endotérmica a los
161 °C con una entalpia de 2.1 kJ/g, lo cual se debe a la presencia del surfactante
por lo cual es necesario absorber una mayor cantidad de calor; seguida de una
transicion exotérmica en un rango de 259 °C a 333 °C con una entalpia de 4.5
kd/g, donde al superar la temperatura de 300 °C, se termina de degradar el

surfactante Span 80 de acuerdo a lo reportado por Sateesh et al., en el 2012.

Tabla 24. Transiciones térmicas de NP CMC-AF por nanoemulsion inversa versus
AF por DSC

Calorimetria diferencial de barrido de NP CMC-AF por
nanoemulsién inversa vs AF

Transicion Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia exp.
Exp. ('C) AH (kJ/g) Exp. (°C) AH(kJ/g)

Endotérmica 161 2.1 152
Exotérmica 259-333 4.5 355 -
550
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Figura 51. Curva DSC de nanoparticulas de CMC-AF obtenidas por nanoemulsién
inversa.
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5.- CONCLUSIONES

A partir de la investigacion realizada en el presente trabajo, se muestran las

siguientes conclusiones:

e A través del analisis estructural, se corrobor¢ la interaccion entre el acido
félico y la carboximetilcelulosa en solucion.

e También se pudo determinar que para el secado por aspersion se generan
cumulos de particulas dispersas, con forma esférica y superficie lisa.
Mientras que a través de emulsion inversa, las particulas quedan
embebidas en la matriz de carboximetilcelulosa. Adicionalmente, se obtuvo
un tamano promedio en el orden nanométrico de las particulas obtenidas
por ambos métodos, presentando un menor tamafo aquellas con el mayor
contenido de acido fdlico.

e Por otro lado, la eficiencia de encapsulado del acido félico en las
nanoparticulas obtenidas a través del secado por aspersion fue de 90%
mientras que la eficiencia de las nanoparticulas obtenidas por emulsién
inversa fue de entre 87-90%, con lo cual se considera a la
carboximetilcelulosa como un buen material encapsulante.

e Finalmente, mediante el analisis térmico se demostré una mayor estabilidad
del acido folico conferido por la carboximetilcelulosa, empleando como

meétodo encapsulante el secado por aspersion.
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6.- Perspectivas

La nanoencapsulacion de acido folico usando como agente encapsulante a
la carboximetilcelulosa, siendo el mejor método para dicho objetivo el spray drying,
representa una alternativa viable para adicionar alimentos con acido folico de alto
consumo en México como los productos hechos a base de maiz. Dado el sesgo de
memoria relacionado con el consumo de comprimidos de acido félico antes de la
concepcion, se propone cumplir con la dosis diaria recomendada de vitamina B9 a
través de un alimento, por lo tanto el producto obtenido en este proyecto dada sus
caracteristicas, es factible incorporar en alimentos principalmente para habitantes
con habitos dietéticos inadecuados. Por lo cual, se propone estudiar la
incorporacion de las nanoparticulas en alimentos de facil acceso, durante su
preparacion o bien en producto terminado y realizar un estudio de la cinética de

liberacion del AF in vitro.
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