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Resumen

El presente Trabajo de Fin de Grado con titulo “Formulacion de rutina para la mejora
de su biodisponibilidad” nace con el objetivo de desarrollar una formulaciéon capaz
de mejorar potencialmente la hidrosolubilidad y biodisponibilidad de la rutina para
poder aplicar sus posibles beneficios en la industria y la salud humana.

Para alcanzar dicho objetivo, en primer lugar, se precipitd rutina con la técnica SAS
(Supercritical Antisolvent), también se coprecité rutina con distintos polimeros de
Eudragit® como material portador mediante encapsulacion con la misma técnica.

Posteriormente, se caracterizé la morfologia y estructura de las particulas mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) y difraccion de rayos X. Los resultados
indicaron una reduccion significativa del tamano y cristalinidad de las particulas.

Por ultimo, se realizaron pruebas de disolucion en fluido intestinal simulado cuyos
resultados evidenciaron una mejora del comportamiento de disolucién de la rutina
respecto del compuesto sin tratar.

Palabras clave

Rutina, Eudragit®, SAS, encapsulacion, biodisponiblidad.

Abstract

The present Final Degree Project entitled "Formulation of rutin to improve its
bioavailability" was conceived with the aim of developing a formulation capable of
potentially improving the water solubility and bioavailability of rutin in order to apply
its potential benefits in industry and human health.

To achieve this objective, first, rutin was precipitated with the SAS (Supercritical
Antisolvent) technique, rutin was also coprecipitated with different polymers of
Eudragit® as carrier material by encapsulation with the same technique.

Subsequently, the morphology and structure of the particles were characterized by
scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction. The results indicated a
significant reduction in particle size and crystallinity.

Finally, dissolution tests were carried out in simulated intestinal fluid, whose results
showed an improvement in the dissolution behavior of the rutin with respect to the
untreated compound.
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Figura 26: Resultados de las pruebas de liberacion de farmacos en liquido
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1. Introduccion y objetivos

1.1. Introduccion

Los polifenoles son compuestos naturales que se encuentran en las plantas, por
lo que estan presentes en numerosos alimentos y bebidas de origen vegetal como
frutas, verduras, frutos secos, cereales, té, café, aceite de oliva, vino, entre otros.
Destacan por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias,
ademas de su capacidad para reducir los riesgos de trastornos metabdlicos,
enfermedades cardiovasculares, diabetes de tipo 2 y algunos tipos de cancer. Su
poder antioxidante los hace unos excelentes candidatos para proteger y prevenir al
organismo del estrés oxidativo (Nazzaro et al., 2022). Esto se debe a que los
compuestos fendlicos y polifendlicos son capaces de eliminar las especies reactivas
del oxigeno (ERO) que se generan por las diferentes reacciones bioldgicas y fuentes
exdgenas (Bhuyan & Handique, 2022).

Las distintas fuentes alimentarias de polifenoles contribuyen a su ingesta diaria,
se sugiere consumir diariamente alrededor de 1 g/dia de polifenoles, lo que
representa aproximadamente 10 veces mas que la cantidad de vitamina C
recomendada. La pera, la manzana, la cereza y varias bayas son algunas de las frutas
que contienen hasta 200-300 mg de polifenoles por cada 100 g de peso fresco.
Asimismo, una taza de té, un vaso de vino tinto o una taza de café también pueden
contener alrededor de 100 mg de polifenoles (Voss et al., 2022).

La cantidad, variedad y concentracion de polifenoles que se ingieren dependen
de los habitos alimentarios de la poblacién. Por ejemplo, debido al alto consumo de
café y té en los paises del norte de Europa, las personas que viven alli presentan una
mayor ingesta de acidos fendlicos y catequinas, que son propios de estos productos.
En cambio, en los paises del sur de Europa y la zona mediterranea, la dieta se
caracteriza por ser rica en frutas, verduras, aceite de oliva, cereales y legumbres, lo
gue se traduce en una mayor ingesta de algunos flavonoides y tirosoles por parte de
la poblacion (Nazzaro et al., 2022). Los flavonoides forman parte de los polifenoles y
son metabolitos secundarios de las plantas que poseen diversos beneficios como
valores nutricionales y efectos terapéuticos. Entre los flavonoides presentes en las
plantas, la rutina (quercetin-3-rutinésido) provoca un especial interés debido a su
potencial farmacolédgico (Mel et al., 2020).

La presencia de alimentos de calidad ricos en polifenoles en la dieta ha suscitado
un gran interés por los consumidores, debido a la relacion directa que existe entre la
dieta, la buena salud y la prevenciéon de enfermedades (Nazzaro et al., 2022).

Sin embargo, se ha establecido que, aunque los compuestos polifendlicos estan
disponibles en muchas dietas, los beneficios para la salud no sélo dependen de la
naturaleza y cantidad de los polifenoles ingeridos, sino también de su
biodisponibilidad y bioaccesibilidad. La limitada biodisponibilidad de los compuestos
polifendlicos presentes en los alimentos de frutas y verduras, viene definida por su
escasa bioaccesibilidad en el intestino delgado, a causa de las interacciones fisicas
y quimicas de los compuestos polifendlicos con los polisacaridos indigeribles de las
paredes celulares (Bié et al., 2023). Se estima que solo se absorben en el intestino
delgado del 5% al 10% de los polifenoles totales ingeridos (Nazzaro et al., 2022).
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La versatilidad de las propiedades de los polifenoles representa una gran
oportunidad para las industrias, con el fin de que amplien su oferta de productos
utilizando tecnologias innovadoras. De este modo, la influencia positiva de los
polifenoles en el bienestar permite formular nuevos procesos tecnolégicos o nuevos
productos funcionales. En especial, las industrias farmacéutica y alimentaria han
estudiado y desarrollado metodologias que puedan mejorar las propiedades de los
polifenoles como su solubilidad en agua y por tanto su biodisponibilidad (Nazzaro et
al., 2022).

Cuando la biodisponibilidad esta limitada por la solubilidad del compuesto, el
control del tamano de particula y distribucion del tamano de particulas son claves
para mejorarla (se requieren tamanos de particulas inferiores a 1 um) (Rodriguez-
Rojo et al., 2022).

Con el propésito de mejorar su solubilidad en agua se han desarrollado diferentes
técnicas como nanoparticulas, microemulsiones, anadir solubilizantes y co-solventes
y producir complejos de inclusion de farmacos, ajustar el pH, liposomas vy
dispersiones sélidas. Estas técnicas se han desarrollado ya que, generalmente, los
sistemas de liberacion de farmacos poseen funciones de liberacién controlada, como
la respuesta al pH o la temperatura y la electrosensibilidad (Wang et al., 2023).

El siglo XXl es considerado el siglo de la nanotecnologia debido a su gran
revolucion y desarrollo en diversos campos cientificos como el agricola, el quimico,
el médico, el alimentario y el farmacéutico. En aplicaciones farmacéuticas y médicas,
la nanotecnologia tiene una gran cantidad de ventajas debido a su tamano ultrafino
y a su mayor superficie, lo que permite la liberacion controlada y dirigida de farmacos.
Por ello, numerosos cientificos han aplicado esta técnica para encapsular nutrientes
como vitaminas y flavonoides, conocidos como nutracéuticos (Mel et al., 2020).

La encapsulacion se basa en la coprecipitacion del compuesto activo (como los
flavonoides) con un polimero adecuado. Asi, el compuesto activo puede quedar
atrapado, impregnado en una matriz polimérica o encapsulado por un recubrimiento
polimérico (Ozkan et al., 2019). La encapsulacion contribuye a proteger el material
del ndcleo de agentes externos que lo degraden, como la luz, la humedad y el
oxigeno, lo que aumenta la vida util del producto y favorece una liberacién controlada
del encapsulado (Mel et al., 2020).

La obtencion de particulas coprecipitadas mediante las técnicas convencionales
de micronizacion presentan limitaciones debido a que, no resulta facil controlar la
distribucion y el tamano de las particulas, ademas de que el producto puede
degradarse y perder su actividad biolégica por las altas temperaturas y la gran
cantidad de disolvente residual. Como alternativa para superar estas limitaciones se
han propuesto los procesos con fluidos supercriticos (especialmente con didxido de
carbono supercritico) (Ozkan et al., 2019).

Entre las técnicas basadas en el didxido de carbono supercritico se encuentra el
proceso supercritico antisovente (SAS) en el que el didéxido de carbono actia como
antisolvente para el producto que se va a micronizar o coprecipitar (Ozkan et al.,
2019). Se trata de una forma eficiente de producir micro o nanoparticulas, dado que

10
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reducir el tamano de las particulas o cambiar la estructura cristalina de un farmaco
puede aportar valores farmacéuticos beneficiosos (Yan et al., 2022).

El proceso SAS es una técnica versatil capaz de producir sistemas particulados,
con diferentes aplicaciones a escala industrial y muy Gtil en los sistemas naturales
de liberacion de bioactivos con funcionalidad fisiolégica (Machado et al., 2022).

En resumen, la formulacion de sustancias naturales con un material portador
biocompatible o biodegradable para formar compuestos o encapsulados tiene una
gran importancia en distintas industrias, como la farmacéutica, la cosmética y la
alimentaria. Diversos métodos de precipitacion con fluidos supercriticos pueden ser
implementados con éxito para producir estos materiales, entre los que destaca el
proceso SAS (Cocero et al., 2009).

1.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo es desarrollar una formulacion de la rutina, con el fin
de mejorar sus propiedades como la solubilidad en agua. Para ello, se ha estudiado
su precipitacion y su encapsulacion en Eudragit® mediante la técnica SAS, para
obtener una coprecipitacion eficaz que potencie su velocidad de disolucion y, por
consiguiente, mejore su biodisponibilidad y bioaccesibilidad.

En particular, se ha trabajado con las condiciones 6ptimas referentes a la presion
de operacion, tipo de disolvente, concentracion total y relacion polimero/rutina para
la formacion de microparticulas. Ademas, se presenta una caracterizacion
morfoldgica y estructural del producto.

En este trabajo también se presenta una descripcion de la naturaleza y la
presencia de los polifenoles, la bioaccesibilidad y biodisponibilidad, y su impacto en
la salud.
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2. Marco teoérico

2.1. Polifenoles

Los compuestos polifendlicos (PC) constituyen unos de los metabolitos
secundarios mas abundantes de la naturaleza, ya que se pueden encontrar en frutas,
cereales, té, café y bebidas (Bié et al., 2023).

El término polifenol se usa para referirse tanto a flavonoides, taninos y acidos
fendlicos como a sus derivados. Los polifenoles estan formados al menos por un
anillo aromatico y un grupo hidroxilo, unidos a otros componentes de estos mismos
elementos, lo que hace que los polifenoles constituyan un gran conjunto de
estructuras complejas (Voss et al., 2022). Su estructura puede variar en funcion del
namero de anillos fendlicos, asi como de la fraccion estructural que los une, dando
lugar a una amplia variedad de estructuras que puede ir desde moléculas simples
hasta moléculas complejas de alto peso molecular. Se han identificado mas de 9000
estructuras fendlicas, lo que les hace formar uno de los grupos mas numerosos en
el reino vegetal, siendo constituyentes de una gran parte de alimentos de origen
vegetal (Bié et al., 2023; Voss et al., 2022).

Los compuestos polifenélicos se pueden obtener de dos vias metabdlicas: de la
del acido shikimico, por la que se forman la mayoria y en la que se forman
principalmente fenilpropanoides, (se genera el esqueleto fenilpropanoide (C6-C3)), y
la via del acido acético, en la que se forman fenoles simples. La combinacion de
ambas vias lleva a la formacion de flavonoides. Por lo tanto, los polifenoles se
pueden definir como metabolitos secundarios de las plantas desarrollados a partir
de las vias de los fenilpropanoides y/o los policétidos derivados del shikimato, que
contienen mas de una fraccion fendlica y carecen de grupos funcionales
nitrogenados en su estructura basica (Bi€ et al., 2023; Harati et al., 2023).

Ademas, los compuestos polifendlicos pueden encontrarse en forma de
glucosidos cuando presentan unidades de azlcares asociadas en las distintas
posiciones del esqueleto polifendlico o asociados a acidos organicos, o ambas cosas
(Bié et al., 2023).

Los polifenoles son un grupo de sustancias que tienen alto poder antioxidante, lo
que complementa a las vitaminas y enzimas antioxidantes que sirven como defensa
contra el estrés oxidativo. Se les puede considerar antioxidantes ya que, gracias a
sus grupos fendlicos donadores de electrones presentes en su estructura, son
sustancias que neutralizan los radicales libres toxicos y las especies reactivas que
se generan en el organismo, lo que reduce la tasa de oxidacion. Esta funcion les hace
capaces de proteger los constituyentes celulares frente al dano oxidativo y, por tanto,
limitar el riesgo de diversas enfermedades degenerativas asociadas al estrés
oxidativo. Sus propiedades antioxidantes dependen de las diferencias estructurales
de los distintos tipos y de la glicosilacion (Bhuyan & Handique, 2022; Bié et al.,
2023).

Potencialmente, los compuestos polifendlicos tienen capacidad para mejorar la
salud humana, por ello, numerosos estudios han comenzado a centrarse en ellos.
Los compuestos polifendlicos poseen funciones positivas para la salud y se sugiere
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que su consumo a largo plazo protege contra algunos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, osteoporosis, pancreatitis, problemas
gastrointestinales, dano pulmonar y enfermedades neurodegenerativas, entre otros
(Bhuyan & Handique, 2022; Voss et al., 2022).

A pesar de ser el objeto de numerosas investigaciones, el uso de los polifenoles
se ve limitado por tener una baja solubilidad y estabilidad (Bhuyan & Handique,
2022). Ademas, su biodisponibilidad es bastante escasa comparada con la de las
vitaminas antioxidantes e hidrosolubles, ya que varia en funcion de las dimensiones
de la molécula, el nivel de polimerizacion, la presencia y el tipo de azucar en la
molécula, y de la hidrofobicidad del compuesto (Bié et al., 2023).

Los polifenoles presentan diversos beneficios para la salud, lo que ha animado a
estudiar su accesibilidad en la ingesta diaria de alimentos de las personas.
Desarrollar una mejora en las propiedades de dichas sustancias como pueden ser la
estabilidad y la solubilidad, ha supuesto un gran desafio hasta la fecha, ya que
supone una tarea dificil no comprometer su actividad biolégica (Bhuyan & Handique,
2022).

2.1.1. Clasificacion de los polifenoles

Los polifenoles se dividen en distintas clases en funcion de la disposicion y el
namero de anillos fendlicos y de los grupos funcionales que se unen a estos. Por ello,
se pueden diferenciar dos grandes grupos: los flavonoides y no flavonoides. A su vez,
los flavonoides se dividen en seis subclases: flavonoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, antocianidinas y flavanoles. Mientras que, las principales subclases de
los no flavonoides son los lignanos, los estilbenos y los acidos fendlicos (Bhuyan &
Handique, 2022; Bié et al., 2023).
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Figura 1: Diferentes clases de los compuestos fendlicos (Voss et al.,2022)
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2.1.2. Propiedades fisicas

Las propiedades de los compuestos polifendlicos dependen de su estructura.
Algunos de ellos se pueden utilizar para conseguir diferentes pigmentos, por ejemplo,
las flavonas y flavonoles se utilizan para el amarillo, las flavanonas para el naranja 'y
las antocianicas para el rojo, azul y purpura. En funcion del tipo, absorben la
radiacion en la region ultravioleta y los compuestos coloreados absorben en la region
visible del espectro. También se relacionan con los sabores y olores de los alimentos
(Bié et al., 2023).

En cuanto a su solubilidad, los compuestos polifendlicos generalmente son
solubles en disolventes organicos polares y algunos pueden ser solubles en agua.
Ademas, son sensibles a la temperatura, lo que puede provocar reacciones no
deseadas o su degradacion (Bié€ et al., 2023).

2.1.3. Flavonoides
Etimolégicamente el término flavonoide deriva del latin "flavus", que significa
"amarillo" (Bié et al., 2023).

Los flavonoides son uno de los compuestos fendlicos vegetales mas abundantes
y estan presentes en una gran variedad de alimentos y bebidas de origen vegetal.
(Harati et al., 2023)

Ademas de sus funciones fisioldgicas en las plantas, los flavonoides tienen un
papel relevante en la dieta humana, siendo la clase de polifenoles mas abundante.
Estos son compuestos de bajo peso molecular, que pueden encontrarse en frutas y
verduras, como cebollas, alcachofas, bayas, cerezas, citricos, uvas, perejil, soja, té y
vino (Bié et al., 2023).

Quimicamente, los flavonoides estan formados por un esqueleto de 15 carbonos
(C6-C3-C6), cuentan con dos anillos aromaticos A y B que se unen covalentemente
por tres atomos de carbono creando un anillo heterociclo oxigenado C (anillo de
pirona heterociclica). Los atomos de carbono en los anillos Cy A se numeran del 2 al
8,y los del anillo B desde el 2'al 6' (Figura 2 (A)) (Bié et al., 2023; Harati et al., 2023;
Martinez-Florez et al., 2002).

Los seis subgrupos principales de los flavonoides se dividen en funcion de la
conexion entre los anillos By C, y su grado de oxidacion y sustitucion (Bié et al., 2023;
Harati et al., 2023; Maleki et al., 2019).
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Figura 2: Estructura basica de los flavonoides (A) y sus subclases (B) (Harati et al., 2023)

Los flavonoides tienen una gran predisposicion a presentarse de forma natural
como sus derivados glicosilados. Mayoritariamente, a los flavonoles y las flavonas se
les unen azucares, por lo que se hallan como O-glicosidos. Se denomina aglicona la
parte de la molécula que no contiene azlcares. Se sustituyen uno o mas grupos
hidroxilo y, en comparacion con la posicion C7, el sitio preferido de glicosilacion es la
posicion C3 de la molécula flavonoide. Los azlicares mas comunes que suelen formar
parte de estas moléculas son la D-glucosa seguida de la D-galactosa, la L-ramnosa,
la L-arabinosa y la D-xilosa (Bhuyan & Handique, 2022; Harati et al., 2023; Martinez-
Florez et al., 2002).

Las flavonas, flavonoles y flavanonas son las clases mas comunes en el reino
vegetal. Los flavonoles, que son los derivados 3-hidroxi de las flavonas porque
poseen un grupo carbonilo en la posicion 4 y un grupo hidroxilo en posicion 3 del
anillo C, constituyen una de las subclases mas numerosas (Bié et al., 2023;
Martinez-Florez et al., 2002).

Un ejemplo representativo de los flavonoles es la quercetina (se puede observar
en la Figura 3), que se encuentra de forma natural en las plantas formando agliconas
0 conjugados de carbohidratos y es un potente antioxidante (Harati et al., 2023).

Por lo general los flavonoides, se presentan como glucosidos de naturaleza
hidrofila, lo que conlleva a que no se absorban bien en el intestino y su
biodisponibilidad sea bastante baja. Por ello, su uso como farmacos o productos
nutracéuticos esta muy limitado, ademas de su inestabilidad, la degradacion
oxidativa y la transformaciéon metabdlica que disminuyen su bioactividad (Bié et al.,
2023).
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Figura 3: Estructura basica de los tipos de flavonoides y un ejemplo representativo
(Bié et al., 2023)

2.1.4. Biodisponibilidad de los flavonoides

La bioaccesibilidad consiste en la liberacion de los componentes presentes en
los alimentos, con el fin de que estos queden disponibles para su absorcion en el
tracto gastrointestinal, |0 que se puede considerar como un primer paso para que un
componente sea biodisponible. La biodisponibilidad incluye la digestion
gastrointestinal, la absorcion, la distribucion en el torrente sanguineo y en los tejidos
y la bioactividad (Grgi¢ et al., 2020).

La biodisponibilidad se define como la fraccion de un nutriente ingerido a partir
de los alimentos, que queda disponible para su absorcion en el intestino y el
procesamiento metabdlico y almacenamiento (Jackson, 1997, Citado en Hedrén et
al., 2002).

La transformacion en el organismo de los compuestos polifendlicos en el tracto
gastrointestinal depende principalmente de dos factores: su estructura quimica y las
especies de la microbiota intestinal (Bié et al., 2023).

Debido a sus diferentes estructuras se presenta el problema de no poder
aprovechar plenamente los efectos positivos de los compuestos fendlicos, que
ademas de la complejidad de las diferentes matrices alimentarias en las que se
encuentran, reduce notablemente la biodisponibilidad de estos compuestos (Grgic¢
et al., 2020). Las diferencias estructurales entre los distintos compuestos afectan a
su biodisponibilidad (Bié et al., 2023).
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Asimismo, un alto contenido de compuestos polifendlicos en los alimentos no
implica una elevada biodisponibilidad porque también influyen factores como la
absorcion y el metabolismo (Bié et al., 2023).

Debido a este problemay a las propiedades positivas que se han estudiado sobre
este tipo de sustancias, se esta investigando sobre la mejora de la biodisponibilidad
de los flavonoides utilizando diferentes técnicas entre las que destacan: técnicas de
microencapsulacion, nanosistemas de administracion y microemulsiones (Bié et al.,
2023).

2.1.5. Rutina

La rutina (3/, 4/, 5, 7-tetrahidroxi-flavona-33-d-rutinésido) es un polifenol que
pertenece al grupo de los flavonoides y dentro de estos se encuentra en los
flavonoles siendo la forma glicosilada de la quercetina (Moravkar et al., 2023;
Remanan & Zhu, 2023).

Su férmula molecular es C27H30016. Como su nomenclatura indica, es un
rutinésido formado por quercetina (aglicon) al que se une un disacarido de rutinosa
(glucosa y ramnosa) en la posicion 3 del anillo C (como sustituyente al grupo hidroxi
C3) (Moravkar et al., 2023; Remanan & Zhu, 2023).

En su estado sélido, es un polvo de color amarillento y que tiene una masa molar
de 610,521 g/mol. Es facilmente soluble en piridina, pero poco soluble en agua,
posee un valor de pKa de 6,17 y se funde a 125 °C (Semwal et al., 2021).

Por lo tanto, la rutina o quercetina-3-O-rutindsido, es un glucésido de flavonol,
gue ademas puede ser conocido como Vitamina P (Frutos et al., 2019). La rutina esta
compuesta por la parte fendlica basica unida a la molécula de azlcar lo que reduce
su actividad biol6gica, pero hace que sea mas soluble en disolventes polares (Patel
& Patel, 2019). La parte hidrofila de la molécula se trata de la parte fendlica unida
al azucar, que es la que le hace aumentar su solubilidad en agua. La rutina suele
aparecer junto a la quercetina como consecuencia de la hidr6lisis de la rutina, que
ocurre gracias a la accion de la glucosidasa, dando lugar a quercetina con rutinosa
(Frutos et al., 2019).
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Figura 4: Estructura quimica de la rutina (Remanan & Zhu, 2023)
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La caracteristica principal de la rutina y de la mayoria de los flavonoides, es su
actividad antioxidante, ya que, actia eliminando radicales libres. Su poder
antioxidante se asocia a los grupos hidroxilo presentes en sus anillos aromaticos.
Ademas, posee propiedades quelantes de metales lo que le permite inhibir las
peroxidaciones inducidas por iones metalicos (Frutos et al., 2019).

La rutina se puede encontrar en varias plantas, especialmente en frutas y
verduras. Sus principales fuentes entre estos son las uvas y el trigo sarraceno,
aunque también puede estar presente en las cebollas, alcaparras, esparragos
verdes, citricos, manzanas, tomates y albaricoques, entre otros (Frutos et al., 2019;
Remanan & Zhu, 2023). La planta Ruta graveolens, que también contiene rutina, es
el origen de su nombre (Wani et al., 2023).

La rutina presenta una baja solubilidad en agua, siendo esta de 0,125 g/L (Frutos
et al., 2019), lo que limita su incorporacion en alimentos y complementos
alimenticios. Ademas, se ha de tener en cuenta su estabilidad para las condiciones
de procesado y las posibles interacciones que pueda tener con otros componentes.
Por ello, se presenta como un problema la aplicaciéon de la rutina al desarrollo de
alimentos funcionales, lo que afecta a su biodisponibilidad y absorcion (Frutos et al.,
2019).

Gracias a los efectos beneficiosos de los flavonoides que se han ido demostrando
dltimamente, se ha conseguido que tengan un papel importante como potenciales
moléculas terapéuticas. En concreto, la rutina, debido a sus potentes actividades
antioxidante y antiinflamatoria, presenta excelentes propiedades para prevenir
trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares y cancer, entre
otros (Frutos et al., 2019).

La rutina esta presente en distintas frutas y verduras y es uno de los flavonoides
gue mas se consumen regularmente por los seres humanos (Patel & Patel, 2019),
por lo general su ingesta diaria esta entre 1,5y 70 mg/kg dependiendo de los habitos
nutricionales de la persona. En consecuencia, a su baja biodisponibilidad, la rutina
apenas es absorbida, lo que afecta también a sus beneficios para la salud (Frutos et
al., 2019).

Tipicamente la rutina también es apreciada por tener actividad antibacteriana,
antifingica, antivirica, anticancerigena y antialérgica (Moravkar et al., 2023; Wani et
al., 2023).

2.1.5.1. Usos generales de la rutina

En cuanto a los usos generales de la rutina, sus principales aplicaciones se
centran en la industria farmacéutica, la medicina, la alimentacion animal, la
cosmética y la industria quimica. Dentro de estas, se suele utilizar como antioxidante
y colorante, conservante alimentario, estabilizador y absorbente de rayos UV. La
rutina también esta presente en varias hierbas medicinales y preparados
multivitaminicos que se encuentran en el mercado (Patel & Patel, 2019).
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2.1.5.2. Actividades farmacoldgicas de la rutina
La rutina presenta diferentes actividades farmacolégicas como las expuestas en
el siguiente esquema:

CARDIOPROTECTIVE

T

ANTIDIABETIC | \ / ANTI-INFLAMMATORY |

JRUTIN

ANTIOXIDANT |

— " l‘ " T ANTICANCER |

ANTI-ALLERGIC |

Figura 5: Esquema de las diferentes actividades de la rutina (Semwal et al., 2021)

Actividad cardiovascular: estudios recientes han demostrado que la rutina
tiene un gran potencial para su uso contra diferentes enfermedades
cardiacas actuando a través de diversos mecanismos (Semwal et al., 2021).

Actividad anticancerigena: segin la OMS el cancer es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, es por ello por o que el estudio en su
tratamiento ha suscitado un gran interés entre los investigadores. Los
estudios realizados con rutina mostraron que tiene actividad antitumoral
contra ciertas células implicadas en el cancer de colon y cancer de mama.

Basandose en un amplio estudio se puede establecer una relacién inversa
entre la ingesta total de flavonoides y la incidencia de cancer. La rutina ejerce
un efecto quimiopreventivo sobre las células cancerosas ademas de
presentar efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Asfour & Mohsen, 2018).

Actividad del SNC: los trastornos del sistema nervioso central afectan
principalmente al cerebro y la médula espinal. A causa de las funciones
antioxidantes de la rutina y del creciente aumento de los trastornos y
patologias neuroldgicas, se ha estudiado el efecto neuroprotector de la rutina.
El cerebro estd muy expuesto al dano oxidativo y sus bajos niveles de
proteccion antioxidante convierten a la rutina en un potencial agente
farmacolégico para su prevencion. Algunos estudios han demostrado la
influencia de la rutina en la muerte neuronal, que viene con las lesiones
cerebrales y en la Ultima etapa de los trastornos neurodegenerativos (Frutos
et al., 2019).

En concreto, segun diversas investigaciones la rutina tiene un papel protector
contra la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer, la ansiedad y el glioma,
entre otros trastornos cerebrales (Semwal et al., 2021).
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Actividad antiinflamatoria: la rutina puede tratar la inflamacion vascular. El
tratamiento con rutina también puede ser Gtil en enfermedades inflamatorias
alérgicas.

Actividad antidiabética: también se estudio el efecto antidiabético de la rutina
en diferentes modelos experimentales.

Actividad contra la obesidad: la obesidad se relaciona con la acumulacion
excesiva de grasa en el tejido adiposo que causa complicaciones metabdlicas.
Para tratarla el objetivo es la inhibicion de la diferenciacion de adipocitos. En
un estudio tras el tratamiento con rutina se registr6 una inhibicion de la
diferenciacion de los adipocitos en un tipo de células relacionadas,
disminuyendo ademas otros niveles relacionados con la obesidad.

Actividad antihiperlipidémica: multiples problemas de salud estan causados
por niveles anormales de lipidos en sangre. Se ha mostrado una mejora del
perfil lipidico en diferentes modelos experimentales usando rutina, ademas
reduce los efectos adversos de la dieta hipercalérica y el consumo de alcohol,
gue suele provocar dificultades cardiacas y hepaticas.

Actividad antioxidante: la oxidacion celular se produce en presencia de
radicales libres lo que provoca dano celular, ademas se origina estrés
oxidativo, que da lugar a multiples problemas de salud, como enfermedades
cardiacas, cancer y envejecimiento. Por ello, se pueden encontrar en el
mercado productos con alto contenido en polifenoles y flavonoides, que
eliminan los radicales libres y pueden proteger al organismo de la oxidacion.
La rutina se considera uno de los antioxidantes mas potentes y eficaces y se
suele usar como patron para conocer el efecto antioxidante de una muestra.

Actividad antiosteoporética: se ha estudiado la actividad antiosteoporoética de
la rutina y se ha descubierto que en los trastornos relacionados con los
huesos (como la osteoporosis) la rutina tiene un papel importante.

Actividad anticatarata: las cataratas estan relacionadas con la modificacion
de las proteinas y el dano oxidativo en el cristalino del ojo, por lo que la rutina
puede proteger de la catarata.

Actividades antimicrobianas: la rutina puede tener también actividades
antimicrobianas contra ciertas infecciones y antivirulentas.

Actividad antitiroidea: en cuanto a su actividad antitiroidea, la rutina mostro
una inhibicion de ciertas funciones tiroideas mediante la eliminacion de
radicales libres.

Otras actividades: ademas de las actividades citadas anteriormente también
se han estudiado la actividad antileishmania y la actividad anti-SARS-CoV-2
de la rutina.
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Es necesario realizar estudios sobre la toxicidad de una sustancia que se quiere
usar como farmaco para garantizar su seguridad. Basandose en diversos estudios
previos se puede concluir que la rutina es segura para su uso clinico (Semwal et al.,
2021).

Por lo tanto, la rutina tiene un excelente poder terapéutico, pero a pesar de estos
beneficios, presenta limitaciones como su escasa solubilidad en agua, su baja
biodisponibilidad y su mala absorcion. Debido a estos inconvenientes que presenta
la rutina, se investigan diferentes técnicas como la encapsulacion que es una
estrategia que puede superar estas limitaciones (Frutos et al., 2019; Remanan &
Zhu, 2023).

Mediante las diferentes técnicas de encapsulacion, se ha estudiado que las
particulas nanométricas de rutina influyen notablemente en la solubilidad y
absorcion. Por este motivo, se ha despertado cierto interés en la administracion de
moléculas naturales a través de nanoformulaciones, que proporcionan una
administracion eficaz de distintos farmacos en puntos especificos (Moravkar et al.,
2023).

Se habla de nanoparticulas para referirse a particulas coloidales sélidas con
tamanos desde 1 a 1000 nm. El término nanoparticulas poliméricas se utiliza
generalmente para cualquier tipo de nanoparticulas poliméricas, especialmente
nanoesferas y nanocapsulas (Asfour & Mohsen, 2018).

La finalidad principal de la formulacion de nanoparticulas como sistema de
administracion, es controlar las propiedades de la superficie, el tamano de las
particulas y la liberacion del farmaco para lograr su actuacién en un sitio especifico
y un régimen de dosificacion 6ptimos (Asfour & Mohsen, 2018).

Generalmente, para la formulacion de nanoparticulas que contengan farmacos o
principios activos, se suelen utilizar polimeros. En funcién de la naturaleza de los
polimeros, la carga superficial y sus propiedades son capaces de controlar diferentes
parametros de la formulacién como la liberacion y la estabilidad del farmaco (Asfour
& Mohsen, 2018).

Uno de los métodos mas comunes para producir nanoparticulas es la
nanoprecipitacion. En esta técnica se requieren dos disolventes miscibles; el
farmaco y el polimero deben disolverse en uno de ellos (disolvente) pero no en el otro
(antisolvente). Cuando la solucion del polimero se anade al antidisolvente se produce
un rapida desolvatacion y precipitacion de este, atrapando al farmaco
inmediatamente.

Gracias a la miscibilidad del disolvente y antidisolvente, se trata de una técnica
apropiada para farmacos hidréfobos o con baja solubilidad en agua. Los polimeros
de Eudragit (polimeros de polimetacrilato) suelen ser muy utilizados para preparar
estas nanoparticulas poliméricas (Asfour & Mohsen, 2018).
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2.2. Técnicas de mejora de la biodisponibilidad

Estas limitaciones no son propias Unicamente de la rutina. Una gran cantidad de
alimentos de origen vegetal contienen compuestos bioactivos, que destacan por
tener efectos beneficiosos para la salud. Estos nutrientes han sido objeto de estudio
centrandose en su aplicacion en productos industriales para la salud humana. No
obstante, la eficacia de estos compuestos naturales depende de la cantidad ingerida
y de su posterior absorcion, que por lo general suele ser bastante pobre, lo que
conlleva a que su biodisponibilidad sea bastante escasa (Machado et al., 2022).

Estos compuestos bioactivos como pueden ser los flavonoides, en los que se
encuentra la rutina, tienen gran valor clinico debido a sus amplias actividades
farmacolégicas y bioldgicas cuyas aplicaciones se ven muy limitadas por su baja
solubilidad en agua y escasa biodisponibilidad (Wang et al., 2023).

La biodisponibilidad depende principalmente de dos propiedades: la solubilidad
acuosa y la permeabilidad intestinal. Por consiguiente, segin el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), de 1995, se pueden diferenciar estos
compuestos en cuatro clases (Charalabidis et al., 2019; Rodriguez-Rojo et al., 2022):

o C(Clase I: Alta solubilidad y alta permeabilidad

o C(Clase Il: Baja solubilidad y alta permeabilidad

o Clase lll: Alta solubilidad y baja permeabilidad
e Clase IV: Baja solubilidad y baja permeabilidad.

Para mejorar la biodisponibilidad de estas moléculas, ademas de facilitar la
dosificacion del producto y reducir sus necesidades de volumen de almacenamiento,
se busca crear particulas de tamano y morfologia especificos. Reducir el tamano de
las particulas tiene como consecuencia un aumento de la velocidad de disolucion,
ya que, la relacion entre el area superficial y el volumen de las particulas aumenta.
En concreto, para un tamano critico de las particulas menor que 1 0 2 um, aumenta
la solubilidad de saturacion del compuesto (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Aparte de la reduccion del tamano, los compuestos amorfos presentan una mayor
solubilidad que los cristalinos. Siguiendo con lo expuesto anteriormente, una mayor
solubilidad de saturacion se consigue con el tamano nanométrico de las particulas y
el estado amorfo. No siempre es facil mantener el estado amorfo durante la vida Gtil
del compuesto por lo que se suele coprecipitar con un polimero amorfo (Rodriguez-
Rojo et al., 2022).

2.2.1. Reduccion del tamano de las particulas
En la produccion de nanoparticulas se encuentran dos métodos diferentes:

e EIMETODO TOP-DOWN que consiste en reducir mecanicamente el tamafo de
las particulas micrométricas obtenidas por métodos convencionales hasta el
dominio nanométrico. Dentro de estos métodos, existen dos tecnologias
principales: la molienda de perlas (o de bolas) y la homogeneizacion a alta
presion, o una combinaciéon de ambas.
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e En el METODO BOTTOM-UP, se parte desde el tamafo nanométrico del
producto en una solucion coloidal o similar, tras la eliminacion del disolvente.
En los métodos bottom-up, las particulas pueden producirse mediante
técnicas de cristalizacion/precipitacion y evaporacion de disolventes, como:
cristalizacion a partir de una solucion, secado por spray, procesos de secado
con atomizacion mejorada, procesos de micronizacion con fluidos
supercriticos (Rodriguez-Rojo et al., 2022). En este trabajo se profundizara en
la micronizacién con fluidos supercriticos.

Las diferentes técnicas y procesos que incluyen fluidos subcriticos y supercriticos,
como la formulacion de materiales con caracteristicas especiales y las técnicas de
formacion de particulas son actualmente un campo esencial en la investigacion
(Knez et al., 2014).

Existen métodos convencionales para la reduccion del tamano de las particulas
como la trituracion, la molienda, la criomolienda, la sublimacion y la recristalizacion,
pero resulta muy dificil controlar la forma, el tamano y la distribucion de tamanos de
las particulas, ya que, no se ven influidas por la variacion de los parametros del
proceso (Knez et al., 2014). En los métodos convencionales se suelen producir
microparticulas que rondan de los 10 a 100um, pero para mejorar los problemas de
solubilidad, son necesarios tamanos inferiores a 1um (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Ademas, el uso de disolventes en estas técnicas esta limitado por Directiva
88/344/CEE del Consejo de la UE, principalmente cuando estan destinadas a
aplicaciones alimentarias y farmacéuticas. Las diferentes desventajas que
presentan los métodos convencionales han originado el desarrollo de nuevas
técnicas en las que se usan fluidos subcriticos y supercriticos (Knez et al., 2014).

2.2.2. Fluidos supercriticos, SC-CO2

Los fluidos supercriticos son aquellos con temperaturas y presiones superiores a
su punto critico. En condiciones supercriticas, los fluidos presentan propiedades
intermedias entre los gases y los liquidos (lo que facilita la extraccion de compuestos)
(Essien et al., 2020; Okolie et al., 2022).

El agua, el CO2, el benceno, el tolueno, el etano y el etanol son algunos de los
muchos productos quimicos que pueden utilizarse como disolventes supercriticos
(Farooq et al., 2023). Pero los mas estudiados son el agua supercritica (SCW) y el
CO2 supercritico (SC-CO2) para su uso en procesos quimicos sin disolventes y en la
remediacion medioambiental (Okolie et al., 2022).

El SC-CO2 se refiere al CO2 cuando se encuentra por encima de su temperatura y
presion criticas de 31,1°C y 73,8 bar respectivamente, en estas condiciones sus
propiedades varian entre las de gas y liquido. A temperatura ambiente el CO2
presenta propiedades gaseosas y cuando se presuriza o se enfria se encuentra como
soélido (hielo seco) (Okolie et al., 2022). EI SC-CO2 presenta propiedades Unicas que
hacen que sea el fluido mas utilizado en aplicaciones como la extraccion de
alimentos, las aplicaciones farmacéuticas, los procesos de extrusion y la mejora del
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petréleo crudo y el biopetrdleo en la industria energética (Farooq et al., 2023; Okolie
et al., 2022).

Debido a su creciente concentracion en la atmoésfera por las actividades
industriales masivas el CO2 se encuentra en abundancia, por lo que es un fluido de
bajo coste. El CO2 es uno de los principales gases de efecto invernadero, por ello, su
utilizacion en otras aplicaciones industriales resulta beneficiosa desde un punto de
vista sostenible (Machado et al., 2022; Okolie et al., 2022).

La extraccion con fluidos supercriticos se trata de una tecnologia verde, es decir,
es un método respetuoso con el medio ambiente, ademas de ser rapido y eficiente.
Esta técnica se utiliza generalmente para recuperar compuestos bioactivos de
productos naturales (Okolie et al., 2022). En términos operativos, el SC-COz es el mas
utilizado debido a sus bajos valores de tension superficial, lo que refleja altas tasas
de transferencia de masa (Machado et al., 2022). Su baja temperatura critica es apta
para preservar la estructura de los compuestos bioactivos del extracto. Ademas, el
CO2 es un gas a temperatura ambiente, por lo que su eliminacion después de la
extraccion es sencilla (Okolie et al., 2022).

El SC-CO> también se considera ambientalmente seguro, debido a que no es
inflamable ni toxico (Machado et al., 2022).

Actualmente, el SC-CO2 se utiliza en procesos de encapsulacion y formacion de
particulas (Machado et al., 2022).

2.2.3. Procesos con fluidos supercriticos
Los procesos de formacion de particulas que emplean fluidos supercriticos se
pueden diferenciar en tres grupos (Knez et al., 2014):

e Cristalizacion a partir de solucion supercritica (CSS), expansion rapida de
solucion supercritica (RESS) que utilizan el fluido supercritico como
disolvente.

e Formacion de particulas por proceso antisolvente (SAS, GAS, SEDS...)

e Formacion de particulas a partir de, soluciones saturadas de gas
(PGSS™®...) con el fluido supercritico como soluto (Knez et al., 2014;
Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Las tecnologias que utilizan fluidos supercriticos presentan diversas ventajas a
la hora de procesar compuestos naturales. En concreto, se han desarrollado técnicas
de precipitacion y encapsulaciéon basadas en diéxido de carbono supercritico como
disolvente, antisolvente o soluto. Estas técnicas presentan unas condiciones de
operacion moderadas (presiones de 80 a 200 bar y temperaturas entre 35y 60°C),
lo que permite procesar materiales sensibles en un entorno inerte, evitando la
contaminacion y degradacion de los compuestos. El uso de disolventes organicos
toxicos se ve muy reducido e, incluso, eliminado en estas técnicas y, ademas, se
evitan los pasos de postprocesado, filtrado y secado (Fraile et al., 2014; Rodriguez-
Rojo et al., 2022).
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Los procesos de precipitacion y cristalizacion por fluidos supercriticos se basan
en reducir el poder disolvente del disolvente, variando las condiciones de operacion
(presion y temperatura), por adicion de un antidisolvente, por evaporacion o por
extraccion de disolvente (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

2.2.4. Procesos antisolvente (GASR, GASP, SAS, PCA, SEDS...)

Existen distintos procesos antisolvente como la recristalizacion antisolvente
gaseosa (GASR), precipitacion antisolvente gaseosa (GASP), fraccionamiento
antisolvente supercritico (SAS), precipitacion con un fluido comprimido antisolvente
(PCA) y dispersion de solidos mejorada por solucion (SEDS). Estos procesos difieren
en el contacto entre la solucion y el antisolvente, que puede ser pulverizando la
solucion en un gas supercritico o pulverizando el gas en la solucion liquida (Knez et
al., 2014).

No Atomization Features Atomization

Bioactive Bioactive

J» Vent CO, —dd— + ), — .
‘ \ Solvent \ Solvent

“

High-pressure
and drug
nucleation by
CO; antisolvent
effect

* High-pressure High-pressure < High-pressure «

Bioactive ¢
+ o+ Vent o+ Vent
Solvent

Figura 6: Representacion esquematica de la produccién de particulas mediante procesos antisolventes
(Machado et al., 2022)

El mecanismo en el que se basan estas técnicas es, en reducir el poder disolvente
de los disolventes (en los que los fluidos supercriticos se disuelven muy bien) y
debido a esto se puede alcanzar una sobresaturacion muy alta que hace que las
particulas soélidas del soluto precipiten. El tamano de las particulas, su forma y
distribucion de tamano, varian en funcion de los parametros del proceso que influyen
directamente en la sobresaturacion y la velocidad de nucleacion (Knez et al., 2014).

Los procesos antisolvente presentan las siguientes ventajas:

e Control del tamano, la forma y distribucion de tamanos de las particulas
producidas gracias a los parametros del proceso.
e Condiciones de presion y temperatura de operacion moderadas

Y las siguientes desventajas:

e Procesos por lotes
e Uso de disolventes organicos convencionales
e Es necesaria la separacion del disolvente de los gases (Knez et al., 2014).
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2.2.5. Proceso supercritico antisolvente (SAS)

La tecnologia de antisolventes supercriticos posee numerosas ventajas en
comparacion con los inconvenientes que presentan las técnicas convencionales
como la molienda, los ultrasonidos, el secado por atomizacion y la liofilizacion, las
cuales conllevan un alto gasto de energia, elevados costes y largos ciclos de
funcionamiento (Wang et al., 2023).

El facil control de las condiciones de operacion, la reduccion de disolventes
organicos y el respeto por el medio ambiente son las principales ventajas que posee
esta técnica. La micronizacion de particulas mediante SAS produce polvos finos con
tamanos de particula pequenos, una distribucidbn de tamanos reducida y una
morfologia uniforme, lo que ayuda a no comprometer la bioactividad del farmaco
(Wang et al., 2023).

La técnica SAS se puede utilizar para la preparacion y formacion de granulos de
producto farmacéuticos, generando particulas ultrafinas y microcapsulas (Wang et
al., 2023).

Normalmente, se utiliza diéxido de carbono supercritico (SC-CO2) como
antisolvente en SAS, ya que tiene un punto critico relativamente bajo (31,26°Cy 73,8
bar), ademas de que es econdmico y no es toxico (Wang et al., 2023).

La técnica SAS aprovecha la baja solubilidad de las moléculas organicas solidas
y los compuestos bioactivos en el diéxido de carbono supercritico y la alta o completa
miscibilidad de la mayoria de los disolventes en SC-CO>. Para obtener un buen
producto final, el disolvente organico debe ser completamente miscible con el CO2
en las condiciones de operacion. Las condiciones de presion y temperatura tipicas
se encuentran en el rango de 80-150 bar y 35-50°C respectivamente (Fraile et al.,
2014; Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Durante el proceso el soluto de interés (farmacos, compuestos bioactivos
naturales, carbohidratos, proteinas, vitaminas, polimeros...) es disuelto en un
disolvente organico formando una disolucion que se presuriza y se mezcla con COo.
El fluido antisolvente (SC-CO2) sobresatura esta disolucion expandiéndola e
induciendo asi la precipitacion o coprecipitacion/encapsulacion del soluto en forma
de micro o nanoparticulas secas. Esta precipitacion se debe a la extraccion
simultanea del disolvente al SC-CO2 y a la saturacion del disolvente con SC-CO»
(Machado et al., 2022; Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Una vez se produce la precipitacion, se procede a realizar un ciclo de secado
haciendo pasar un flujo mayor de SC-CO2 (el doble o triple del volumen del
precipitador) con el fin de eliminar los posibles restos de disolvente. Finalmente, las
particulas sélidas se recogen en los correspondientes filtros o en el fondo del
recipiente de precipitacion (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

27



=i

" " 1 ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

CO, pump

Solution
y reservoir

>
<
>
<
>
<
3

@ -B- Solution pump

Precipitator

CO,, reservoir Solvent

$%] recovery
—{<— 0

and vent
Valve

Figura 7: Diagrama de flujo de un proceso antisolvente supercritico (SAS) (Rodriguez-
Rojo et al., 2022)

La presion y la temperatura son los factores principales de los que depende la
formacion de particulas, ya que, influyen en las propiedades termodinamicas y el
estado fisico del antisolvente-solvente-soluto. El punto critico de la mezcla
antisolvente-solvente-soluto, puede alterar en mecanismo de produccion de
particulas, debido a las resistencias de transferencia de masa. También interfieren
el tipo de disolvente organico, la concentracion de las disoluciones, los flujos de SC-
CO2 y de la disolucion, y el diametro de la boquilla con la que se pulveriza la solucion
organica (Machado et al., 2022).

Para superar una de las limitaciones de esta técnica, que es el uso de disolventes
organicos, se propone evitarlo o limitarse al uso de etanol, que se trata de un
disolvente no toxico apto para aplicaciones en productos alimenticios vy
farmacéuticos (Machado et al., 2022).

2.2.6. Encapsulacion

El proceso SAS también puede ser empleado para la coprecipitacion o
precipitacion conjunta de un compuesto activo con un material soporte (Fraile et al.,
2014). Cuando el proceso de precipitacion ocurre con un solo soluto se forman micro
y nanoparticulas con gran superficie especifica aumentando asi su biodisponibilidad.
Sin embargo, la precipitacion de sistemas compuestos (o coprecipitacion) da lugar a
microcapsulas que poseen la capacidad de ser empleadas en la administracion
controlada de bioactivos (Machado et al., 2022).

Para la encapsulacion de particulas mediante el proceso SAS se sigue el mismo
proceso descrito anteriormente. En este caso, la disolucion contiene tanto al
farmaco o compuesto activo como al polimero o material portador, que deben
disolverse en el disolvente. Por otro lado, el antisolvente sigue siendo el fluido
supercritico (que suele ser SC-CO2) y también tiene que ser miscible con el disolvente.
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La nanoprecipitacion se produce por una rapida desolvatacion del polimero cuando
la disoluciéon se anade al antidisolvente, dando lugar a la precipitacion del polimero,
con atrapamiento inmediato del farmaco (Asfour & Mohsen, 2018).

Entre los materiales de recubrimiento que se pueden utilizar para el proceso de
encapsulacion, se encuentran algunos carbohidratos (polisacaridos como quitosano,
maltodextrina, celulosa modificada...), proteinas (soja, suero de leche...), lipidos y
polimeros comercializados, entre otros (Machado et al., 2022; Remanan & Zhu,

2023).

Asimismo, los materiales portadores son capaces de proporcionar ciertas
cualidades adicionales al producto, entre las que destacan: la liberacion sensible a
estimulos (pH, temperatura...), liberacion intracelular, funcionalidad de trazador, etc.
(Rodriguez-Rojo et al., 2022).

El desarrollo de los compuestos encapsulados esta influenciado por las
caracteristicas fisicas y quimicas de las micro/nanocapsulas, como su superficie,
tamano de carga, estructura cristalina y morfologia de la particula, y el rendimiento
(proteccion, liberacion...). En funcion de estos aspectos se pueden mejorar la eficacia
y disponibilidad biolégica (Machado et al., 2022).

Otro parametro para tener en cuenta en las coprecipitaciones es la concentracion
del material portador y su proporcion con el compuesto activo. Esta relacion puede
ser clave para determinar si el material portador se solidifica antes o después del
compuesto activo, pasando asi de morfologias de microcomposites a morfologias de
microcapsula (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

La encapsulacion se puede llevar a cabo mediante las técnicas convencionales
(molienda, evaporacion de disolventes, secado por pulverizacién, precipitacion,
liofilizacion, etc.) Sin embargo, estas técnicas presentan numerosas limitaciones y
desventajas frente a los procesos de encapsulacion con fluidos supercriticos. Estas
desventajas consisten en una baja estabilidad del material procesado, lo que
dificulta el control en la morfologia de las particulas, una posible degradacion de los
compuestos bioactivos por altas temperaturas, un alto consumo energético y de
tiempo, una limitacion en los materiales de recubrimiento que pueden soportar el
proceso y la aparicion de residuos toxicos de disolventes organicos (Machado et al.,
2022).

2.2.7. Formulacion

La formulacion de compuestos bioactivos puede potenciar y mejorar sus
propiedades. Una formulacion que emplee materiales portadores adecuados para
estas sustancias busca generalmente, cumplir los siguientes objetivos: proteccion
del compuesto activo, mejora de la dosificacion y la biodisponibilidad, vy
funcionalizacion del producto (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

En cuanto a las formulaciones secas, se han desarrollado las microcapsulas que
consisten en una capa o recubrimiento de un material portador, rodeando a un
compuesto activo. Por otro lado, se encuentran los microcomposites en los que el
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compuesto activo se encuentra disperso en el nicleo. Ambos se pueden observar en
la Figura 8.

La técnica SAS descrita anteriormente, se utiliza para formular distintos
compuestos activos con una amplia variedad de materiales portadores. A pesar de,
poder controlar la morfologia del producto variando los parametros del proceso
expuestos previamente, es posible que se obtengan microcomposites en vez de
microcapsulas (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

(a) (b)

Figura 8: Varios tipos de formulaciones: (a) microcapsulas, (b) microcomposites (Rodriguez-Rojo et al.,
2022)

Se han desarrollado mdultiples formulaciones de productos farmacéuticos,
cosméticos y naturales, consistentes en composites o encapsulados utilizando
soportes micro o nanoparticulados (Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Los composites se forman por una precipitacion simultanea del compuesto activo
(material del nucleo) y el de recubrimiento. En los composites se encuentran las
particulas del material dispersas en el nucleo en una matriz de material de
recubrimiento. Por otra parte, en los compuestos encapsulados, el material de
recubrimiento precipita como una capa fina sobre la particula del compuesto activo
formada.

Con estas formulaciones se puede lograr una administracion controlada de los
principios activos en su medio de destino, ademas, si se trata de una sustancia
sensible el recubrimiento puede actuar como una capa protectora frente a agentes
agresivos. También cabe destacar que los composites y encapsulados resultan mas
faciles de manipular y dosificar que las particulas del compuesto puro (Cocero et al.,
2009).

2.2.8. Trabajo previo

La técnica SAS se ha usado para la precipitacion de antioxidantes a partir de
diferentes matrices naturales. Se han empleado distintos soportes y tecnologias para
aumentar la solubilidad en aguay la estabilidad de la quercetina con el fin de mejorar
su biodisponibilidad y su actividad antioxidante (Rodriguez-Rojo et al., 2022).
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En estudios anteriores se ha desarrollado una formulacion sélida de quercetina
mediante la encapsulacion con un polimero tensioactivo con la capacidad de formar
micelas en medios acuosos, lo que mejora la disolucion de la quercetina en agua y
su asimilacion en el organismo. En concreto, se encapsuld quercetina en
poloxameros Pluronic F127 mediante la técnica del antisolvente supercritico (Fraile
etal., 2014).

En los experimentos previos realizados se coprecipitaron particulas de quercetina
y de quercetina con Pluronic F127, utilizando como disolvente acetona y con un
proceso semicontinuo de SAS. Los resultados de los estudios morfologicos y
caracterizacion de las particulas indicaron que con esta técnica se consiguidé una
reduccion significativa del tamano de las particulas y una dispersion homogénea de
la quercetina en una matriz polimérica amorfa. Se estudio la disolucion de estas
particulas en fluidos gastricos e intestinales y las nuevas formulaciones de
quercetina revelaron una mayor solubilidad y disolucidon mas rapida que la quercetina
sin procesar o0 las mezclas fisicas de quercetina con Pluronic. Esta mejora del
comportamiento de la disolucion de la quercetina se debe a los cambios
estructurales y morfologicos obtenidos gracias al procesado con SAS (Fraile et al.,
2014).

En otra investigacion, se desarroll6 una formulacion sélida también de quercetina
con Pluronic F127, a partir de soluciones de acetona con la técnica SAS. De nuevo,
los ensayos de liberacion del farmaco en fluidos gastricos e intestinales mostraron
una solubilidad mejorada. Ademas, con estas formulaciones se observo un perfil de
liberacion controlada ya que la concentracion final tardd mas en alcanzarse
(Rodriguez-Rojo et al., 2022).

También, esta formulacion micelar de quercetina con Pluronic F127 tiene un
papel muy prometedor en aplicaciones y tratamientos médicos. Por ello, se
administro la quercetina formulada en ratas para prevenir la nefrotoxicidad
farmacolégica que esta causada por un agente antitumoral. Como resultado
aumentd la concentracion plasmatica y la biodisponibilidad de la quercetina en
comparacion con el compuesto no formulado. Ademas, se mantuvieron las
propiedades nefroprotectoras y, en algunos casos, mejoraron ligeramente
(Rodriguez-Rojo et al., 2022).
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3. Instalacion de la planta y equipos

3.1. Descripcion del proceso

En la primera parte de este trabajo, se estudio la precipitacion de rutina y la
encapsulacion de esta en Eudragit® mediante la técnica SAS (supercritical
antisolvent) con CO2 supercritico, para desarrollar una formulaciéon que mejore tanto
la biodisponibilidad de la rutina como su solubilidad en disolventes y sustancias
polares como el agua.

En la Figura 9 se muestra un esquema del proceso SAS que se ha utilizado para
la parte experimental de este trabajo. Como se puede observar, el precipitador tiene
dos entradas: la del CO2 y la de la disolucion con el disolvente. El CO2 se extrae de
una botella o bombona de gas y pasa por un proceso de enfriamiento, utilizando
etilenglicol como refrigerante para mantenerlo en estado liquido. Seguidamente, se
comprime, gracias a una bomba de membrana y se precalienta para llegar a la
temperatura de operacion establecida. Por otra parte, se tiene la disolucion liquida
(en este caso de rutina con etanol como disolvente) que se bombea con una bomba
cromatografica al interior del precipitador. El precipitador contiene un filtro de
particulas en su parte inferior, para retener el sélido precipitado, seguido de un
segundo filtro para terminar de eliminar los restos soélidos del disolvente. A
continuacion, se despresuriza el efluente del precipitador para recoger en un
separador flash el disolvente organico condensado y separarlo del CO2 gaseoso.

Disolucién

Precipitador

> Gas

A\

T

Calentamiento

Y

Separador

D
Liquido

Enfriamiento
CO,

Figura 9: Esquema del proceso SAS
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3.2. Planta

En la Figura 10 se puede observar la planta en la que se ha trabajado para
llevar a cabo el proceso SAS.

0N WNRE

Precipitador

. Valvula descompresion

Disolucion
Bomba disolucion
Bomba de CO2
Bano térmico
Separador
Extraccion

Figura 10: Planta de operacién SAS
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3.3. Equipos de la planta
A continuacion, se presenta la relacion de equipos utilizados durante el proceso.

e Precipitador o camara de precipitacion: recipiente encamisado con una
capacidad de 2,5L. Tiene una presion maxima de operacion de 150 bary dos
medidas de presion (digital y analdgica). En su interior, en la parte inferior, se
encuentra un filtro de particulas.

Figura 11: Precipitador

e Primer filtro: se encuentra en el fondo de la camara de precipitacion, consiste
en un disco poroso metalico utilizado para soportar un filtro polimérico con un
tamano de poro de 0,1 um. En este filtro se recoge el producto sélido de la

muestra.

Figura 12: Filtro situado en la parte inferior del precipitador: (A) Filtro montado (B) Componentes
del filtro (C) filtro metalico de particulas.
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e Segundo filtro: se trata de un filtro de Classic filters, modelo SL 127.401, cuyo
elemento filtrante es de acero inoxidable, compuesto por cinco capas de
malla 316 sinterizadas entre si para formar un elemento poroso integrado. La
malla central al ser de un calibre muy fino determina la velocidad de filtracion,
junto con las cinco capas mas gruesas, interiores y exteriores, que le dan
soporte y proteccion, soportando asi presiones maximas de 350 bar
(Stainless Steel Filter Elements | Classic Filters, 2023). La funcién de un
segundo filtro es retener el resto de las particulas que pasan a través del
primer filtro, para acabar de separarlas del disolvente.

"

il

Figura 13: Segundo filtro: (A) Filtro montado (B) Parte de filtro y filtro de acero inoxidable

e Valvula descompresion: valvula GO regulations, modelo BP66, Spartanburg,
SC 293303. Esta valvula se utiliza para despresurizar el efluente del
precipitador.

Figura 14: Valvula de descompresion de la planta SAS
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e Bomba disolucion: se trata de una bomba cromatografica modelo PU-2080,
Jasco, Italia, que se usa para bombear la disolucién con el compuesto activo
y el encapsulante al interior del precipitador.

v

S

CLEAR)

EDIT/ENTER

7 e

Figura 15: Bomba cromatografica

e Bomba de CO2: bomba de membrana, modelo Milroyal® 140.S, DOSAPRO
MILTON ROY, tarada a 140 bar con alivio hidraulico y sistema antirretorno,
cuya funcién es bombear el diéxido de carbono.

e -

Figura 16: Bomba de membrana
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e Bano térmico: P SELECTA DIGITERM 100, que sirve para precalentar el dioxido

de carbono a la temperatura de operacion deseada y para termostatar el
precipitador.

e Separador: separador flash para recoger el disolvente organico condensado y
ventilar el CO2 gaseoso al final del proceso.

Figura 17: Separador flash utilizado al final del proceso
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4. Método experimental

El método experimental se puede diferenciar en dos partes. La primera,
consistiendo en los experimentos con el proceso SAS para la precipitacion y
encapsulacion de rutina y la segunda, utilizando el producto obtenido para realizar
pruebas de disolucién in vitro.

4.1. Materiales utilizados
En las experiencias con SAS:

e Hidrato de rutina, = 94 % (HPLC), en polvo, proporcionado por Sigma-
Aldrich. CAS: 207671-50-9), (C27H30016-x H20). Masa molecular en base
anhidra 610,52g/mol.

e Eudragit® L100, copolimero de acido metacrilico y metilmetacrilato en
proporcion 1:1, en polvo, comercializado por Evonik Industries AG.

e Eudragit® L100-55, copolimero de acido metacrilico y acrilato de etilo en
proporcion 1:1, en polvo, comercializado por Evonik Industries AG.

e Eudragit® E100, copolimero basico de metacrilato de butilo, en granulos.
Comercializado por Evonik Industries AG.

e Alcohol etilico deshidratado absoluto, UN 1170, CH3CH20H, 99,9 % vol.
CAS: 64- 17-5. Suministrado por Davila Villalobos.

Para las pruebas de disolucion in vitro:

e Fosfato de potasio monobasico, KH2PO4, para HPLC, 99,5-101,0 %, CAS:
7778-77-0, proporcionado por Sigma Aldrich (Espana).

e Hidréxido de sodio sélido en pellets, para analisis, ACS, ISO. CAS-
No.:1310-73-2. Panreac Quimica SLU.

e Agua ultrapura, tipo | (agua MiliQ).

4.2. Experimentos para la formacion de particulas

Para la produccion de microparticulas de rutina pura y de rutina con Eudragit® L-
100 y Eudragit® E-100, se utilizd la técnica de precipitacion con antisolvente
supercritico (SAS), utilizando CO> supercritico y etanol como disolvente organico.

Experimentalmente se trabajé con el proceso SAS en régimen semicontinuo,
estableciendo unas condiciones de operacion, para el CO2 de presion y temperatura
de 100 bary 40°C. (el CO2 se calienta y comprime mas alla de su punto critico para

operar en la region monofasica del sistema disolvente/C02) (Hsieh & Vrabec, 2015).

Tomando como referencia el trabajo realizado por Giraldes Fernandez I. (2022)
se establecieron las condiciones y flujos del proceso, ademas se pudo conocer la
proporcion 6ptima de polimero y rutina. El flujo de CO2 se fij6 en 2 kg/h. Por otra
parte, el caudal de la disolucion era de 5 mL/min, siendo su concentracion de 1 g de
rutina en 300 mL de etanol para los experimentos con rutina pura. Para los
experimentos con Eudragit® se prepar6 una disolucion con una proporcion en masa
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de 1:1 (1 g de rutina por 1 g de Eudragit®) en 300 mL de etanol (Giraldes Fernandez,
2022).

4.2.1. Procedimiento

En primer lugar, se debe encender el bano térmico para llegar a los 40°C
deseados y abrir el flujo de etilenglicol, que se usa como refrigerante durante el
proceso. Una vez que se tiene la disolucion preparada y los instrumentos encendidos,
se abre la extraccion y con la valvula de descompresion cerrada, se procede a abrir
la botella de CO2. Esta se encuentra fuera del edificio por motivos de seguridad.
Cuando el flujo llega a cero (lo que indica gque el sistema se ha equilibrado con la
presion de la botella) se puede encender la bomba de CO2 para introducir el CO>
supercritico en el precipitador y se fija su flujo (2 kg/h). A continuacion, se espera a
que la presion llegue a 100 bar para abrir, poco a poco, la valvula de descompresion
y conseguir una presion constante.

Una vez estabilizadas las condiciones de operacion deseadas, se enciende la
bomba de disolucion fijando el caudal en 5 mL/min. Ambas soluciones se inyectan
continuamente en el precipitador a través de una boquilla de tubo concéntrico,
consistente en un tubo interior de 1/16 pulgadas, utilizado para inyectar la solucion
y un tubo exterior de 1/4 pulgadas utilizado para introducir el CO2 (Fraile et al., 2014).

Por ultimo, cuando ya se ha consumido toda la disoluciéon de alimentacion, se
mantiene constante el flujo de fluido supercritico durante al menos treinta minutos
(hasta que no salga mas efluente liquido en el separador flash), para asegurar la
eliminacion del disolvente organico residual de las particulas y poder recoger el
producto seco.

Pasado el tiempo de secado con el fluido supercritico, se procede descomprimir
el sistema con la valvula de descompresion, para posteriormente, recoger las
particulas sélidas secas retenidas tanto en las paredes del precipitador como las
retenidas en ambos filtros.

4.2.2. Experiencias realizadas
A continuacién, se resumen las diferentes experiencias realizadas para poder
obtener suficiente producto de cara a la siguiente parte del método experimental.

e Dos experiencias utilizando 1 g de rutina pura en 300 mL de disolvente
con las condiciones de presion y temperatura de 100 bar y 40°C.

e Tres experiencias con 1 g de rutinay 1 g de Eudragit® L-100 en 300 mL
de disolvente en las condiciones anteriormente mencionadas.

e Una experiencia con 1 g de rutinay 1 g de Eudragit® L-100-55 en 300 mL
de disolvente y con las mismas condiciones de operacion.

e Una experiencia con 2 g de rutinay 2 g de Eudragit® E-100 en 600 mL de
disolvente y con las mismas condiciones de operacion.
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4.3. Experimentos de disolucion in vitro

En esta segunda parte, se realizaron ensayos de liberacion in vitro simulando
fluidos intestinales y utilizando los productos de rutina obtenidos en la precipitacion
y encapsulacion con SAS previamente realizadas.

4.3.1. Procedimiento

Para empezar, se debe preparar la disolucion que simula el fluido intestinal. Para
ello, se pesan 6,8 g de fosfato potasico y se disuelven en 1L de agua destilada
ultrapura (miliQ). A continuacion, se ajusta el pH hasta el valor deseado, en este caso
6,8, anadiendo NaOH de una disolucién previamente preparada.

(scopLey) —

] o ciion
A =" /

00006
e

n
50008

Figura 18: (A) Equipo utilizado para las pruebas de liberacion in vitro (B) Detalle de la cesta que contiene
la rutina durante la prueba

El producto de rutina se introduce en una cesta que va sumergida en la disolucion
de liquido intestinal que se mantiene a temperatura y agitacion constantes. Los
experimentos se realizaron con un volumen de fluido intestinal de 475 mL, a una
temperatura de 37°C y a una velocidad de 100 rpm.

Durante el experimento, se extraen muestras de 3 mL en varios puntos
temporales y se anade un volumen equivalente de fluido intestinal fresco. Los
periodos definidos de extraccion de muestra son de 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 110y 120 min.

Para eliminar las particulas no disueltas de las muestras, se filtran usando filtros
de jeringa de acetato de celulosa con un tamano de poro de 0,22 um. De este modo,
quedan preparadas para su posterior analisis en el espectrofotometro.
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4.3.2. Experiencias realizadas

Para las pruebas de disolucion in vitro se realizaron varios experimentos con
diferentes productos para poder comparar los resultados. Es importante anadir una
cantidad en exceso de producto, para asegurarse de que queda producto sin
disolver. Por lo tanto, siguiendo el procedimiento descrito previamente, se realizaron
las siguientes experiencias:

e Tres experiencias con 0,5 g de rutina pura en 475 ml de disolucién (fluido
intestinal)

e Tres experiencias con 0,5 g de rutina puray 0,5 g de Eudragit® L-100 en
475 ml de disolucion.

e Tres experiencias con 0,5 g de rutina puray 0,5 g de Eudragit® E-100 en
475 ml de disolucion.

e Dos experiencias con 0,5 g de rutina pura precipitada mediante la técnica
SAS en 475 ml de disolucion.

e Tres experiencias con 0,2 g de rutina mas Eudragit® L-100, producto
obtenido de la precipitacion con la técnica SAS en 475 ml de disolucion.

e Tres experiencias con 0,2 g de rutina mas Eudragit® E-100 obtenido de
la precipitacion con SAS, en 475 ml de disolucion.

Todos los experimentos se realizaron mas de una vez con el fin de estudiar y
comprobar su reproducibilidad.

4.4. Analisis de muestras

Para realizar un estudio a nivel bioquimico de cualquier molécula se precisa del
uso de distintas técnicas analiticas para su determinacion cualitativa y cuantitativa,
al igual que su caracterizacion fisicoquimica y biolégica. En general, uno de los
métodos mas simples, accesibles, Uutiles y ampliamente utilizados es la
espectroscopia ultravioleta-visible (Abril Diaz et al., 2000).

La espectrofotometria UV-Vis se trata de una técnica analitica, ampliamente
empleada, que permite determinar la concentracion de un compuesto presente en
una solucion (Abril Diaz et al., 2000). La mayor parte de los compuestos organicos
biolégicos son capaces de absorber la radiacion electromagnética en la region UV-
Vis (Akash & Rehman, 2020).

El fundamento de esta técnica consiste en la capacidad que tienen ciertas
moléculas de absorber las radiaciones electromagnéticas, entre ellas las radiaciones
que corresponden al espectro UV-visible. Se puede relacionar linealmente la cantidad
de luz absorbida con la concentracion del analito (Abril Diaz et al., 2000; Carlos
Brunatti & Ana Maria Martin, 2010).

Las longitudes de onda de las radicaciones que absorbe una molécula y su
eficiencia dependen de la estructura atdmica de la molécula y de las condiciones del
medio (Abril Diaz et al., 2000).
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Cuando un haz de luz incide sobre una molécula, esta lo absorbe originando un
salto desde un estado energético de menor energia a uno de mayor energia o estado
excitado. La absorcion que presenta una molécula para distintas longitudes de onda
constituye su espectro de absorcion que es Unico de cada molécula, ya que, cada
molécula posee una serie de estados excitados o bandas (Abril Diaz et al., 2000;
Carlos Brunatti & Ana Maria Martin, 2010).

Para la espectrofotometria de absorbancia se trabaja en las regiones del
ultravioleta de 195 a 400 nmy el visible de 400 a 780 nm.

La absorbancia (A) expresa la cantidad de luz absorbida por la muestra,
matematicamente se define como el logaritmo de 1/T, siendo la transmitancia (T) la
relacion entre la cantidad de luz transmitida (la que llega cuando ha atravesado la
muestra) y la cantidad de luz incidente. De este modo:

1 It
A= log? =—logT = —logl—
0

La ley de Lambert-Beer relaciona de forma directamente proporcional la
absorbancia de la luz con una longitud de onda fija y la concentracion del analito en
la solucion, siendo:

A=¢-c-1 Ley de Lambert — Beer

Donde ¢ es el coeficiente de extincion que es constante para cada sustancia a
una determinada longitud de onda, ¢ es la concentracion de la muestray I la longitud
de paso de la cubeta (Abril Diaz et al., 2000).

Para medir la absorbancia de una muestra se emplea un espectrofotometro, este
aparato permite seleccionar una longitud de onda determinada del haz de luz que
pasa por la solucion de la muestra y de la cantidad de luz absorbida por la misma
(Abril Diaz et al., 2000).

Existen espectrofotometros de haz simple o de doble haz. En el
espectrofotometro de doble haz se compara la intensidad luminosa entre dos
trayectorias de luz, uno pasa a través de la referencia y el otro por la muestra (Akash
& Rehman, 2020).

Este tipo de espectrofotometro ofrece una mejor deteccion que el de haz simple.
Ademas, la medicion de la luz no se ve afectada por perturbaciones como los factores
de inestabilidad, la deriva de la lampara, las fluctuaciones de tension y la luz parasita
(Akash & Rehman, 2020).
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Figura 19: Representacion esquematica de un espectrofotometro de doble haz (Akash & Rehma,
2020)

Para su funcionamiento, previamente se debe seleccionar la longitud de onda a
la que se va a hacer la medida. En este caso se trabajara con un espectrofotometro
de doble haz que dispone de dos celdillas para dos cubetas, uno para la muestra y
otra para el blanco. Primero se colocan en las celdillas las dos cubetas con el blanco
para medir su absorbancia, de este modo, al blanco se le asigna el valor de
absorbancia cero, haciendo que la intensidad incidente y la transmitida sean iguales
(Abril Diaz et al., 2000).

Una vez medido el blanco, se deja en una de las celdillas y en la otra se coloca la
cubeta con la muestra para proceder a medir su absorbancia. Siguiendo la Ley de
Lambert-Beer, se podra determinar la concentracion de analito en las muestras.

La concentracion de rutina existente en las muestras resultantes de las pruebas
de disolucion se determindé mediante analisis espectrofotométrico a 418 nm
utilizando en el laboratorio, un espectrofotometro UV-Vis de doble haz siendo el
modelo UV-2550 de SHIMADZU.

Figura 20: Espectrofotometro usado en el laboratorio para el analisis de muestras

44



=i

. . . ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

4.5. Caracterizacion de las muestras

Para poder caracterizar las particulas formadas (de rutina y los distintos
polimeros) con la técnica SAS, se analizd su morfologia mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Se utilizd6 un Microscopio Electrénico de Barrido ESEM
modelo QUANTA 200 FEG gracias al servicio de Microscopia Electronica que se
encontraba en el laboratorio de técnicas instrumentales de la Universidad de
Valladolid (Edificio I+D Uvainnova).

La microscopia electronica se trata de una técnica ampliamente utilizada para
obtener imagenes de la superficie de una muestra, puesto que se basa en la
interaccion entre los electrones y la muestra, lo que consigue generar imagenes
topoloégicas de la misma. Esta técnica presenta un mayor aumento que el
microscopio 6ptico. El SEM utiliza un haz focalizado de electrones que reaccionan
con la muestra produciendo una imagen topoldgica y una composicion relativa.
Cuando el haz de electrones entra en contacto con la muestra, produce electrones
secundarios (SE), electrones retrodispersados y rayos X caracteristicos, que son
captados gracias a los distintos detectores y posteriormente visualizados en el
monitor (Abd Mutalib et al., 2017).

El SEM se utiliza para realizar analisis microelementales, que permite conocer los
guimicos presentes en la muestra, ademas de ver su distribucion sobre esta. Entre
los materiales que pueden ser analizados mediante esta técnica, se encuentran
ceramicos, metalicos, semiconductores, polimeros, biolégicos, histologicos, etc.
(Microscopio Electronico de Barrido ESEM (QUANTA 200 FEG), 2023).

Ademas, las mismas muestras llevadas al SEM se analizaron por difractrometria
de rayos X (XRD). El analisis por rayos X es capaz de determinar la estructura (orden
de largo alcance) de los materiales cristalinos y el orden de corto alcance de los no
cristalinos. De acuerdo con lo anterior, también se pueden deducir las constantes de
red y las fases, el tamano medio de grano, el grado de cristalinidad y los defectos
cristalinos (Khan et al., 2020).

El fendmeno de difraccion se produce cuando la luz es dispersada por una matriz
periodica con orden de largo alcance, lo que da lugar a interferencias constructivas
en angulos especificos. En un cristal los atomos estan dispuestos peridédicamente,
por lo que se produce difraccion, ademas la longitud de onda de los rayos X es
comparable a la distancia entre atomos. Las técnicas de XRD son capaces de
determinar la naturaleza cristalina (disposicion atémica) de los materiales,
basandose en que la dispersion de los rayos X de los atomos genera un patron de
difraccion (Chauhan & Chauhan, 2014). En cuanto al patron, las intensidades de los
picos y lineas de difraccion y su posicion (angulo de Bragg 6 o espaciado interplanar)
se corresponden con una estructura especifica (Khan et al., 2020).

Sin embargo, los materiales amorfos como puede ser el vidrio no son capaces de
producir ningln pico significativo en el patron de difraccion ya que, no poseen una
disposicion periddica (Chauhan & Chauhan, 2014).
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En esta técnica la radiacion procedente de un tubo de rayos X con longitud de
onda A, incide sobre la muestra que tiene un espaciado interplanar d. Siguiendo la
ley de Bragg, este haz es reflejado con un angulo 6. El detector se mueve, lo que
produce una variacion del angulo que forma con la muestra, registrando asi el haz
reflejado. El resultado de intensidad en funcion del angulo proporciona informacion
sobre la estructura cristalina de la muestra (Difractometria de Rayos X (Polvo),
2023).

ni
send =— Leyde Bragg
2d
Por consiguiente, esta ley es capaz de establecer la relacion entre la longitud de
onda de los rayos X incidentes, el angulo de incidencia del haz y la separacion entre
los planos de la red cristalina de los atomos. Se produce una interferencia
constructiva cuando la diferencia de caminos 6pticos entre los rayos X incidentes es
igual a un multiplo entero de la longitud de onda (Chauhan & Chauhan, 2014).

Para este analisis se utilizd un Equipo de Difraccion de Rayos X (DRX) Bruker
Discover D8, ubicado también en el laboratorio de técnicas instrumentales de la
Universidad de Valladolid (Edificio 1+D Uvainnova).
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5. Resultados y discusion

5.1. Micronizacion de la rutina pura

Como se ha indicado en el método experimental, se realizaron experimentos para
la precipitacion y micronizacion de rutina pura (inicialmente disuelta en etanol). Para
ello, se utilizd la técnica SAS descrita anteriormente con unas condiciones de
operacion constantes de presion y temperatura de 40°Cy 100 bar respectivamente.
Todos los experimentos se realizaron con 1 g de rutina y 300 ml de etanol. El
producto obtenido se estudié para poder caracterizar su morfologia y estructura
cristalina.

No se ha podido llevar a cabo la caracterizacion de la morfologia de las particulas
a tiempo en este trabajo, ya que el técnico responsable de la microscopia SEM
estaba ausente. Por ello, se tomara como referencia el trabajo de Giraldes Fernandez
l. (2022) asumiendo que las muestras obtenidas en este trabajo saldrian muy
similares. La Figura 21 muestra las imagenes SEM de la rutina pura sin procesary la
rutina sometida al proceso SAS. En la Figura 21 (a) se puede observar que la rutina
pura presenta agregados de particulas irregulares, mientras que en la Figura (b) la
rutina procesada presenta particulas muy porosas y una distribucion de tamanos
reducida. Lo que demuestra que las caracteristicas de las particulas de rutina
procesada se ven favorecidas por el proceso SAS (Giraldes Fernandez, 2022).

Figura 21: Imagenes del SEM de: (a) rutina pura sin procesar y (b) rutina procesada mediante el método SAS. La
relacion de aumento de las imagenes de izquierda a derecha es de 1000x, 4000x, 16000x y su escala de 100
um, 30 umy 5 um, respectivamente (Giraldes Fernandez 2022).
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5.2. Caracterizacion estructural del producto de rutina procesada por
SAS
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Figura 22: Difractograma de rayos X de la rutina procesada por SAS

La Figura 22 presenta el difractograma de rayos X de la rutina procesada por la
técnica SAS. Los difractogramas de la rutina pura sin procesar, encontrados en la
bibliografia, coinciden en que se pueden observar numerosos picos intensos. Esos
picos intensos indican que el compuesto tiene un alta cristalinidad o estructura
cristalina, ya que cuando se trata de una muestra cristalina los picos corresponden
a cada uno de los planos de la estructura cristalina (Giraldes Fernandez, 2022;
Ozkan et al., 2019).

A diferencia del difractograma obtenido en este trabajo de la rutina procesada
con SAS, en el que se muestran picos reducidos o ausentes, lo que significa que se
trata de una muestra amorfa. Como se ha expuesto anteriormente, los compuestos
amorfos presentan una mayor solubilidad que los cristalinos (Rodriguez-Rojo et al.,
2022).

5.3. Coprecipitacion de rutina y Eudragit® (L-100, L-100-55 Y E-100)

En los experimentos de coprecipitacion de rutina se utilizaron distintos materiales
de soporte, todos ellos polimeros de Eudragit®. La forma de operar resulta analoga
a los experimentos de micronizacion con rutina pura, trabajando por lo tanto con las
mismas condiciones constantes de presion y temperatura (40°C y 100 bar). En este
caso, en el disolvente se encontraban disueltos tanto la rutina pura como el polimero
de Eudragit®.
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Los polimeros usados en este trabajo fueron Eudragit® L-100, Eudragit® L100-
55 y Eudragit® E-100. La disolucion se prepard con una proporcion 1:1 de gramos
de rutina/gramos de Eudragit® en todos los experimentos. La relacion en masa del
compuesto activo/polimero es uno de los parametros de la técnica SAS mas
influyentes en la morfologia de las particulas formadas. En trabajos anteriores se
comprobé que con una cantidad mayor de polimero (proporcion 1:2) no se
obtendrian particulas finas, sino un producto plastificado (Giraldes Fernandez,
2022).

En los experimentos realizados en este proyecto los productos obtenidos eran
muestras de particulas en polvo finamente divididas. De nuevo, para la
determinacion de su morfologia se analizaron mediante microcopia electronica de
barrido (SEM).

Como se explicé anteriormente, por un problema ajeno, no se pudieron obtener
las imagenes del SEM de las muestras, pero los resultados esperados son muy
similares a los presentes en el trabajo de Giraldes Fernandez I. (2022) que se
muestran a continuacion. En la Figura 23 se presentan imagenes del SEM de la
coprecipitacion de rutina con Eudragit® E-100 (Figura 23 (a)) y rutina con Eudragit®
L-100 (Figura 23 (b)). Se puede observar en las dos situaciones como el crecimiento
de las particulas ha sido restringido por el polimero que recubre al ndcleo de rutina,
el polimero rodea la particula introduciéndose entre los intersticios de esta, para
conseguir una encapsulacion completa (Giraldes Fernandez, 2022).

Figura 23: Imagenes del SEM de: (a) rutina y Eudragit® E-100 coprecipitados con SAS y (b) rutina y Eudragit® L-100
coprecipitados con SAS. La relacion de aumento de las imagenes de izquierda a derecha es de 1000x, 4000x, 16000x
y su escala de 100 um, 30 umy 5 um
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INTENSIDAD

5.4. Caracterizacion estructural de Coprecipitados de rutina-Eudragit®
procesados con SAS

Las muestras de rutina encapsuladas con Eudragit® mediante el proceso SAS
fueron estudiadas también por difractometria de rayos X. De este modo, en la Figura
24, se muestran los diagramas de difraccion de rayos X de la encapsulacion de rutina
con Eudragit® L-100, Eudragit® L-100-55 y Eudragit® E-100, ademas del diagrama
de rutina procesada con SAS expuesto anteriormente para poder compararlos.
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Figura 24: Difractograma de rayos X de las distintas muestras procesadas por SAS

Se sabe que la rutina pura es un compuesto con estructura cristalina por lo que
se busca coprecipitarlo con un polimero amorfo, en este caso Eudragit®. Asi, la rutina
forma un complejo con Eudragit® que se ve reflejado en los difractogramas de la
Figura 24 con una atenuacion de los picos. Por lo tanto, las particulas de rutina
coprecipitadas con Eudragit® son amorfas, ya que, no se observan picos estrechos,
sino curvas bastante amplias.

La coprecipitacion de rutina con Eudragit® produce particulas con estructura
amorfa que es un requisito, a parte de la reduccion del tamano de las particulas,
para mejorar la solubilidad en agua (Rodriguez-Rojo et al., 2022).
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5.5. Pruebas de liberacion in vitro

En relacidon con las pruebas de liberacion in vitro es necesario conocer la
concentracion de las diferentes muestras, para lo que se utilizd espectroscopia UV-
vis. En primer lugar, se realizd una recta de calibrado empleando rutina pura y una
disolucién con proporcion 1:1 en volumen de etanol y agua. Para la recta de calibrado
se prepararon patrones del analito (rutina) con diferentes concentraciones,
abarcando un intervalo de concentraciones adecuado, y se midi6 la senal, en este
caso la absorbancia, proporcionada por los mismos. De este modo en la Figura 25
se muestra la recta de calibrado obtenida.

Recta de calibrado
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Figura 25: Recta de calibrado para la rutina

La ecuacion obtenida para calcular la concentracion de las muestras es la
siguiente:

A=0,0011-c+ 0,00235

A continuacion, se muestran los resultados de las muestras de disolucion in vitro
en un fluido intestinal simulado con un pH de 6,8. Se realizaron tests de disolucion
a muestras de rutina pura, mezclas fisicas de rutina pura con Eudragit® L-100 y
Eudragit® E-100, y las muestras procesadas con SAS de rutina, rutina coprecipitada
con Eudragit® L-100 y rutina coprecipitada con Eudragit® E-100.
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Figura 26: Resultados de las pruebas de liberacion de farmacos en liquido intestinal simulado

La Figura 26 muestra los resultados de las pruebas realizadas. Como se ha
descrito anteriormente, se realizaron varias repeticiones de cada uno de los
experimentos, pero no se consiguié su reproducibilidad. En el ANEXO | se pueden
encontrar los resultados de todas las repeticiones y las experiencias escogidas. En
la cristalizacion de compuestos naturales resulta habitual la existencia de
variaciones tanto en el producto como en los resultados que se obtienen. Por ello,
los resultados de los experimentos pueden no ser reproducibles, ya que, es dificil
obtener unas muestras totalmente homogéneas y reproducibles, dado que
dependiendo de la porcidon y de las caracteristicas de las muestras que se toman, los
resultados pueden variar.

Observando la Figura 26, el resultado mas significativo se puede ver con la rutina
procesada con SAS, en la que se muestra una disolucion mucho mas rapida que las
demas muestras, asi como una solubilidad final mas alta. Este comportamiento
puede atribuirse tanto a la reduccion del tamano de las particulas conseguido con la
micronizacion SAS, que aumenta su superficie disponible, como a su estado amorfo
comprobado con la difraccién de rayos X. Estas dos condiciones logran una mejora
de la disolucion y la solubilidad de las particulas.

Por otra parte, las muestras obtenidas de una homogenizacion fisica de rutina
con Eudragit® con una proporcion 1:1 revelaron una solubilidad mayory disolucion
mas rapida respecto a las muestras de rutina pura. Este aumento de solubilidad
posiblemente se deba a la modificacion de las propiedades de la solucién con la
adicion de los polimeros Eudragit®, que pueden mejorar la disolucion del compuesto
activo.
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Por Ultimo, las muestras coprecipitadas de rutina con Eudragit® muestran una
liberacion mucho mas controlada que las correspondientes a las mezclas fisicas. Al
procesar estas muestras con el SAS, la rutina esta recubierta del polimero lo que
puede provocar una liberacion y disolucion mucho mas lenta. Este comportamiento
podria ser también favorable para la aplicacion de la formulacion, ya que la liberacion
controlada podria mejorar la estabilidad de la rutina en el tracto gastrointestinal.
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6. Conclusiones y trabajo futuro

6.1. Conclusiones

La rutina es uno de los glucoésidos de la quercetina mas comunes que se puede
encontrar en diversas fuentes vegetales. De igual forma que otros flavonoides, posee
importantes propiedades antioxidantes y beneficiosas para la salud, gracias a sus
estructuras quimicas (Frutos et al., 2019). En virtud de su potencial farmacolégico y
naturaleza no toxica se ha convertido en una molécula de gran interés. Sin embargo,
su escasa estabilidad y solubilidad y por tanto su biodisponibilidad, limitan su
utilizacion en aplicaciones clinicas (Semwal et al.,, 2021). Se han desarrollado
diferentes estrategias y técnicas, como la encapsulacion, que es capaz de mejorar la
estabilizacion y biodisponibilidad de la rutina (Frutos et al., 2019).

En este trabajo la técnica SAS ha sido capaz de producir con éxito microparticulas
de rutina. Ademas, se ha conseguido coprecipitar satisfactoriamente rutina con
distintos polimeros de Eudragit® como material portador en la encapsulacion.
Ambas, a partir soluciones de etanol y con un proceso semicontinuo SAS.

El producto obtenido fueron polvos finamente divididos que como indican los
resultados de los analisis de caracterizacion morfolégica y estructural, gracias a la
técnica SAS se produjo una reduccion significativa tanto del tamano de las particulas
como de su estructura cristalina, lo que teéricamente favorece su solubilidad
(Rodriguez-Rojo et al., 2022).

Las formulaciones de rutina desarrolladas en este trabajo mostraron una
disoluciébn mas rapida y una mayor solubilidad que las muestras de rutina sin
procesar o las mezclas fisicas de rutina con Eudragit®, a causa de las propiedades
morfolégicas y estructurales conferidas por el proceso SAS. Estos resultados se
pueden considerar prometedores, ya que, superan las limitaciones principales de la
rutina.

Las formulaciones de rutina encapsuladas con Eudragit® mediante el proceso
SAS mostraron una liberacion sumamente controlada en fluidos intestinales
simulados. Lo que puede resultar util segin un estudio que busca la administracion
de rutina intacta en el colon minimizando su absorcion a través del estomago y el
intestino, enfocado al tratamiento del cancer de colon (Asfour & Mohsen, 2018).

Por consiguiente, las formulaciones desarrolladas son capaces de garantizar una
liberacion controlada, en el caso de las encapsulaciones de rutina y Eudragit®, y una
disolucion notablemente mas rapida con una solubilidad mayor, en el caso de la
rutina micronizada con SAS. Estos resultados indican que las propiedades del
producto que se ha obtenido con el proceso SAS experimentan un efecto positivo en
el comportamiento de disolucion de la formulacion.

A pesar de haber obtenido unos resultados satisfactorios, no ha sido posible
considerar reproducibles los diferentes experimentos de velocidad de disolucion
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realizados. Lo que se asocia a la dificultad de obtener muestras totalmente
homogéneas en procesos como la cristalizacion de compuestos naturales.

6.2. Trabajo futuro

El grupo de Procesos de Alta presion de la Universidad de Valladolid en
colaboracién con Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL),
llevaron a cabo una investigacion en la que se estudiaban la biodisponibilidad y la
eficacia nefroprotectora en ratas de una formulaciéon de quercetina encapsulada en
Pluronic F127.

Los resultados de este estudio mostraron que esta formulacion con
hidrosolubilidad y propiedades biofarmacéuticas mejoradas, en comparacion con la
quercetina natural, fue capaz de aumentar la biodisponibilidad y de mantener y de
mejorar en algunos casos sus propiedades nefroprotectoras (Casanova et al., 2021).

Por ello, en futuras investigaciones podria ser posible realizar un estudio similar
al descrito anteriormente con ratas, pero utilizando formulaciones de rutina y
Eudragit®.

Por otra parte, se siguen investigando distintas técnicas y metodologias para
mejorar la biodisponibilidad de la rutina, asi como, nuevos sistemas de
administracion de farmacos que mejoren la farmacodinamica y la farmacocinética
del compuesto bioactivo. Una nueva area de investigacion para la rutina en un futuro
proximo podria ser la orientacion de los farmacos, puesto que, puede ser capaz de
mejorar su potencial junto con la eliminacion de las limitaciones asociadas a esta
molécula (Semwal et al., 2021).

Ademas, al no haber obtenido unos resultados reproducibles en los experimentos
de velocidad de disolucion, otra posible linea de trabajo futuro seria repetir y realizar
mas ensayos de disolucion in vitro en fluido intestinal simulado, con diferentes
condiciones, por ejemplo, utilizando una mayor cantidad de muestra o sustituyendo
el sistema de agitacion de cestas por palas, con el objetivo de evaluar si se obtienen
resultados mas reproducibles.
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8. Anexos

ANEXO I: Resultados de los diferentes experimentos en las pruebas de
disolucion in vitro

A continuacion, se mostraran los resultados obtenidos en las experiencias de
liberacion in vitro. Como se ha indicado anteriormente se realizaron varias
experiencias, pero no se consiguio su reproducibilidad.

Experiencias con rutina pura

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 10,591 0,014

5 26,955 0,032
10 44,227 0,051
20 65,136 0,074
30 82,409 0,093
40 91,500 0,103
50 102,409 0,115
60 106,045 0,119
70 109,682 0,123
80 113,318 0,127
90 116,955 0,131
100 122,409 0,137
110 125,136 0,140
120 128,773 0,144

Tabla 1: Resultados de la primera experiencia con rutina

2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 4,227 0,007

5 9,682 0,013
10 13,318 0,017
20 20,591 0,025
30 27,864 0,033
40 37,864 0,044
50 47,864 0,055
60 54,227 0,062
70 58,773 0,067
80 64,227 0,073
90 70,591 0,080
100 80,591 0,091
110 76,045 0,086
120 86,045 0,097

Tabla 2: Resultados de la segunda experiencia con rutina

Los resultados de la Tabla 2 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5
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3
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 13,318 0,017

5 36,045 0,042
10 57,864 0,066
20 89,682 0,101
30 130,591 0,146
40 159,682 0,178
50 178,773 0,199
60 192,409 0,214
70 205,136 0,228
80 212,409 0,236
90 221,500 0,246
100 232,409 0,258
110 240,591 0,267
120 245,136 0,272

Tabla 3: Resultados de la tercera experiencia con rutina
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Experiencias con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® L-100

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,000 0,000

5 0,000 0,000
10 0,591 0,003
20 5,136 0,008
30 36,045 0,042
40 48,773 0,056
50 55,136 0,063
60 58,773 0,067
70 63,318 0,072
80 64,227 0,073
90 70,591 0,080
100 77,864 0,088
110 78,773 0,089
120 81,500 0,092

Tabla 4: Resultados de la primera experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® L-100
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2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,000 0,000

5 0,000 0,002
10 0,591 0,003
20 1,500 0,004
30 2,409 0,005
40 6,045 0,009
50 12,409 0,016
60 14,227 0,018
70 19,682 0,024
80 22,409 0,027
90 27,864 0,033
100 31,500 0,037
110 36,045 0,042
120 39,682 0,046
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Tabla 5: Resultados de la segunda experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® L-100

3
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,000 0,000

5 0,045 0,002
10 1,500 0,004
20 13,318 0,017
30 26,045 0,031
40 36,955 0,043
50 46,955 0,054
60 56,045 0,064
70 74,227 0,084
80 80,591 0,091
90 87,864 0,099
100 93,318 0,105
110 98,773 0,111
120 105,136 0,118

Tabla 6: Resultados de la tercera experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® L-100

Los resultados de la Tabla 6 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5
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Experiencias con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® E-100

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 - -

5 6,955 0,010
10 17,864 0,022
20 30,591 0,036
30 88,773 0,100
40 101,500 0,114
50 107,864 0,121
60 110,591 0,124
70 112,409 0,126
80 113,318 0,127
90 117,864 0,132
100 119,682 0,134
110 120,591 0,135
120 124,227 0,139

Tabla 7: Resultados de la primera experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® E-100

Los resultados de la Tabla 7 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5

2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 20,591 0,025

5 36,045 0,042
10 47,864 0,055
20 59,682 0,068
30 90,591 0,102
40 101,500 0,114
50 107,864 0,121
60 114,227 0,128
70 117,864 0,132
80 122,409 0,137
90 129,682 0,145
100 135,136 0,151
110 135,136 0,151
120 137,864 0,154

Tabla 8: Resultados de la segunda experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® E-100
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3
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 24,227 0,029

5 35,136 0,041
10 46,955 0,054
20 66,045 0,075
30 83,318 0,094
40 95,136 0,107
50 106,045 0,119
60 125,136 0,140
70 117,864 0,132
80 136,045 0,152
90 143,318 0,160
100 148,773 0,166
110 156,955 0,175
120 157,864 0,176
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Tabla 9: Resultados de la tercera experiencia con mezcla fisica de rutina pura y Eudragit® E-100

Experiencias con rutina procesada por SAS

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 268,773 0,298

5 285,136 0,316
10 283,318 0,314
20 287,864 0,319
30 288,773 0,320
40 284,227 0,315
50 286,955 0,318
60 285,136 0,316
70 282,409 0,313
80 283,318 0,314
90 282,409 0,313
100 279,682 0,310
110 276,955 0,307
120 286,955 0,318

Tabla 10: Resultados de la primera experiencia con rutina procesada por SAS
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2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 174,227 0,194

5 181,500 0,202
10 182,409 0,203
20 187,864 0,209
30 190,591 0,212
40 192,409 0,214
50 193,318 0,215
60 196,045 0,218
70 196,045 0,218
80 197,864 0,220
90 199,682 0,222
100 199,682 0,222
110 201,500 0,224
120 204,227 0,227

Tabla 11: Resultados de la segunda experiencia con rutina procesada por SAS
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Los resultados de la Tabla 11 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5

Experiencias con rutina y Eudragit® L-100 procesada por SAS

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 37,864 0,044
5 42,409 0,049
10 44,227 0,051
20 46,045 0,053
30 47,864 0,055
40 50,591 0,058
50 52,409 0,060
60 53,318 0,061
70 58,773 0,067
80 59,682 0,068
90 62,409 0,071
100 63,318 0,072
110 64,227 0,073
120 66,045 0,075

Tabla 12: Resultados de la primera experiencia con rutina y Eudragit® L-100 procesada por SAS

Los resultados de la Tabla 12 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5
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2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,591 0,003

5 7,864 0,011
10 21,500 0,026
20 46,045 0,053
30 67,864 0,077
40 91,500 0,103
50 106,955 0,120
60 123,318 0,138
70 137,864 0,154
80 153,318 0,171
90 158,773 0,177
100 188,773 0,210
110 192,409 0,214
120 210,591 0,234
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Tabla 13: Resultados de la segunda experiencia con rutina y Eudragit® L-100 procesada por SAS

3
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 7,864 0,011

5 11,500 0,015
10 12,409 0,016
20 16,045 0,020
30 18,773 0,023
40 21,500 0,026
50 24,227 0,029
60 26,955 0,032
70 29,682 0,035
80 33,318 0,039
90 36,045 0,042
100 38,773 0,045
110 42,409 0,049
120 46,955 0,054

Tabla 14: Resultados de la tercera experiencia con rutina y Eudragit® L-100 procesada por SAS
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Experiencias con rutina y Eudragit® E-100 procesada por SAS

1
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,000 0,000

5 0,000 0,000
10 0,591 0,003
20 6,045 0,009
30 9,682 0,013
40 14,227 0,018
50 17,864 0,022
60 23,318 0,028
70 26,955 0,032
80 29,682 0,035
90 30,591 0,036
100 31,500 0,037
110 32,409 0,038
120 33,318 0,039

Tabla 15: Resultados de la primera experiencia con rutina y Eudragit® E-100 procesada por SAS

2
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 3,318 0,006

5 8,773 0,012
10 11,500 0,015
20 16,045 0,020
30 17,864 0,022
40 20,591 0,025
50 25,136 0,030
60 32,409 0,038
70 39,682 0,046
80 45,136 0,052
90 49,682 0,057
100 55,136 0,063
110 59,682 0,068
120 64,227 0,073

Tabla 16: Resultados de la segunda experiencia con rutina y Eudragit® E-100 procesada por SAS

Los resultados de la Tabla 16 fueron tomados para la grafica de la Figura 26 en 5.5
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3
Tiempo (min) C (mg/L) Abs

2 0,000 0,000

5 0,000 0,000
10 0,000 0,000
20 0,591 0,003
30 4,227 0,007
40 6,955 0,010
50 8,773 0,012
60 12,409 0,016
70 17,864 0,022
80 23,318 0,028
90 27,864 0,033
100 33,318 0,039
110 36,955 0,043
120 39,682 0,046

=i

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Tabla 17: Resultados de la tercera experiencia con rutina y Eudragit® E-100 procesada por SAS
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