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Resumen

Diversos antioxidantes naturales, como la quercetina, rutina o catequina, presentes por
ejemplo en las uvas, tienen importantes aplicaciones en la industria alimentaria y
farmacéutica, pero estas aplicaciones estan limitadas por una baja estabilidad, solubilidad
y biodisponibilidad del compuesto. En este TFM, se estudiara el desarrollo de
formulaciones que mejoren estas caracteristicas mediante la encapsulacion de rutina en
materiales portadores como el Eudragit®, y se realizara de forma experimental la
encapsulacion mediante la técnica Supercritical Anti Solvent (SAS) con CO..

Para caracterizar la morfologia y el tamano de las particulas obtenidas en este proceso se
han utilizado la microscopia electronica de barrido (SEM) y la difraccion de rayos X, cuyos
resultados evidencian mejores caracteristicas respecto al compuesto sin tratar. Con el
objetivo de corroborar estos resultados, se realizdé un estudio mediante espectrofotometria
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).

Por dltimo, se ha determinado la cantidad de rutina presente en el producto final utilizando
la técnica espectroscopica ultravioleta visible (UV-Vis), obteniendo resultados favorables,
gue denotan una correcta encapsulacion del compuesto.

Con este trabajo, se ha comprobado que la técnica SAS es una herramienta prometedora
para encapsular compuestos alimentarios que contribuyan a mejorar la calidad de vida y
la salud de las personas.

Palabras clave

Proceso SAS, rutina, Eudragit®, CO2 supercritico, encapsulacion.

Abstract

Several natural antioxidants, such as quercetin, rutin or catechin, present for example in
grapes, have important applications in the food and pharmaceutical industry, but these
applications are limited by low stability, solubility and bioavailability of the compound. In
this project, the development of formulations that improve these characteristics by rutin
encapsulation in carrier materials such as Eudragit® will be studied, and the encapsulation
will be experimentally performed using the Supercritical Anti Solvent (SAS) technique with
COa.

To characterize the morphology and size of the particles obtained in this process, scanning
electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction have been used. Results show better
characteristics with respect to the untreated compound. In order to corroborate these
results, a study was carried out using Fourier transform infrared spectrophotometry (FT-IR).
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Finally, the amount of rutin present in the final product was determined using the
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopic technique, obtaining favorable results, which
denote a correct encapsulation of the compound.

With this work, it has been proven that the SAS technique is a promising tool for

encapsulating food compounds that contribute to improving the quality of life and health
of people.

Key words

SAS process, rutin, Eudragit®, supercritical CO2, encapsulation.
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1. Introduccién y objetivos

1.1. Introduccion

Los polifenoles son una fuente principal de antioxidantes para el ser humano [1]. Son
derivados de las plantas y se consumen en la dieta en forma de frutas, verduras, especias
y hierbas en la dieta. La ingesta de polifenoles varia ampliamente entre culturas, grupos
étnicos e incluso dentro de una misma localizacion geografica [2, 3].

Una gran parte de los polifenoles de la dieta se consumen en forma de flavonoides, aunque
los habitos culturales y dietéticos de cada lugar dictan las formas de polifenoles que se
consumen. Por ejemplo, en los paises del noreste de Asia, como China y Japén, las
isoflavonas son la principal fuente de polifenoles junto con otros flavonoides derivados de
tés, verduras y frutas [2, 3]. En los paises del sureste de Asia, como la India, un porcentaje
importante de la poblacién consume grandes cantidades de curcumina como resultado de
la ingesta de las especies de la clrcuma [4]. En los paises europeos, una gran poblacion
consume lignanos como resultado de la ingesta del salvado de cereales, panes integrales
0 aceites de semillas de lino [2, 3].

La mayoria de la poblacion toma cantidades suficientes de polifenoles en la dieta y disfruta
de los efectos beneficiosos de su consumo. Sin embargo, un gran porcentaje de adultos
que vive en paises occidentales y desarrollados y una poblacion adulta mas pequena, pero
creciente, que vive en paises en vias de desarrollo, no toma la cantidad suficiente de
polifenoles en la dieta. La causa de esta falta de interés se atribuye al ritmo de vida cada
vez mas acelerado, a la falta de tiempo y al aumento de los alimentos procesados y las
cadenas de comida rapida en todo el mundo [5-7].

Cada vez mas, las personas desean tomar suplementos o complejos vitaminicos que les
proporcionen los mismos efectos beneficiosos de los polifenoles de la dieta, sin comer o
comiendo cantidades minimas de frutas y verduras [5]. Ademas, los polifenoles de la
familia de los flavonoides tienen un interés creciente debido a su utilizacion en el
tratamiento de muchas enfermedades que afectan a los seres humanos. Numerosos
estudios sobre estos compuestos han coincidido en sus propiedades anticancerigenas,
antioxidantes, antipiréticas, analgésicas, antiinflamatorias y antivirales, entre otras [8-
12].

Por otra parte, la demanda de alimentos nutritivos, funcionales y saludables por parte de
los consumidores ha llevado a la industria alimentaria a investigar nuevas tecnologias
capaces de producir ingredientes con mejores propiedades fisicoquimicas utilizando estos
compuestos, ya que por si solos, los flavonoides poseen una estabilidad baja [13], pueden
perder gran parte de su biodisponibilidad tras su consumo, durante su paso por el tracto
gastrointestinal [14, 15] y su solubilidad en agua es muy reducida [16]. Por este motivo,
el tipo de tecnologia que se emplee para la mejora de estas propiedades desempena un
papel importante [13].

Tradicionalmente, las técnicas de micronizacion se utilizaban en la industria farmacéutica,
pero en las Ultimas décadas varios estudios han revelado su inmenso potencial en la
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industria alimentaria. La reduccion del tamano de las particulas y el aumento de la
superficie de contacto aumentan las propiedades funcionales y fisicoquimicas, como la
capacidad de retencion de agua, la solubilidad y la capacidad antioxidante [17].

Si estas microparticulas con propiedades mejoradas se encapsulan, se consiguen otras
ventajas como la proteccion del compuesto activo de su rapida degradacion. Las multiples
aplicaciones de los materiales encapsulados en las industrias farmacéutica, alimentaria,
cosmética, textil y biomédica en los Ultimos anos hacen que este tipo de proceso sea muy
atractivo y se haya potenciado su investigacion [18].

Las técnicas convencionales para la encapsulaciéon de microparticulas suelen estar
asociadas a un impacto medioambiental adverso debido a las grandes cantidades de
disolventes organicos, tensioactivos y otros aditivos utilizados, lo que provoca emisiones
de compuestos organicos volatiles y otros flujos residuales. Ademas, la combinacion de
altas temperaturas y productos quimicos necesarios en la mayoria de estos procesos
pueden provocar la degradacion de los compuestos encapsulados [18].

Una de las técnicas mas prometedoras es la encapsulacion basada en fluidos
supercriticos, debido al uso reducido de disolventes organicos, a la baja temperatura del
proceso para alcanzar el estado supercritico, a la capacidad de disolver compuestos
bioactivos solubles en lipidos [13] y a su posible aplicabilidad a escala industrial [19-22].
Ademas, estos fluidos no imponen ningln efecto negativo sobre la salud humana vy el
medio ambiente [17].

La encapsulacion consiste en atrapar ingredientes activos sensibles como los
antioxidantes, los flavonoides, las vitaminas, los aceites insaturados, las enzimas o las
células en una envoltura o capsula. El resultado es un polvo de pequeno tamano con mayor
estabilidad quimica y una proteccion superior contra la luz, la humedad, la temperatura, el
pH o el oxigeno [19, 20]. El material atrapado puede ser liquido, sélido o gaseoso; y
también se conoce como material del nucleo, activo o relleno. El material de recubrimiento
o portador también puede denominarse capsula, material de pared o membrana. La
capsula puede estar hecha de azlcares, proteinas, polisacaridos naturales y modificados,
lipidos o polimeros sintéticos [19].

Desde el punto de vista tecnolégico, hoy en dia, supone un reto preservar la actividad de
estos ingredientes activos y se complica alin mas por la creciente demanda de compuestos
en polvo que estén libres de residuos de disolventes y que tengan un impacto infimo en
los parametros de calidad de los alimentos y medicamentos una vez incorporados a la
formulacion. En particular, la encapsulacion basada en fluidos supercriticos ofrece el
beneficio de preparar formulaciones en polvo libres de trazas de disolventes, con altas
eficiencias de encapsulacion, un alto porcentaje de ingrediente activo y un escalado
sencillo [20, 23] y, concretamente, la encapsulacion con didoxido de carbono supercritico
(scCO2) representa una tecnologia verde capaz de producir ingredientes funcionales con
una estabilidad mejorada, una alta carga y una proteccion frente a los agentes
ambientales.
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Ademas, permite ajustar parametros del proceso, como la temperatura, la presion y el
caudal, haciendo que la muestra resultante pueda disenarse facilmente para adaptar la
liberacion controlada del compuesto activo, o para alcanzar niveles especificos de sabor,
olor y color [13]. Por esta razon, es el fluido supercritico mas utilizado en los procesos de
encapsulacion debido a su baja toxicidad, su bajo coste, su facil eliminacion y su no
inflamabilidad [22] y posee una alta volatilidad, una temperatura critica suave (31 °C) y
una presion critica baja (73,8 bar) [24].

Entre las técnicas de encapsulacion supercritica existentes, las que utilizan scCO2 como
antisolvente tienen mas probabilidades de éxito en las aplicaciones industriales porque
los compuestos alimentarios son generalmente poco solubles o incluso insolubles en
scCO2 [22]. Concretamente, uno de los procesos mas versatiles para la encapsulacion con
scCO2 es el proceso de antisolvente supercritico (SAS), en el que el soluto de interés se
disuelve primero en un disolvente convencional y, esta disolucion, se pulveriza de forma
continua junto con el scCO2 en una camara a presion y temperatura constantes. El CO2 a
alta presion actla como antisolvente, disminuyendo la solubilidad de los solutos en la
mezcla. Por tanto, se produce una sobresaturacion que conduce a la formacion de nucleos
y microparticulas. También es posible producir coprecipitados poliméricos en un Unico
paso, utilizando un polimero soluble en el mismo disolvente que el compuesto activo [25].

1.2. Objetivo del proyecto

Los flavonoides, como antes se ha indicado, son compuestos fendlicos que forman parte
de la dieta humana. Estos, se encuentran presentes en verduras, semillas, frutas y en
algunas bebidas, como en vino o la cerveza. Al principio no se comprobd su accion sobre
la salud del organismo, pero mas tarde se demostraron los valiosos efectos que producen,
gracias a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres, a sus efectos
antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos y la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancer y diversas patologias [26].

Los compuestos fendlicos interactdan con otras macromoléculas en los alimentos o, una
vez ingeridos, en la digestion; lo que afecta significativamente a su bioaccesibilidad en el
organismo [27]. Como consecuencia de esto, el cuerpo absorbe una muy pequehna
cantidad de ellos.

La encapsulacion de estos ingredientes activos es un método que puede influir
positivamente en la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad en el cuerpo humano, ya que
garantiza el recubrimiento del componente activo y su entrega dirigida a una parte
especifica del organismo, ademas de su liberacion de manera controlada [28].

En el presente proyecto se estudid la encapsulacion de rutina, un flavonoide presente en
algunas plantas y frutas, en Eudragit® mediante la técnica de coprecipitacion SAS en unas
condiciones de temperatura, presion y caudal prefijadas y constantes durante todos los
ensayos. El objetivo fue desarrollar una formulacion que permitiese mejorar la
bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de la rutina para poder utilizar la muestra resultante
en aplicaciones dentro de las industrias alimentaria y farmacéutica.

Master en Ingenieria Industrial 11
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2. Estado del arte

2.1. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de sustancias naturales con estructuras fendlicas que se
encuentran presentes en frutas, verduras, cereales, cortezas y flores, aparte de alimentos
como el cacao, el té y el vino [28]. Son los responsables del color y el aroma de las flores
y atraen a los polinizadores, contribuyendo a la dispersion de los frutos para ayudar a la
germinacion de semillas y esporas [29], ademas de actuar como agentes protectores para
el organismo ante los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental o sustancias quimicas
presentes en los alimentos [28].

Fueron descubiertos por el cientifico hingaro Albert Szent-Gyorgyi, que gand el premio
Nobel de Fisiologia y Medicina en 1937 y quien les otorgd el nombre de “vitamina P”. A
partir de ahi, han ido ganando interés por parte de los investigadores, de tal modo que hoy
en dia son el grupo de polifenoles mas estudiado por su poder terapéutico frente a una
gran variedad de enfermedades [30].

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que tienen propiedades de
quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les aporta una gran capacidad
antioxidante. Su estructura quimica consta de un esqueleto carbonado C6-C3-C6, donde
los componentes C6 son anillos de fenilos A y B, ligados mediante un anillo C. Si el anillo
C es un pirano heterociclico, produce catequinas y antocianidinas; y si el anillo C es una
pirona, produce flavonoles, flavonas, isoflavonas y flavanonas [28-31]. Las distintas
variedades de flavonoides se diferencian en la concentracion de saturacion y en los
sustituyentes del anillo C, mientras que los compuestos individuales, dentro de cada uno
de estos grupos, se distinguen por la sustitucion de los anillos Ay B [30]. Por ello, se han
identificado hasta 10.000 compuestos diferentes [31].

Y e

(A) (8) (&)
D E
goeElat
OH
(0] (o)

(D) (E)

Figura 1. Estructura quimica general de las principales clases de flavonoides. (A) Antocianidinas, (B) catequinas, (C)
flavonas, (D) flovonoles, (E) flavanonas y (F) isoflavonas.
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Estos compuestos no se producen de manera natural en el organismo, sino que deben
incorporarse en la dieta o en forma de suplementos [32] y se estima que su ingesta diaria
media por persona es de 23 mg. La transformacion de los flavonoides en el organismo
tiene lugar en el higado y en el colon, excretandose una parte importante en la orina [28].

Un aspecto fundamental para evaluar los efectos biolégicos que producen los flavonoides
en el ser humano es la bioaccesibilidad y, consecuentemente, la biodisponibilidad [27,
28]. La biodisponibilidad de las sustancias activas se define como la tasa o grado de
absorcion de estas a través de las células del tracto gastrointestinal. En cambio, la
bioaccesibilidad se define como el contenido del compuesto activo que se libera del
alimento en el tracto digestivo y que puede ser absorbido por este [27].

Los motivos por los que los flavonoides poseen una baja bioaccesibilidad se pueden deber
a su escasa estabilidad en soluciones acuosas o en el sistema digestivo, su dificil
absorcion a través de las membranas y su interaccion con otras macromoléculas
presentes en los alimentos durante el proceso [33].

2.1.1. Rutina

La rutina (C27H30016, cuya masa molecular es 610,517 g/mol) es un derivado natural de
la flavona, que se encuentra presente en el té verde, las semillas de la uva, la manzana,
el pimiento rojo o los citricos [28], y tiene aplicaciones en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica [34]. Desde el punto de vista quimico, se trata de un glucésido
compuesto por la aglicona flavonélica quercetina y el disacarido rutinosa (figura 2) [35].

OH

OH OH OH

OH

Figura 2. Estructura quimica de la rutina [36].

Este flavonoide posee funciones clinicamente beneficiosas en la prevencion de
enfermedades  [34], incluyendo  actividades  antioxidantes, citoprotectoras,
anticancerigenas, neuroprotectoras y cardioprotectoras [35]. Sin embargo, su escasa
biodisponibilidad, debido a su baja solubilidad en medio acuoso, su escasa estabilidad y
su limitada permeabilidad, suponen una limitacion en este campo [34, 37]. Una manera
de mejorar la solubilidad en agua es reducir el tamano de las particulas y/o encapsularlas
y asi aumentar la superficie de contacto del polifenol con el disolvente, lo que lleva a
obtener una mayor biodisponibilidad y actividad biolégica [37].

Es importante tener en cuenta el material de recubrimiento que se va a utilizar en el
proceso de encapsulacion del compuesto activo, debido a que puede tener un efecto
significativo en el éxito del proceso y en el patron de liberacion del activo encapsulado. La
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eleccion del material de soporte debe tener en cuenta una serie de parametros, como el
material que se va a recubrir y las caracteristicas deseadas de las microcapsulas finales.
Fundamentalmente, debe poseer propiedades estabilizadoras, encapsuladoras, térmicas
y nutricionales Utiles, ademas de ser econdmico, no reactivo y, a menudo, biodegradable
[38].

La técnica SAS puede utilizarse para coprecipitar una amplia gama de materiales
portadores y compuestos activos. La aplicacion mas sencilla de este proceso implica la
disolucion del material portador en la misma disolucion organica que el compuesto activo.
Las concentraciones iniciales de la sustancia activa y del material portador en esta
disoluciéon son parametros clave para determinar la morfologia de las particulas finales.
Otro parametro importante en la precipitacion con antisolvente supercritico es la
temperatura, ya que la interaccion entre los polimeros y el fluido supercritico puede
conducir a la separacion de fases liquido-liquido dando lugar a un precipitado no
homogéneo [38].

El uso de Eudragit® en la encapsulacion contribuye a liberar el farmaco de manera
controlada en el organismo y en el lugar deseado, consiguiendo terapias mas efectivas y
eliminando la posibilidad de suministrar una dosis inferior o superior a la necesaria.
Eudragit® son polimeros con diferentes grados de solubilidad que se utilizan para recubrir
compuestos activos [39].

Este tipo de polimeros ofrecen una proteccion frente a la humedad y el enmascaramiento
de olores y sabores. Ademas, son versatiles ya que la eleccion de un Eudragit® especifico
puede realizarse en funcion del tipo de liberacion del farmaco deseada. En el mercado
existen varios tipos de Eudragit® definidos como polimeros sensibles al pH, ya que son
solubles a diferentes valores de pH. En este trabajo se emplearon dos variedades de este
polimero. El primero fue Eudragit® E100, soluble en el jugo gastrico hasta un pH de 5y,
por tanto, utilizado generalmente en sistemas de liberacion inmediata. El otro fue
Eudragit® L100, que garantiza la liberacion del farmaco a valores de pH superiores a 6, a
partir de la seccion central del intestino delgado [40].

2.2. Encapsulacion de ingredientes activos

La encapsulacion es un proceso de produccion de pequenas particulas en el que el
compuesto activo se mezcla o se recubre con un polimero que lo protege de los efectos
negativos externos y que permite liberar el compuesto activo de manera controlada en el
organismo [34], ademas de mejorar su estabilidad quimica [13].

Muchos de los métodos de encapsulacion que existen, utilizan grandes cantidades de
disolventes organicos, elevadas temperaturas, requieren etapas de postratamiento para
eliminar los residuos del producto final, poseen un escaso control del tamano y la
morfologia de las particulas, ademas de una baja eficiencia. Todos estos inconvenientes
se pueden suprimir con la utilizacion de técnicas que utilizan fluidos supercriticos que,
ademas, reducen el tamano de las particulas, controlan la morfologia y la distribucion de
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tamanos sin degradar ni contaminar el producto, ademas de ser respetuosos con el medio
ambiente [18, 41, 42].

Un fluido supercritico es una sustancia que se encuentra por encima de su temperatura y
presion criticas. El punto critico representa la temperatura y la presién mas altas a las que
la sustancia puede coexistir como vapor y como liquido en equilibrio. Las propiedades
fisicas de los fluidos supercriticos suelen describirse como intermedias entre las de un
liquido y un gas. Suelen mostrar densidades similares a las de los liquidos, pero
viscosidades, conductividades térmicas y difusividades comparables con las de los gases.
Esto hace que tengan propiedades beneficiosas para la solubilizaciébn de farmacos, la
plastificacion de polimeros y la extraccion de disolventes organicos o impurezas, que son
caracteristicas afines a los liquidos; pero también, propiedades de transporte que se
asemejan a los gases, mejorando la transferencia de masa y promoviendo la selectividad
de las extracciones o las reacciones que se producen [38].

El fluido supercritico mas utilizado en las industrias farmacéutica y alimentaria es el scCOo,
porque es inerte, no téxico y se puede eliminar en su totalidad tras el proceso mediante
despresurizacion. Ademas, tiene una temperatura critica baja, que permite operar con
temperaturas cercanas al ambiente, evitando que se degrade el compuesto activo.
También se pueden variar sus propiedades fisicas modulando la presion y la temperatura,
lo que se puede utilizar en los procesos de encapsulacion para producir particulas de
tamano controlado y regular [43].

Particularmente, el proceso SAS esta basado en la miscibilidad completa de gran parte de
los disolventes organicos volatiles con scCOo, utilizando presiones moderadas (entre 80y
150 bar) [42]. Este proceso puede funcionar en modo discontinuo o semicontinuo [38]
(figura 3). En él, la disolucion formada por el disolvente organico y el compuesto activo se
pulveriza por la parte superior de un recipiente en el que el CO2 fluye en condiciones
supercriticas. El CO2 satura el disolvente liquido, dando lugar a la precipitacion del soluto
por el efecto antisolvente [44].

La cinética de formacion de las particulas por el método SAS es rapida en comparacion
con las técnicas que usan antisolventes liquidos, debido a las propiedades de transporte
favorables del scCO2 [38].
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Precipitador

.

Soluto micronizado

Disolvente liquido

Figura 3. Esquema del proceso SAS.

Para que el proceso SAS se lleve a cabo correctamente, tienen que darse dos condiciones:
en primer lugar, que el disolvente organico liquido y el scCO2 sean completamente
miscibles en las condiciones del proceso y, por ultimo, que el soluto sea insoluble en el
scCO». Esto se consigue trabajando por encima del punto critico de la mezcla entre el
disolvente organico y el CO2, ya que el equilibrio entre el disolvente y el CO2 puede verse
desplazado por la presencia del soluto en concentraciones relativamente altas [45]. Con
lo cual, trabajando a presiones y temperaturas por encima de las criticas, garantizamos la
insolubilidad del soluto en el CO2y, consecuentemente, la precipitacion de las particulas
del compuesto de interés [42].

Manipulando las condiciones de presion, temperatura, concentracion del soluto o
proporcion del disolvente frente al CO2 suministrado en el proceso SAS, se puede controlar
el tamano y la morfologia de las particulas y su estructura cristalina [42], tal y como se
explica a continuacion.

- A presiones mas altas, se produce un mayor grado de sobresaturacion del soluto,
una nucleacion mas rapida y, como resultado, un menor tamano de las particulas
[46].

- El tamano de las particulas aumenta con la concentracion del soluto. Cuando la
concentracion es baja, la saturacion seguida de la precipitacion se produce mas
tarde durante el proceso de expansion de las gotas. Este retraso permite que se
produzca la nucleacion, pero no un gran crecimiento de las particulas dentro del
tiempo de precipitacion y, como resultado, se generan particulas mas pequenas.
Cuando la concentracion es alta, las particulas precipitan pronto durante la
expansion y el crecimiento domina sobre la nucleacion, lo que conduce a un
aumento del tamano de las particulas [46].

- Eltamano de las particulas disminuye cuando aumenta el caudal de CO2. A medida
gue aumenta el caudal, el diametro inicial de la gota y el tiempo de evaporacion se
reducen, y el tamano medio de las particulas también lo hace [46].
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Por otra parte, es posible encapsular los compuestos activos en membranas poliméricas.
En este caso, la disolucion esta compuesta por dos solutos (el compuesto activo y el
polimero) y el disolvente que se quiera utilizar. La disolucion se pulveriza por la parte
superior del precipitador, dando lugar a una solucién micelar que, una vez sometida al
proceso SAS y tras despresurizar de forma repentina el scCO2, hace que el polimero crezca
sobre las particulas del compuesto activo ya precipitadas, originando particulas sélidas
con estructura micelar [42, 46].

La encapsulacion del ingrediente activo en Eudragit® ha sido estudiada por varios autores,
quienes comprobaron que se forman soluciones sélidas entre el Eudragit® y el compuesto
activo mediante enlaces de hidrégeno, convirtiendo el producto en estado amorfo. Estas
condiciones favorecen la biodisponibilidad del compuesto [47, 48]. Por este motivo, en
este proyecto se empled este polimero como material de recubrimiento para la rutina.

2.3. Purificacion del extracto y eliminacion del disolvente

Habitualmente, el producto final de un proceso de extraccidon no se puede utilizar
directamente en aplicaciones practicas. Este producto puede contener compuestos no
deseados que deben ser eliminados y, es por ello, especialmente importante la eliminacion
de los disolventes utilizados en el proceso de extraccion, si estas sustancias no pueden
permitirse en el producto final o debido al coste que supone el proceso de su eliminacién
o postratamiento. Ademas, las propiedades fisicas (tamano y morfologia de las particulas,
estructura cristalina, etc.) suelen ser tan importantes como la composicién quimica del
producto y pueden desempenar un papel fundamental en la actividad bioldgica y las
aplicaciones practicas del material [49].

En los productos farmacéuticos y alimentarios suele haber cantidades remanentes de
disolventes como resultado de las técnicas empleadas para su produccion. La creciente
concienciacion de la sociedad respecto a la salud ambiental y humana ha inspirado nuevos
enfoques tecnolégicos que permiten reducir o, en algunos casos, eliminar por completo
los disolventes de los productos finales. Por supuesto, la mejor estrategia para lograr este
fin es evitar por completo el uso de disolventes toxicos en cada proceso, pero en los casos
en los que esto no es posible, se requieren técnicas de eliminacion de disolventes [50].

Los disolventes organicos pueden acumularse en el cuerpo y causar diferentes efectos
perjudiciales para la salud. Por ello, la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos) ha clasificado los disolventes residuales en tres clases, seglin su riesgo
potencial para la salud humana y ha establecido unos limites de uso por parte de las
industrias de estos disolventes [50, 51]:

- Clase 1: disolventes que deben evitarse por ser potencialmente cancerigenos,
ademas de ser peligrosos para el medio ambiente. Estos estan limitados a 2-1500
ppm. Ejemplos de este tipo de disolventes son el hexano o el 1,1 y 1,2-
dicloroetano.
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- Clase 2: disolventes limitados, causantes de una toxicidad irreversible como la
neurotoxicidad. Los limites de este tipo se encuentran entre 50 y 3000 ppm. El
hexano, la piridina y el metanol forman parte de este grupo de disolventes.

- Clase 3: disolventes con bajo potencial toxico para el ser humano, donde no es
necesario un limite de exposicion basado en la salud. Las concentraciones
inferiores a 5000 ppm se consideran aceptables para esta clase de disolventes. El
etanol, la acetona o el acetato de etilo estan incluidos en esta lista.

Por otro lado, la Comision Europea ha publicado una directiva vinculada a los disolventes
permitidos en la industria alimentaria [52]. Se han establecido varios limites en funcién
del proceso en el que se utiliza el disolvente. Algunos se aceptan para cualquier uso si el
proceso cumple con unas buenas praxis en su fabricacion. Siendo estos: el propano, el
butano, el acetato de etilo, el etanol, el didoxido de carbono, el 6xido nitroso y la acetona
[49].

Para eliminar los disolventes presentes en el producto final es necesario manipular
algunas variables fisicoquimicas, siendo las mas habituales la presion y la temperatura,
como ocurre en el método SAS. Esto, normalmente, implica un cambio de fase de al menos
uno de los componentes de la mezcla inicial, lo que consume una cantidad considerable
de energia. De hecho, se estima que el 60 % de la energia consumida en la industria
farmacéutica se debe al uso de disolventes durante la producciéon de compuestos activos
[53].

En este proyecto, al utilizar el método SAS, se evitan los pasos posteriores al
procesamiento, el filtrado y el secado de los cristales formados, necesarios en un proceso
de cristalizacion convencional, debido a que se obtiene directamente un producto seco
[49].

En el siguiente capitulo se describiran los materiales empleados en los estudios
experimentales, asi como los compuestos quimicos, los equipos utilizados y el
procedimiento seguido.
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3. Metodologia y desarrollo experimental

3.1. Reactivos
Los reactivos empleados en el presente trabajo se describen a continuacion:

- Hidrato de rutina, C27H30016 - X H20 (= 94 % (HPLC), en polvo. Sigma-Aldrich. CAS:
207671-50-9).

- Eudragit® E100 (copolimero compuesto por metacrilato de dimetilo, metacrilato de
butilo y metacrilato de metilo en proporcion 1:2:1, en granulos. Evonik Industries.
CAS: 24938-16-7).

- Eudragit® L100 (copolimero de acido metacrilico y metilmetacrilato en proporcion
1:1, en polvo. Evonik Industries. CAS: 25086-15-1).

- Alcohol etilico deshidratado absoluto, CoHsO (99,9 %. Davila Villalobos. CAS: 64 -
17-5).

3.2. Descripcion del proceso

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé la técnica de precipitacion con antisolvente
supercritico (SAS), con el objetivo de producir rutina pura y encapsular la rutina en
Eudragit® para mejorar su biodisponibilidad, su estabilidad y su solubilidad en sustancias
polares, como el agua. Para hacer la disolucion se empledé como disolvente organico
etanol.

En la figura 4 se muestra el diagrama de flujo del proceso SAS. El sistema consta de dos
bombas, una se utiliza para inyectar la disoluciéon y otra para bombear el CO> al interior del
precipitador. En la parte inferior del precipitador hay un filtro de particulas donde queda
retenida la muestra sélida y, a continuacion, otro filtro para eliminar del disolvente los
restos soOlidos que puedan haber quedado. Posteriormente, hay un separador que se
encarga de escindir la corriente en dos: por la parte inferior se recoge el disolvente residual
y por la parte superior se evacla el CO-.
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Figura 4. Diagrama de flujo del proceso SAS.

C02 Precipitador

3.3. Experimentos para la encapsulacion de particulas

En este proyecto, el proceso SAS se operd de manera semicontinua, con unas condiciones
de presion y temperatura de 100 bar y 40 °C. Los caudales de la disolucion y del
antisolvente fueron de 5 ml/miny de 2 kg/h, respectivamente.

En cuanto a la disolucion, se utiliz6 en todos los ensayos 1 g de rutina en 300 ml de etanol
y la proporcion en masa empleada entre la rutina y el Eudragit fue 1:1y 1:2, para optimizar
la encapsulacion de las particulas.

Por otro lado, para controlar las variables del proceso hicieron falta varios instrumentos
gue se describen a continuacion. Para medir la temperatura del proceso se colocd una
termorresistencia Pt-100 en el interior del recipiente de precipitacion con una precision
de + 0,1 K. Para regular la presion se utilizé un medidor de presion digital DESIN TPR-10
(DESIN Instruments, Espana), con una precision de £0,05 MPa. En cuanto al flujo de masa
de CO,, se controld con un caudalimetro de coriolis (Sensor MICRO Motion Elite
CMFO10NB, Transmisor MICRO Motion Elite RFT9739), con una precision de +0,01 kg/h.

La figura 5 muestra la planta SAS utilizada en este trabajo. ElI CO2 utilizado en el proceso
se tomo de una bombona de gas y se comprimio posteriormente con la bomba dosificadora
para alcanzar la presion deseada en la camara del precipitador [54]. En la banera se
precalentd hasta la temperatura de operacion seleccionada y posteriormente se introdujo
en el precipitador de forma continua durante todo el experimento.
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Figura 5. Planta SAS.

Una vez estabilizadas las condiciones de operacion, se inyecté disolvente puro en el
precipitador y, a continuacion, la disolucion de rutina y Eudragit® en etanol, utilizando una
bomba cromatografica de piston. La disolucion se inyectdé de forma continua en el
recipiente de precipitacion a través de un capilar de 1/16 pulgadas. El precipitador es un
recipiente encamisado con un volumen interno de 2,5 litros.

Debido a la sobresaturacion del recipiente, la rutina precipita [54] y, una vez finalizado el
proceso, se recogid la muestra en un filtro ubicado en el fondo del recipiente del
precipitador, que consiste en un disco metalico poroso empleado como soporte de un filtro
de material polimérico con un tamano de poro de 0,1 um. El disolvente condensado tras
la despresurizacion se recogio en un separador flash y el CO2 en fase gas se ventilo.

El proceso SAS consta de tres pasos, que han sido repetidos en cada uno de los
experimentos. En primer lugar, se introducia el CO2 supercritico en el precipitador hasta
alcanzar las condiciones de presion y temperatura deseadas (en este caso 100 bar y 40
°C, respectivamente). Durante todo el experimento, estas condiciones se mantuvieron
constantes. A continuacion, se procedia a inyectar la disolucién con una velocidad de 5
ml/min. Finalmente, una vez introducida toda la disolucion en el recipiente, el flujo de CO2
supercritico se mantenia constante durante 30 minutos mas con el objetivo de eliminar el
disolvente organico restante del precipitado y que este se encontrara totalmente seco.
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Una vez concluidos estos tres pasos, el precipitador se descomprimia con ayuda de la

valvula de contrapresion y las particulas se recogian del filtro y las paredes del recipiente
para su posterior analisis.

3.4. Equipos individuales

En cuanto a los equipos individuales utilizados durante el desarrollo experimental, se
mencionan a continuacion:

- Bomba de pistén Gilson 305. Esta se utilizé para la alimentacion de la disolucion

de compuesto activo y agente encapsulante al interior del precipitador con una
velocidad de 5 mil/min.

*E‘E'Lm‘ *

Figura 6. Bomba de piston Gilson 305.

- Bomba dosificadora Dosapro Milton Roy Milroyal® modelo 140.S tarada en 140 bar
con alivio hidraulico y sistema antirretorno. Esta se empleé para bombear el CO».

Figura 7. Bomba dosificadora Dosapro Milton Roy Milroyal® modelo 140.S.
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- Valvula/regulador de contrapresion GO regulator modelo BP-66. Esta se utiliz6 para
descomprimir el recipiente precipitador.

oF
o3 cul\"‘@ )
PARTANDY

Figura 8. Valvula de contrapresion GO regulator modelo BP-66.

- Camara de precipitacion. Esta se empled para precipitar las particulas de rutina
pura tras su micronizacion y las particulas de rutina encapsuladas en Eudragit®.

Figura 9. Precipitador.
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- Filtro de particulas situado en la parte inferior del precipitador. En él qued6 retenida
la muestra de rutina seca tras el proceso.

Figura 10. Filtro situado en la parte inferior del precipitador. (a) Componentes del filtro, (b) detalle del filtro metalico de
particulas.

- Filtro. El elemento filtrante es de acero inoxidable y esta formado por cinco capas
de malla 316 que se sinterizan juntas para formar un elemento poroso integrado.
Estos elementos son muy Utiles en aplicaciones muy contaminadas y soportan
presiones de hasta 350 bar. En este filtro se quedan retenidas el resto de particulas
y pasa a través el disolvente residual.

Figura 11. (a) Componentes del filtro, (b) montaje del filtro, (c) detalle del filtro de acero inoxidable.

3.5. Caracterizacion del producto

Para caracterizar las particulas formadas, se analiz6 su morfologia mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) utilizando un instrumento QUANTA 200 FEG, ubicado en la
Unidad de Microscopia Avanzada del Parque Cientifico de la Universidad de Valladolid.
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Esta técnica es una de las mas versatiles para analizar la morfologia de materiales
organicos e inorganicos a escala micrométrica, mediante la obtencion de imagenes de su
superficie [55-57].

En cuanto a la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) se utiliz6 un
espectrometro FT-IR Bruker ALPHA con un moédulo de muestreo de reflexion total atenuada
(ATR) de platino.

Se trata de una técnica analitica que se utiliza para identificar grupos funcionales
organicos mediante la absorcion de su radiacion infrarroja a una determinada frecuencia.
Dada la especificidad de las bandas de absorcion infrarroja, la blisqueda de datos en
bibliotecas de referencia constituye una herramienta poderosa para identificar enlaces
guimicos mediante esta técnica analitica [58].

Por otra parte, se analizaron las muestras mediante difractometria de rayos X (XRD) en el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid, situado en el
Parque Cientifico. Se utilizd un equipo de difraccion de rayos X Bruker Discover D8 A25
con un tubo de ceramica de cobre de 2,2 kW y un generador de 3 kW.

Esta técnica consiste en hacer incidir la radiacion procedente de un tubo de rayos X sobre
la muestra, con una longitud de onda A y una distancia interplanar d. Este haz se refleja
con un angulo 6 de acuerdo con la ley de Bragg:

nd = 2d -send

Ecuacion 1. Ley de Bragg.

El detector se mueve y va variando el angulo que forma con la muestra, registrando el haz
reflejado. El resultado de la intensidad en funcién del angulo proporciona informacion
sobre la estructura cristalina de la muestra [59].

La cantidad de rutina encapsulada en el interior de las particulas se determindé mediante
el analisis espectrofotométrico a 418 nm utilizando un espectrofotometro de ultravioleta
visible (UV-Vis) Shimadzu UV-2550.

Esta técnica estudia la absorcion de un haz de luz ultravioleta visible al atravesar la
superficie de una muestra o reflejarse sobre ella [60]. El espectro ultravioleta esta
asociado con la excitacion de los electrones desde niveles de energia mas bajos hasta los
mas altos. Cada longitud de onda tiene una energia asociada, si esta es la adecuada para
provocar la excitacion de los electrones y, por tanto, su ‘salto’ al siguiente nivel energético,
esta longitud de onda es absorbida. Un electron es excitado desde un orbital lleno, que se
encuentra en su estado fundamental, hacia un orbital antienlazante vacio, aumentando
su energia. Cuanto mayor es el espacio entre los niveles energéticos, mayor es la energia
necesaria para la transicion del electron, produciendo una luz de mayor frecuencia y, por
consiguiente, una longitud de onda mas corta [55, 61].

Se miden tanto la intensidad de la luz que pasa a través de la celda de referencia (lo) como
la intensidad para cada longitud de onda (I). El detector convierte la luz en corriente y el
registrador genera una representacion de la absorbancia frente a la longitud de onda (nm)
de la muestra [55, 61].
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La absorbancia (A) de la muestra sigue la siguiente expresion:

Iy
A= 10910 7

Ecuacién 2. Absorbancia en funcion de la intensidad.

La absorbancia es proporcional a la concentracion de la sustancia en disolucion, siguiendo
la ley de Lambert-Beer, por lo que esta técnica puede utilizarse para medir la concentracion
de dicha muestra. La ley de Lambert-Beer puede expresarse como [55, 62]:

A= &cl

Ecuacion 3. Ley de Lambert-Beer.

Siendo, A la absorbancia de la muestra, | la dimensién de la cubeta en cm, c la
concentracion de la disolucion en mol/dm3 y € la extincion molar, que se mantiene
constante para una sustancia particular en una determinada longitud de onda, en
dm3/mol-cm [55, 62].
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4. Resultados experimentales y discusion

4.1. Micronizacion de la rutina pura

Inicialmente, se realizaron experimentos preliminares para micronizar la rutina pura,
utilizando la técnica SAS con el objetivo de caracterizar su cristalizacion y morfologia. Los
experimentos se realizaron en las condiciones de operacion antes descritas, a 40 °Cy 100
bar, manteniéndolas constantes durante todo el proceso y haciéndolos por duplicado para
comprobar la reproducibilidad de las muestras.

La figura 12 muestra una comparativa de las imagenes obtenidas en el SEM para una
muestra de rutina sin procesar y otra muestra de rutina sometida al proceso SAS, haciendo
zoom a las particulas para visualizar su morfologia y tamano. Para facilitar su comparacion,
ambas imagenes se presentan con la misma relacion de aumento.

Figura 12. Imagenes del SEM de las particulas obtenidas por micronizacion utilizando el proceso SAS para la rutina
pura: (a) rutina pura sin procesar y (b) rutina procesada mediante el método SAS. Las imagenes se presentan con la
misma relacién de aumento: a la izquierda 1000x, en el medio 4000x y a la derecha 16000x, correspondientes a una
escala de 100 um, 30 um y 5 um, respectivamente.

Como se puede observar, en la figura 12a, la rutina sin tratar presentd agregados de
particulas de forma irregular con tamanos entre 80 y 200 um.

En la figura 12b, al procesar la rutina con el método SAS, las particulas presentaron una
superficie muy porosa, con apariencia de esponja y con una distribucién de tamanos de
particula inferiores a la rutina comercial, por lo que el proceso mejora claramente las
caracteristicas de las particulas [63].
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4.2. Caracterizacion estructural de la rutina pura procesada con el método SAS

La figura 13 presenta los diagramas de difraccion de rayos X de la rutina comercial y de la
rutina procesada con la técnica SAS. El difractograma de la rutina sin procesar muestra
picos intensos situados a 26 =5,17°, 7,28°, 10,53°, 14,84°, 16,69°y 26,73°, lo que indica
que se trata de una estructura cristalina [63, 64]. Sin embargo, la rutina procesada con
SAS mostrd una curva amplia, sin picos caracteristicos, lo que indica que se trata de una
muestra amorfa, que potencia la solubilidad y biodisponibilidad del compuesto [65].
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Figura 13. Difractograma de rayos X de (a) rutina comercial, (b) rutina procesada por SAS, (c) réplica de rutina
procesada por SAS. Para mayor claridad, todos los diagramas han sido desplazados verticalmente en cantidades
arbitrarias.

Estos resultados se confirmaron ademas mediante ensayos FT-IR, que se pueden observar
en la figura 14.

El espectro FT-IR de la rutina comercial muestra varias bandas de absorcion caracteristica,
incluyendo el estiramiento del grupo carbonilo a 1654-1600 cm, el del grupo éter a
1362-1169 cm? y la banda caracteristica del argon a 1507 cm™ [66, 67]. También se
puede apreciar una banda prominente en 3406 cm- ! correspondiente al estiramiento del
grupo hidroxilo, a 2958 cm™ para el enlace C-H [66] y en 1383 cm correspondiente a las
vibraciones del enlace C-OH [68].

Los espectros FT-IR de la rutina sin procesar y aquella procesada por SAS muestran
diferencias significativas. En primer lugar, en la rutina procesada con SAS, la banda de
estiramiento del grupo hidroxilo, situada entre 3500 y 3000 cm'1 muestra una concavidad
mayor, que concuerda con la deshidratacion del material debido al tratamiento con SAS.
En segundo lugar, aparece una banda con mayor intensidad a 1654-1600 cm'1 que, como
se indicd con anterioridad, se corresponde con el estiramiento del grupo carbonilo. Otra
diferencia importante con la rutina comercial es la banda entre 1362-1169 cm1 del grupo

36 Proceso Supercritical Anti Solvent (SAS)



ESCUELA DE INGENIERIAS . . :
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

éter, apreciablemente mas amplia en las muestras procesadas. Todas estas diferencias
en los espectros se pueden vincular a variaciones en la estructura cristalina del material,
debido a la formacion de rutina anhidra, también observada en la difraccion de rayos X
[48].

(a

(b
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Niamero de onda (cm-1)

Figura 14. Espectros FT-IR de (a) rutina comercial, (b) rutina procesada por SAS, (c) réplica de rutina procesada por
SAS. Para mayor claridad, todos los diagramas han sido desplazados verticalmente en cantidades arbitrarias.

4.3. Coprecipitacion de rutina y Eudragit®

Para realizar los experimentos de coprecipitacion con rutina y Eudragit®, se operd de
manera idéntica al caso de la micronizacion de rutina pura. Todos los experimentos se
realizaron en condiciones de presion y temperatura constantes de 40 °C y 100 bar. La
Unica diferencia, fue la forma de preparar la disolucion que posteriormente se inyecta en
el precipitador.

En este caso, se realizaron varios ensayos con diferentes concentraciones de Eudragit® y,
por consiguiente, con diferentes proporciones en masa en la disolucion inicial. Se eligio la
relacion en masas del compuesto activo/polimero como un parametro principal del
proceso a analizar, debido a que en resultados anteriores sobre la encapsulacion de
compuestos activos por coprecipitacion con polimeros utilizando la técnica SAS indicaban
que esta relacion es la principal causa influyente en la morfologia de las particulas
formadas [48].

En este proyecto se utilizaron dos polimeros diferentes, Eudragit® E100 y Eudragit® L100
para la encapsulacion de la rutina. Para preparar la disolucion, se utilizaron proporciones
de rutina/Eudragit® 1:1 y 1:2 (en unidades gramos de rutina/gramos de polimero). Con
esta Ultima proporcion, como la cantidad de polimero es muy elevada, al someterla al
proceso SAS no se obtenian particulas finas como con el resto de los experimentos, sino
un producto plastificado, que no se pudo recoger, con lo cual, se descarté para posteriores
analisis. En la figura 15 se muestra el filtro tras este experimento con una cantidad mayor
de polimero.
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Figura 15. Filtro del precipitador tras la coprecipitacion de rutina en Eudragit® en proporcion 1:2.

En el caso de los experimentos en que se utilizé rutina/Eudragit® en proporcion 1:1, se
obtuvo una muestra en polvo finamente dividido, que fue analizado mediante las técnicas
descritas anteriormente. La figura 16 muestra las imagenes del SEM obtenidas de los
ensayos de coprecipitacion de la rutina con Eudragit® E100 y Eudragit® L100.

Las morfologias obtenidas indican que las particulas de rutina actian como nucleos y se
recubren por una pelicula de polimero que, ademas, restringe el crecimiento de las
particulas de rutina. En ambos casos puede apreciarse con claridad como el polimero se
introduce entre los intersticios de la particula, rodeandola completamente, lo que indica
que la concentracion de polimero es lo suficientemente alta para la encapsulacion
completa del compuesto activo [48].

Figura 16. Imagenes del SEM de las particulas obtenidas por coprecipitacion utilizando el proceso SAS para la

encapsulacion de rutina en Eudragit®: (a) rutina/Eudragit® E100 y (b) rutina/Eudragit® L100. Las imagenes se

presentan con la misma relacién de aumento: a la izquierda 1000x, en el medio 4000x y a la derecha 16000Xx,
correspondientes a una escala de 100 um, 30 umy 5 um, respectivamente.
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Por otra parte, en este estudio se quiso conocer la concentracion de rutina presente en las
particulas encapsuladas tras someter las muestras al proceso SAS para verificar si se
corresponde con la proporcion rutina/polimero en la solucion inicial. Para ello, se utilizo la
espectrofotometria UV-Vis. En primer lugar, se realiz6 una recta de calibrado del
compuesto activo (figura 17), preparando disoluciones de rutina pura en etanol a
diferentes concentraciones.
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Figura 17. Recta de calibrado de la rutina disuelta en etanol.

Conocidas estas concentraciones se pueden comparar con las muestras obtenidas en el
proceso SAS para cuantificar la cantidad de rutina presente en cada una de ellas tras el
proceso.

La tabla 1 presenta las composiciones en masa de los coprecipitados de rutina/Eudragit®
medidas por espectroscopia UV-Vis, comparadas con las composiciones teoricas
calculadas segun la cantidad de compuesto activo y de portador presentes en la disolucion
inicial. Como puede observarse, se obtuvo una buena correlacion entre las composiciones
experimentales y las teéricas, lo que indica que se ha obtenido un alto rendimiento de
precipitacion del compuesto [48].

Tabla 1. Concentraciones tedricas y experimentales de rutina en los experimentos de coprecipitacion con Eudragit®
utilizando el método SAS.

Cantidad de rutina | Cantidad de rutina
Experimento tebrica experimental
(% masa) (% masa)
Rutina procesada 100 100,98 + 0,64
Rutina/Eudragit® E100 50 49,56 + 0,62
Rutina/Eudragit® L100 50 48,31+ 0,61
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4.4, Caracterizacion estructural de la coprecipitacion de rutina-Eudragit®
procesados por SAS

La encapsulacion de rutina en Eudragit® fue estudiada mediante difraccion de rayos X y
los resultados se muestran en la figura 18.

Los diagramas de Eudragit® puro (figuras 18b y 18c) se corresponden con los revisados
en la literatura [69, 70]. Tal y como se esperaba, el difractograma de la mezcla fisica de
rutina y Eudragit® sin procesar reflejd una superposicion de los diagramas de ambos
compuestos puros (figuras 18f y 18g) [48].

El patrén de difraccion de rayos X de la rutina muestra picos agudos que indican que este
flavonoide es de naturaleza cristalina, mientras que los de Eudragit® muestran picos
romos que indican su naturaleza amorfa. Cuando las muestras se someten al proceso SAS,
la rutina forma un compejo con el Eudragit® y los picos agudos de la rutina se atentan
[69], demostrando que los experimentos de coprecipitacion dieron lugar a productos con
mayor homogeneidad y una estructura amorfa [48]. Este cambio en la cristalinidad puede
ser la razén del aumento de la tasa de disoluciéon de la rutina cuando se encapsula en el
Eudragit®, como se ha descrito en apartados anteriores [69].

70000 |
A 1 !
60000 | e
P 4 VU ./ WAV A NS Y SO
v 4 — (g
50000 y
- =
S 40000
g (e
£

/“//\_’N‘—(d

ol [ 4 .
10000 /_,/\/ (b

(a

0

5,00 10,21 15,43 20,64 25,86 31,07 36,29 41,50 46,71 51,93 57,14 62,36 67,57
Angulo de difraccién (26)

Figura 18. Difractograma de rayos X de (a) rutina procesada con SAS, (b) Eudragit® E100 comercial, (c) Eudragit®
L100 comercial, (d) rutina encapsulada en Eudragit® E100 mediante SAS, (e) rutina encapsulada en Eudragit® L100
mediante SAS, (f) mezcla fisica de rutina y Eudragit® E100 sin tratar y (g) mezcla fisica de rutina y Eudragit® L100 sin

tratar. Para mayor claridad, todos los diagramas han sido desplazados verticalmente en cantidades arbitrarias.

Como se comentd en apartados anteriores, las técnicas de encapsulacion utilizando
polimeros se pueden emplear para producir complejos de inclusién o estructuras
micelares, que mejorar la solubilidad en agua y la velocidad con que se disuelve el
compuesto activo. La interaccion entre el polimero y el compuesto activo es detectable
mediante espectroscopia FT-IR [47, 71].

La figura 19 presenta los espectros FT-IR de las muestras de rutina en Eudragit®. Los
espectros de los materiales poliméricos (figuras 19b y 19c¢) presentan bandas
caracteristicas de los grupos esterificados a 1150-1190, 1240y 1270 cm, asi como la
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vibracion del grupo carbonilo a 1730 cml. Ademas, se observaron vibraciones en la
cadena de hidrocarburos a 1385, 1450-1490 y 2950 cm [72]. Por otra parte, los
espectros de la rutina encapsulada en Eudragit® mediante el proceso SAS, al igual que en
la rutina pura, muestran la banda del grupo hidroxilo mas intensa debido a la
deshidratacion del compuesto y se observaron picos adicionales en 1730 cm?
correspondiente al grupo carbonilo del Eudragit® y en 1150-1190 cm™? de los grupos
éster, como se mencioné con anterioridad. Aparte de esto, no se observaron picos
adicionales ni desplazamientos en las bandas caracteristicas, lo que indica que no se
produjeron interacciones quimicas ni complejos entre el portador y la rutina [48, 72].
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Figura 19. Espectros FT-IR de (a) rutina procesada por SAS, (b) Eudragit® E100 comercial, (c) Eudragit® L100
comercia, (d) rutina encapsulada en Eudragit® E100 mediante SAS, (e) rutina encapsulada en Eudragit® L100
mediante SAS. Para mayor claridad, todos los diagramas han sido desplazados verticalmente en cantidades
arbitrarias.

Master en Ingenieria Industrial 41



ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

42 Proceso Supercritical Anti Solvent (SAS)



Sit

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

Capitulo 5. Conclusiones y trabajo futuro
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5. Conclusiones y trabajo futuro

5.1. Conclusiones

Los polifenoles se encuentran entre los compuestos activos mas potentes sintetizados por
las plantas y muestran una combinacion Unica de actividades quimicas, bioldgicas y
fisiologicas. Sin embargo, su estabilidad y solubilidad limitadas, combinadas con su escasa
biodisponibilidad, deben ser resueltas para que estos compuestos sean capaces de
responder a las crecientes demandas en las industrias alimentaria y farmacéutica [73].

Para seleccionar el proceso de encapsulacion y el material de recubrimiento mas
adecuados, es necesario establecer las funciones que aporta la encapsulacion al producto
final. Las diferentes condiciones de procesamiento por las que pasara el producto antes
de su liberacion se consideran esenciales para la actividad final. Ademas, las propiedades
de las particulas pueden modificarse variando los parametros del proceso, con el fin de
adaptarse a aplicaciones especificas [73]. Por ello, ha sido seleccionado el método SAS
como técnica de encapsulacion.

En este trabajo se ha demostrado que es posible coprecipitar un flavonoide poco soluble
en agua (la rutina) mediante la técnica SAS con Eudragit® como portador polimérico. Los
resultados obtenidos en términos de morfologia de este flavonoide ensayado mediante la
técnica SAS son muy prometedores. Ademas, la encapsulacion proporciona una dispersion
homogénea de la rutina en una matriz polimérica amorfa de Eudragit®, contribuyendo a
aumentar la vida Util de este compuesto activo.

Por otra parte, no se observd una degradacion del producto, y los compuestos procesados
con la técnica SAS mostraron mayores actividades antioxidantes que los compuestos sin
procesar, debido a la eliminacion del agua de hidratacion y a la purificacion del compuesto
[48].

Mediante la caracterizacion de las particulas obtenidas, utilizando la microscopia
electronica de barrido y la difraccion de rayos X, se demostrdé que es posible controlar el
tamano, la morfologia y la estructura cristalina de las particulas y, comparando estos
resultados con los revisados en la bibliografia, se pueden asociar a mejoras en la
biodisponibilidad y en la solubilidad del compuesto polifenélico, que habria que evaluar en
trabajos futuros.

Las condiciones operativas se eligieron para obtener microparticulas bien separadas
mediante una seleccion precisa del tipo de disolvente, de la presion operativa y de la
relacion rutina/Eudragit®. Como indican los resultados, se obtuvieron microparticulas
amorfas utilizando concentraciones de soluto de 0,33 g/mL y una relacion 1:1 y 1:2
flavonoide/polimero. Ademas, se lograron altas eficiencias de atrapamiento, de hasta el
49,56 %, para las particulas coprecipitadas de rutina en Eudragit® E100 y del 48,31 %,
para las particulas coprecipitadas de rutina en Eudragit® L100, utilizando etanol como
disolvente en el proceso SAS. En consecuencia, las caracteristicas de los polvos y las altas
eficiencias de encapsulacion de los sistemas rutina/Eudragit® obtenidas por SAS podrian
permitir la produccion de suplementos con beneficios antioxidantes y anticancerigenos
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para aplicaciones farmacéuticas y nutracéuticas, en las que los compuestos flavonoides
tienen una alta estabilidad y biodisponibilidad [74].

5.2. Trabajo futuro

En investigaciones anteriores del Grupo de Procesos de Alta Presion se realiz6 un estudio
similar al desarrollado en este proyecto, utilizando quercetina en lugar de rutina como
compuesto activo. A mayores, se realizaron pruebas de liberacion in vitro en fluidos
gastricos e intestinales simulados. Los fluidos gastrointestinales simulados se prepararon
siguiendo dos procedimientos: en el caso del fluido gastrico, se disolvieron 2 g de NaCl en
un litro de agua desionizada y se ajusto el pH a 1,2 anadiendo HCI. En el caso del liquido
intestinal, se disolvieron 6,8 g de fosfato de potasio en un litro de agua desionizada y se
ajusto el pH a 6,8 anadiendo NaOH [48].

A estos fluidos simulados se le anadieron particulas de quercetina pura o coprecipitados
de quercetina/Pluronic para evaluar su solubilidad en el tracto gastrointestinal. Las
concentraciones de quercetina en las muestras se midieron por el método UV-Vis [48], del
mismo modo que se ha descrito en este trabajo.

La quercetina pura procesada por SAS mostré una disolucion mas rapida en el medio
gastrico que el producto sin procesar, asi como una mayor solubilidad final. Por otro lado,
las muestras formuladas mediante una homogeneizacion fisica de la quercetina con
Pluronic presentaron una disolucion mas rapida y una solubilidad mayor que las muestras
de quercetina pura [48]. En futuros TFMs podria realizarse este mismo analisis utilizando,
en este caso, rutina y Eudragit® en lugar de quercetina y Pluronic.

Este mismo departamento en colaboracion con el Instituto de Investigacion Biomédica de
Salamanca, realiz6 otra investigacion con quercetina y Pluronic aplicada a ratas para
comprobar la biodisponibilidad y la eficacia nefroprotectora de una formulaciéon micelar
del compuesto activo encapsulado en un polimero, con hidrosolubilidad mejorada [75].

Sus resultados mostraron que una formulaciéon micelar de quercetina con Pluronic F127,
con propiedades biofarmacéuticas mejoradas, aumentd la biodisponibilidad de este
flavonoide antioxidante y conservd o incluso mejord ligeramente sus propiedades
nefroprotectoras generales en comparacion con la quercetina natural. Este flavonoide se
postulé como un candidato prometedor para proteger al organismo contra el dano renal
causado por algunos farmacos y toxinas en el tratamiento del cancer [75].

El cancer es un procedimiento que incluye varias etapas en las que se pueden producir
variaciones moleculares y celulares, Unicamente de origen genético. Los suplementos a
base de hierbas contienen muchos fitoquimicos al igual que los flavonoides que pueden
ayudar a prevenir o mejorar esta enfermedad [76].

Los polifenoles son contradictorios con el inicio, la promocion y la progresion del cancer,
por lo que actlan como materiales quimiopreventivos. En cierto modo, son mediadores
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anticancerigenos debido a su efecto inhibidor del crecimiento celular y de la proliferacion,
la metastasis, mostrando efectos antioxidantes y antiinflamatorios [76].

Recientemente, numerosos informes han indicado que la rutina posee una eficaz actividad
quimiopreventiva [76]. En investigaciones futuras podria utilizarse la rutina pura o
encapsulada en Eudragit® para el tratamiento de esta enfermedad o los efectos

secundarios de la misma con el fin de seguir contribuyendo a mejorar la calidad de vida
del ser humano.
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