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RESUMEN

El 4cido f6lico es una vitamina esencial, que participa en la biosintesis de aminoacidos esenciales y en
algunos procesos asociados al ADN. Es una vitamina con limitaciones en su estabilidad frente a factores
como la luz, pH y oxigeno. Por esta razén se hace necesario desarrollar estrategias que permitan su
estabilizacién sin afectar su actividad biolégica. Asi pues, se propone la obtencién de microparticulas
utilizando mezclas de goma ardbiga y maltodextrina, con el método de secado por aspersion, que presenten
caracteristicas adecuadas para actuar como un reservorio del dcido félico con potencialidades para su
estabilizacién.

En este estudio se obtienen microparticulas de dcido félico utilizando cuatro mezclas diferentes de goma
ardbiga y maltodextrina, caracterizadas mediante los siguientes parimetros: distribucién de tamafio de
particula, porcentaje de humedad, morfologia, eficiencia de encapsulacién y perfil de disolucién. Los
resultados de la caracterizacién muestran diferentes aspectos: la morfologia de las microparticulas obtenidas
por este método varfa con la relacién goma aribiga- maltodextrina, la eficiencia de encapsulacién es
elevada para los cuatro tipos de microparticulas estudiadas, la distribucién de tamafno de particula no
cambia con la relacién de los materiales de la pared y los perfiles de disolucién muestran un porcentaje
de disolucién limitado, siendo el mejor el que corresponde a microparticulas con la relacién goma
arabiga- maltodextrina 70-30. La goma ardbiga es efectiva para el atrapamiento del dcido félico y cuando
se mezcla con maltodextrina se mejoran las caracteristicas de morfologia, eficiencia y disolucién de las
microparticulas, lo cual sugiere que existe una mezcla éptima de los dos materiales de pared que optimizan
las caracteristicas de las microparticulas.
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ABSTRACT

The folic acid is an essential vitamin, it is involved in the essential aminoacids biosynthesis and some
process associated to DNA. Folic acid undergoes degradation reactions when is exposed to light, acid or
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alkaline medium and oxygen atmosphere. For this reason it is necessary to develop strategies to improve
its stability not affecting its biological activity. In this connection the obtaining of microparticles by spray
drying, using arabic gum and maltodextrin blends is proposed. The microparticles could act as a carrier
of folic acid providing it protection.

In this study, microparticles of folic acid were obtained using four different blends of arabic gum and
maltodextrin. The particles size distribution, morphology, encapsulation efficiency and dissolution
profile were assessed for the different types of microparticles. The results showed different aspects:
the microparticles morphology changed with the ratio arabic gum — maltodextrine, the encapsulation
efficiency was high for four types of studied microparticles, the particles size distribution did not
change with the wall materials ratio, the dissolution profiles showed a limited dissolution percentage,
and microparticles of arabic gum-maltodextrin 70-30 showed the best profile. The arabic gum favored
the encapsulation of folic acid and when it is mixed with maltodextrin the morphology, encapsulation
efficiency and dissolution improved. Probably there is an optimum ratio of two wall materials providing

optimum properties to microparticles.

Keywords: folic acid, microparticles, arabic gum, maltodextrin.

INTRODUCCION

El4cido télico (dcido N-[4-[(2-amino-3,4-dihi-
dro-4-oxo-6-pteridinilmetil)-amino]-benzoil] L-
icido glutdmico), pertenece al grupo de compuestos
conocidos como folatos (del latin folium: hojas). Es
una vitamina esencial para los seres vivos, actuando
como un cofactor en reacciones de transferencia de
carbono (formilo, hidroximetilo y metilo), necesa-
rias para la biosintesis de nucleétidos (bases purinas
y pirimidinas), metabolismo de aminoacidos (me-
tionina, histidina), metabolismo de neurotrans-
misores (serina, colina), etc (1,2). Los animales y
humanos no pueden sintetizar folatos. Por eso es
necesario incorporarlos dentro de la dieta a partir
de fuentes vegetales o mediante la fortificacién de
alimentos usando el 4cido félico que corresponde
a la forma sintética de los folatos. La deficiencia de
acido félico en la dieta estd relacionada con defectos
del tubo neural, enfermedades coronarias y anemia
megaloblastica (3).

El dcido félico (AF) presenta reacciones de
degradacién de fotdlisis e hidrolisis, mediante rup-
tura del enlace amidico (C9 y N10), dando lugar
a 2-amino-4-hidroxi-6-formil-pterina (6-FPT)
y p-aminobenzoil-L-acido glutimico (PABG);
en la reaccién de fotdlisis se da lugar a reacciones
secundarias donde el 6-FPT es oxidado al corres-
pondiente 6-icido carboxilico (6-CBPT), y éste
posteriormente sufre descarboxilacién formando
2- amino-4-hidroxi-pteridina (4,5,6).

Ninguno de los compuestos de degradacién pre-
senta actividad biolégica; por tanto, durante la for-
mulacién de productos farmacéuticos, nutracéuticos

o alimentos enriquecidos con AF se hace necesaria
la proteccion del AF ante factores ambientales como
laluz y factores de formulaciéon como medios dcidos
y medios bisicos. La microencapsulacién es una
alternativa para proteger principios activos libiles,
entre ellos las vitaminas, tanto liposolubles como
hidrosolubles (7,8), ya que en las microparticulas el
principio activo estd confinado dentro de una matriz
polimérica constituyendo una barrera fisica a los
factores ambientales y a los de formulacién (9).

El AF también puede ser protegido de las in-
teracciones con otras vitaminas por medio de la
microencapsulacion. Es conocido que el AF es de-
gradado mas rapidamente cuando la riboflavina estd
presente en la formulacién, lo cual se ha explicado
por el efecto fotosensibilizante caracteristico de la
riboflavina (4).

Existen diferentes técnicas para obtener micro-
particulas. La mas viable, econémica y ampliamente
usada por la industria de alimentos es la técnica
de secado por aspersién (10). Esta técnica consiste
en la adicién del principio activo a una dispersion
de un polimero formador de pared y un solvente
(generalmente agua), formando un sistema fluido,
que luego es bombeado a una cimara de aspersion,
donde el fluido es atomizado y por accién del aire en
circulacién, a una temperatura de 150 - 200°C, se
produce la eliminacién del disolvente y la formacién
de las microparticulas (11).

Entre los materiales formadores de pared mas
frecuentemente usados en la técnica de secado por
aspersion se encuentran las gomas (arabiga, carrage-
nina, mesquita, gellan); proteinas (gelatina, caseina-
to); almidones modificados y maltodextrinas.
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La goma aribiga (GA) es un biopolimero ob-
tenido del exudado del arbol acacia, de la familia
Leguminosae, originaria de Egipto y de uso mile-
nario. Actualmente es extraida y pulverizada con
procesos limpios, a partir de diversas especies de
acacia, predominando las especies senegal y seyal.
Esta goma ha sido evaluada y reconocida como
aditivo alimentario por el Equipo de Expertos del
Comité Aditivos Alimentarios —JECFA- del Codex
Alimentarius.

La estructura quimica de la GA corresponde a
un complejo polisacirido que contiene pequenas
cantidades de material nitrogenado. El polisacirido
es una cadena ramificada, con un peso molecular
que puede variar de 47.000 a 3.000.000 g/mol (12).
La cadena lineal estd compuesta de unidades (1,3)
B-D galactopiranolsil y ramificaciones a los lados
de (1,6) B-D galactopiranolsil- 4 —O metil-glucuré-
nico, las cuales, a su vez, estin unidas a ramas mas
pequeiias compuestas por L- ramnosa — D-acido
glucurénico, D- galactosa — (1,3) y L- arabinosa y
L- arabinosa (1,3) — L-arabinosa (1,3) L-arabinosa.
El material nitrogenado es de caricter proteico,
corresponde hasta al 10% del peso total, y en par-
ticular en las especies senegal y seyal estd alrededor
del 2% (13). Por esta razén se ha denominado a la
GA como complejo proteico-arabinogalactano. La
fraccién proteica esta constituida por 400 residuos
aminoacidicos, con 18 aminodcidos diferentes, de
los cuales el 50% corresponde a hidroxiprolina,
serina y prolina, y se considera que muy probable-
mente la unién al polisacdrido se presenta por la via
hidroxiprolina unida a residuos de arabinosa (14).
La GA o complejo proteico-arabinogalactano, por
sus caracteristicas estructurales presenta un carcter
amfifilico, lo que le permite absorber en superficies
lipofilicas, actuar como coloide protector y, por
ende, como un buen agente formador de peliculas
(15); adicionalmente, presenta baja viscosidad y
comportamiento newtoniano a concentraciones
inferiores al 35%. En efecto, la GA es uno de los
materiales formadores de pelicula mis efectivo para
microencroencapsular; sin embargo, el costo y su
limitada disponibilidad comercial, han restringido
su uso a nivel industrial (16).

Por su parte, la maltodextrina (MD) es un
polisacirido con un peso molecular promedio de
1800 g/mol (17), no edulcorante, con un aporte
nutricional de 4 calorias por gramo, obtenido de la
hidrdlisis parcial, dcida y/o enzimatica del almidén
de papa, arroz o maiz. Ha sido reconocida por la

FDA como sustancia GRAS (generally recognized
as safe). Su composicién quimica consiste en uni-
dades de D-glucosa unidas con enlaces a(1-4) y
con un bajo nimero de enlaces a-(1,6) en posicién
aleatoria (18). Se caracteriza por tener entre 2y 20
equivalentes de dextrosa (DE). Se ha determinado
que para microencapsulacién son mas efectivas las
MD con 10-20 equivalentes de dextrosa. La apli-
cacién de la MDD en el proceso de encapsulacién
estd asociada a la baja viscosidad a altos contenidos
de sélidos, buena solubilidad, capacidad de formar
peliculas y bajo costo (19).

Una alternativa para la encapsulacién de princi-
pios activos mediante el secado por aspersion, es la
utilizacién de mezcla con hidrocoloides sinergistas,
como la goma ardbiga y la maltodextrina, ya que
permiten compensar el alto costo de la GA 'y la de-
ficiente actividad interfacial que presenta la MD.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la morfo-
logia, eficiencia de encapsulacién y perfil de diso-
lucién del AF a partir de microparticulas obtenidas
usando mezclas binarias de GA y MD en cuatro
proporciones diferentes.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para los ensayos de microencapsulacién se usé
Acido Folico calidad materia prima farmacéutica,
y para los ensayos cuantitativos un estindar secun-
dario de AF. La goma aribiga y la maltodextrina
usadas fueron grado alimenticio. El acido citrico,
el citrato de sodio, el cloruro de potasio, el fosfato
de potasio monobisico, el hidréxido de sodio y el
acido clorhidrico fueron adquiridos de Merck. Para
todos los ensayos se usé agua purificada.

Preparacion de microparticulas por el méto-
do de secado por aspersion

Se preparan inicialmente cuatro suspensio-
nes en cuya composicién se mantuvo constante
el porcentaje de AF (1% p/p), de agua (66%) y el
porcentaje total del material encapsulante (33%), y
solo se modificé la relacién de los dos materiales
encapsulantes, goma aribiga y maltodextrina, en
las relaciones que se muestran en la tabla 1. El peso
total de cada suspensién preparada fue de 6.065 kg
en promedio.

Las suspensiones se prepararon pesando y
dispersando los materiales goma ardbiga y mal-
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todextrina en agua destilada usando un agitador
de hélice (Heidolph®) a 1700 rpm= 300 y 29.52
+ 1.92°C, durante una hora. Luego se adicion6 el
AF previamente disperso en agua destilada, y se
continud agitando durante 30 min adicionales. La
viscosidad y el pH de la dispersién formada fueron
medidos usando un viscosimetro Brookfield® y un
pHmetro Methrom®

Las microparticulas fueron obtenidas secando la
suspension en un secador por aspersion (Niro FU11
model Atomizer) equipado con una boquilla de 0.5
mm de didmetro. La velocidad rotacional fue con-
trolada a 18000 rpm = 600 y las particulas al salir
presentaron una velocidad lineal de 100 a 150 m/s.
La temperatura de entrada y salida del secador fue
mantenida a220+5y 10510 °C, respectivamente.
La velocidad de alimentacién del sistema aspersor
fue de 3.3 L/min. Las microparticulas obtenidas
tueron colectadas en bolsas de polietileno y alma-
cenadas en cajas de cartén corrugado, observando
las buenas practicas de almacenamiento que la em-
presa exige en su sistema de control de calidad.

Evaluacion del tamaiio de la particula

Ladistribucién del tamaiio de las microparticulas
fue determinada usando un analizador de tamafo
de particula (MasterSizer 2000, Malvern), usando
como accesorio Hydro 2000S(A), obscuracién de
6.99%, y se usé agua como agente dispersante para
la preparacién de la muestra, a una concentracién de
0.0023 % p/v. La temperatura de lectura fue 18°C=
3, se realizaron dos barridos de 106 medidas cada
uno, con capacidad de medir un rango ponderado
de 0.020 22000.000 wm. Se calculé previamente el
indice de refraccién del agua y del AF.

Determinacion de humedad de las micropar-
ticulas

Se aplicé el método NTC 529- ISO 712, con
principio de secado en estufa (Marca Binder) a una
temperatura 130°C = 3, con una cantidad de muestra
de 5g *1, la cual fue sometida al secado durante 120
minutos. Seguidamente se introdujo en un desecador
durante 30 minutos y luego fue pesada en balanza
analitica. El ensayo se realizé por triplicado.

Evaluacion de caracteristicas morfologicas

La estructura de las macroparticulas fue eva-
luada usando microscopia electrénica de barrido
(SEM-JSM 5800). Las muestras fueron fijadas a
cilindros metilicos por adhesién con cinta de doble
faz, luego llevadas a un secador, con la técnica de
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punto critico con CO, a una temperatura cercanaa
40°C, seguida de un recubrimiento con una mezcla
oro/platino, procedimiento que se realizé durante
60 minutos. Seguidamente los cilindros que conte-
nian la muestra se llevaron a la cimara de muestras
del microscopio. El anilisis se efectué a 12-15Kv de
voltaje de aceleracién.

Método analitico de determinacidén del acido
folico

EIl AF fue cuantificado midiendo la absorbancia
2280 nm, usando un espectrofotémetro (UV-1601,
Shimatzu®). El método fue previamente validado
en los parimetros de linealidad, exactitud y preci-
sién en el rango de 5.28-36 ppm.

El proceso de extraccién del AF se hizo pesando
una cantidad exacta del granulado y adicionando 50
mL de buftfer citrato, 0.05 M (pH 5.0), se sometié
a calentamiento a 40+0.5°C por 15 min en bafio
marfa, luego a sonificacién en un bafio ultraséni-
co durante 20 min, y finalmente se filtr6 usando
membranas Millipore 0.45um.

Determinacion de la eficiencia de
encapsulacién

La eficiencia de encapsulacién se calculé usando
la siguiente ecuacién:

mg AF encontrado

%EE = x 100 Ecuacion 1

mg de AF teorico

Para la determinacién del AF encontrado, se
pesaron analiticamente 46 mg de microparticulas
(conteniendo teéricamente 1.5 mg of AF), se aplicd
el método de extraccion y el filtrado resultante se
analizé por espectroscopia UV a 280 nm vy se cal-
cul6 el % de eficiencia de encapsulacién aplicando
la ecuacién 1. Se realizaron 5 réplicas para cada tipo
de microparticulas y la comparacién de la eficiencia
obtenida con las diferentes mezclas, se establecid
usando un modelo de 1 factor con efectos fijos,
completamente aleatorizado. El nivel de confianza
tue del 95% vy la potencia para detectar diferencias
significativas, del 90%.

Determinacion del perfil de disolucion

Para evaluar el perfil de disolucién de las mi-
croparticulas se utilizé un disolutor (Disolutor
SR2- Dissolution Test Station- Hanson Research
con 6 vasos). Este ensayo fue desarrollado siguiendo
directrices de la USP 31 NF 26 (20), con algunas
modificaciones para el tipo de muestra a ensayar.
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Como soluciones modelo de fluidos gistrico e
intestinal, se prepararon buffer de HC1 0.2 M (pH
1.20%0.05) y fosfato 0.2 M (pH 7.20%0.05) res-
pectivamente, y con estas soluciones se llenaron los
vasos del disolutor (900 mL en cada vaso).

Se pesaron 700 mg de microparticulas, equiva-
lentes teéricamente a 20 mg de AF, se envasaron en
bolsas de celulosa tipo infusién, las cuales fueron
posteriormente selladas y colocadas dentro de las
canastillas malla n® 40 del disolutor. El ensayo se
llevé a cabo a 75+5 rpm y a 371 °C. Se aplicé un
muestreo sin reposicion, se extrajeron alicuotas de
5 mL usando una jeringa equipada con un micro-
tiltro con intervalos de 10 minutos y cada alicuota
tue analizada por espectrofotometria, midiendo la
absorbancia a 280 nm.

Para obtener el perfil de disolucién se obtuvieron
los valores promedio en cada intervalo de las tres
réplicas analizadas para cada tipo de microparticula
y los cilculos se efectuaron en base a una curva de
calibracién obtenida usando soluciones de AF en
el rango 2 — 14.5 ppm a pH 1.2, y 1-20 ppm a pH
7.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron la GA y MD como materiales
formadores de pared, por tener gran aplicacién in-
dustrial y haber sido reportados como los de mayor
utilizacién en la microencapsulacién por secado
por aspersién (21); ademas, son aprobados para la
industria de alimentos y resultan mas econémicos
que otros, como alginatos y caseinatos.

Los porcentajes en la composicién de las mezclas
binarias se seleccionaron teniendo en cuenta que
para la formacién de microparticulas es funda-
mental el caricter amfifilico de la GA, por tanto,
ésta se mantuvo en concentraciones considerables
para favorecer la difusién de GA en la interfase
s6lido-liquido (21), y por otra parte, también se
ha encontrado que la eficiencia de encapsulacién y
morfologia de microparticulas se optimiza cuando
el porcentaje de MDD es superior a 50% (12).

Un aspecto fundamental que debe tenerse en
cuenta durante el desarrollo de las microparticulas
es la solubilidad del AF en medio acuoso. Algu-
nos autores clasifican al AF como una vitamina
hidrosoluble (2), mientras que otros reportan una
solubilidad de 1.6 mg L™ a 25°C (0.16%) (22, 23),
lo cual corresponde a una ligera solubilidad, segiin
la terminologfa usada en la USP y se reporta que

el AF solamente es soluble en soluciones dcidas y
alcalinas diluidas (24,25).

Dada esta baja solubilidad, cuando el AF es
adicionado a la dispersion inicial del material encap-
sulante, a una concentracién del 1% (0.023 M), se
forma una suspensién. Los materiales encapsulantes
aportan viscosidad a la suspensién. Las cuatro sus-
pensiones preparadas presentaron viscosidades de
350+ 20 cP, la cual fue lo suficientemente alta para
estabilizar el sistema minimizando la velocidad de
sedimentacién, evitando la formacién de agregados
de AF durante el proceso de microencapsulacién
que tuvo una duracién de una hora, y lo suficien-
temente baja para permitir el traslado de las suspen-
siones desde el mezclador hasta el secador.

Los valores de pH de las cuatro suspensiones se
muestran en la tabla 1. En ella se observa que el pH
disminuye cuando el porcentaje de GA incrementa,
lo cual es un resultado esperado dado que la GA
se comporta como un polisacirido aniénico por
la presencia de dcido glucurdnico en su estructura
(26), mientras que la MD es un polimero neutro.
Los valores de las dispersiones obtenidos son cer-
canos a los valores de pH de una dispersion de GA,
el cual es cercano a 4.5 (27).

Tabla 1. Descripcién de las mezclas de materiales
encapsulantes y su pH

5 Relacién de los materiales

© encapsulantes, % p/p

3 pH de la
= Goma mezcla
5 o Maltodextrina

ke arabiga

M1 100 0 4.53 +£0.03

M2 80 20 4.59 +0.01

M3 70 30 4.61+0.03

M4 50 50 4.62 +0.02

El porcentaje de humedad en las microparticulas
fue 1.69%0.04, 1.87+0.02, 1.99+0.04 y 2.65+0.01
para los ensayos M1, M2, M3 y M4, respectiva-
mente; con este porcentaje de humedad no se favo-
recen fenémenos de agregacién y apelmazamiento
durante el almacenamiento, segiin observaciones
experimentales a nivel industrial. El porcentaje de
humedad incrementa con el incremento del por-
centaje de MD, la cual, como cualquier derivado
de almidén, presenta una notable capacidad para
atrapar y enlazar moléculas de agua a través del
grupo hidroxilo.
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La cantidad obtenida fue de 1.8%0.2 Kg para
cada ensayo, el rendimiento fue de 89.5+0.5%, y
la concentracién tedrica de AF microencapsulado,

de 3.3% p/p.

Evaluacion de las caracteristicas morfologi-
cas de las microparticulas

Las microparticulas obtenidas presentaron un
color amarillo y su apariencia correspondia a un
solido pulverizado. En la figura 1 se encuentran
superpuestos los perfiles de distribucién de tamafo
de particula para los cuatro tipos de microparticulas
estudiadas, donde el tamaiio de particula se encuen-
tra en el rango 0.2-4 um, con un promedio de 0.5
wm para los cuatro tipos de microparticulas. Estos
resultados permiten concluir que la naturaleza del
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material encapsulante no influyé en el tamafo de
las microparticulas, éste estd influenciado por vari-
ables de operacién del equipo como la velocidad de
rotacion del atomizador, la cual fue controlada en
18000 rpm para los cuatro tipos de microparticulas.
La temperatura de entrada del aire también tiene
efectos en la morfologfa de las microparticulas, y a
valores bajos, menores de 150°C, puede afectar las
interacciones particula-particula, la flotabilidad y el
contenido de humedad final, produciendo aglomera-
ciones y particulas de mayor tamano. En el ensayo se
trabajé con temperaturas de 220°C, reportadas como
tipicas para este tipo de experimento. Igualmente el
tamano de particula puede aumentar cuando no se
controlan variables del proceso como la viscosidad y
la velocidad de alimentacién de la dispersion (8).
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Figura 1. Superposicién del anélisis de distribucion de tamaio de particula de los cuatro tipos de
microparticulas obtenidas.

La morfologia y la superficie de las micropar-
ticulas fueron evaluadas con imdgenes obtenidas
por microscopia electrénica de barrido. En la
figura 2 se observa una diferencia notable en las
microparticulas obtenidas usando como material
de pared GA 100%, y las obtenidas con GA-MD

URSLHED HE
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(@)

50-50. Las primeras presentan forma irregular y
una superficie contraida, con pliegues (Véase fi-
gura 2a), mientras que las obtenidas usando como
encapsulante mezclas de GA-MD 50-50 presentan
forma esférica, con superficie lisa, pero agrietada
(Véase tigura 2b).

(b)

Figura 2. Micrografias de microparticulas de AF por microscopia electrénica de barrido usando una
amplificacién de 3000 y 7500. Materiales de pared (a) GA:MD (100-0), (b) GA:MD (50-50).
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La superficie de las microparticulas de GA se
debe probablemente a las propiedades plasticas pre-
dominantes en la GA sobre las propiedades vitreas,
dado que durante el proceso de secado por aspersién
se producen contracciones de las particulas durante
las etapas de secado y enfriamiento, la plasticidad
de la GA da lugar a pliegues sobre la superficie de
las particulas y se previene el agrietamiento de la
pared. (28,29)

Las propiedades de superficie de las microparti-
culas que contenian como material de pared MD,
se deben a las propiedades vitreas de esta, y por lo
tanto, durante el secado la pared de MD se opone
a los fenémenos de contraccién y trata de formar
estructuras esféricas (30). Con la combinacién de
GA y MD se obtienen microparticulas con formas
tanto esféricas como irregulares, se encuentran mi-
croparticulas fracturados que muestran una cavidad
en el centro y se observan fragmentos de pared de
gran espesor que sugieren que una doble pared es
formada, presentando la pared interna una aparien-
cia flexible, sin rupturas y con pliegues, mientras
que la pared externa es lisa y quebradiza, como se
observa en la figura 3.

Figura 3. Microgratias de microparticulas de AF por

microscopia electrénica de barrido. Materiales de pa-

red (a) GA:MD (100%-0%), (b) GA:MD (80%-20%),
(¢) GA:MD (70%-30%), (d) GA:MD (50%-50%).

Es posible explicar la doble pared formada, desde
la disposicién de los hidrocoloides en la suspension
inicial. La GA podria estar absorbida en la interfase
solido-liquido, orientando su pequeiia fraccién pro-
teica a la superficie de las particulas de AF, y orien-
tando su cadena glicosilada a la fase continua de la
suspension, rodeando de esta manera la particula

de AF y dandole caricter hidrofilico; asi, durante
el proceso de secado la GA formaria una primera
pelicula, mientras que la M D, que no tiene capaci-
dad interfacial, se ubicarfa predominantemente en
la regién mas externa de la particula, entrelazindose
con la cadena glicosilada de la GA, formando asf una
segunda cubierta en el proceso de secado.

Eficiencia de Encapsulacién

Para este ensayo es necesario primero disponer
de un método de extraccién del AF de las micropar-
ticulas, y de un método analitico de cuantificacién
del AF.

Para el método de extraccion se realizaron dife-
rentes ensayos preliminares buscando las condicio-
nes de maxima solubilidad del AF y las condiciones
para romper las paredes de las microparticulas y
liberar el AF. El pH es un factor fundamental en la
solubilidad del AF, dado que éste es una molécula
anfétera, con valores de pKa de 3.5 (a-COOH),
4.8 (B-COOH) y 8.3 (amina del grupo pterina)
(31). Experimentalmente se encontré que a valores
de pH de 5.0, el AF presenta una buena solubilidad
para los propésitos de este estudio.

Respecto a la liberacién del AF de la matriz
polimérica formada por la GA y MD, se encontré
que con la aplicacién de temperatura y ultrasonido
se da lugar a la liberacién del AF encapsulado. La
eficiencia del método se determiné a través del
porcentaje de recuperacién, cuyos resultados se
describen mas adelante.

Como método analitico se eligié el espectrofoto-
métrico, por su sencillez y exactitud. E1 AF presenta
dos maximos de absorcién, a 280 y 350 nm en me-
dios acuosos; el primer maximo se atribuye al dcido
aminobenzoico, y el segundo al grupo pteridina. Se
selecciond la absorbancia a 280 nm porque es la que
presenta un coeficiente de extincién mayor y, por
tanto, la sensibilidad es mayor. En varios estudios
anteriores se ha propuesto y usado este método para
la cuantificacién de AF (32).

Los resultados al evaluar la eficiencia de en-
capsulacién se describen en la tabla 2, donde se
presentan los promedios y los intervalos mdltiples
de Duncan con un intervalo de confianza del 95%.
Los cuatro tipos de microparticulas presentan altos
porcentajes de eficiencia de encapsulacién, todos
superiores al 80%. Las microparticulas obtenidas
usando la mezcla GA-MD 50-50 fueron las que
mayor eficiencia de encapsulacién presentaron,
mientras que las mezclas GA-MD 70-30 y 80-20,
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obtuvieron los resultados mas bajos, muy simila-
res entre si (estadisticamente no son diferentes de
acuerdo a los intervalos de Duncan).

Tabla 2. Eficiencia de encapsulacién.

Tipo de microparticulas EE %,*Promedio * S.D.
GA-MD n=5
M1: 100-0 92.43 +2.97
M2: 80-20 88.05+2.29
M3: 70-30 88.95+ 1.62
M4: 50-50 97.34 £ 2.43

*  Porcentaje de eficiencia de encapsulacién

Estos resultados pueden ser explicados por las
diferencias en la funcionalidad de los materiales de
pared usados. En las microparticulas con 100% de
GA, se obtuvo un % EE de 92%, acorde con los resul-
tados obtenidos por otros investigadores (16,33,34),
que demuestran la gran habilidad de esta goma para
formar peliculas e inmovilizar principios activos
con baja solubilidad en agua, por su capacidad para
absorberse en las interfaces sélido-liquido.

En la mezcla equitativa de GA y MD se suman
de manera sinérgica la actividad interfacial de la GA
y las propiedades ligantes de la MD, dindose lugar a
la formacién de la doble capa, ya mencionada, donde
el AF estd convenientemente rodeado de GA y sobre
las cadenas glicosiladas de la GA se encuentran in-
terpenetradas las moléculas pequefias de MD, que
actdan como ligante, formando asi una doble pared
poco porosa que favorece el atrapamiento del AF.

Mientras que en las mezclas de GA-MD 70-
30 y 80-20, se presenta una competencia entre
la disposicién de las GA y la MD en la interfase,
formandose una capa interna mas débil que la de
GA 100%, y por otra parte, la cantidad de MD en
la capa externa no es suficiente para dar lugar a una
buena accién ligante. Aparentemente el aumento de
la cantidad de MD también favorece el % EE; sin

ppm AF determinado x 900 ml

disolucion = —
mg AF tedrico

X Factor de Dilucion x100 + fc

VITAE

embargo, al evaluar de una manera preliminar MD
100% se obtuvieron microparticulas fracturadas, lo
que indica la necesidad de la presencia de GA y la
existencia de una mezcla éptima de GA-MD.

Perfil de disolucién

Los ensayos de disolucién son una prueba fisico-
quimica que determina la cantidad de firmaco que
se disuelve por unidad de tiempo, bajo condiciones
estandarizadas y determinan la cantidad acumula-
tiva de un principio activo en una solucién, como
funcién del tiempo (35)

Los ensayos de disolucién in vitro se utilizan
como indicadores de la biodisponibilidad del prin-
cipio activo incorporado en una forma farmacéutica.
En este trabajo se realizé el ensayo de disolucién,
para observar el comportamiento de las micropar-
ticulas en un medio con pH similar al gistrico y al
intestinal (pH 1.2 y 7.2), atendiendo las recomen-
daciones de la USP 31 (21).

El ensayo se hizo durante 60 minutos a pH 1.2
y hasta 120 minutos para pH 7.2; a los 60 minutos
se presenta, de acuerdo al patrén de motilidad ci-
clico del estémago e intestino delgado, la transicién
entre la fase I y la fase II, la cual se caracteriza por
inactividad y la presencia de contracciones (36). El
estudio de disolucién fue aplicado a los 4 tipos de
microparticulas, realizando 3 repeticiones para cada
uno, y en las condiciones ya descritas en la parte
experimental.

Inicialmente se construyeron las curvas de
calibracién para soluciones de AF a pH 1.2y 7.2,
con tres repeticiones en cada caso y se obtuvieron
las ecuaciones 2 y 3, que describen los respectivos
modelos lineales de las curvas de calibracién:

y = 0,034 + 0,055x, (R,99.94%) Ecuacion 2.

y = 0,064 + 0,055x, (R,9991%) Ecuacién 3.

Se calculé el % de disolucién aplicando la ecua-
ci6n 4, donde fc corresponde al factor de correccién
de los mL de buffer extraidos, que se calcula con
la ecuacién 5.

Ecuacion 4.

5

fc = disolucion

Ecuacion 5.

900 ml — ml de muestra
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En el ensayo de disolucién se obtuvieron los
resultados que se muestran en la figura 4, donde se
graficaron los promedios de disolucién obtenidos

pH 1.2
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30 g 8 °
[
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S 20 ., & %
2 . g x X
g 10 %
o -
2 0
0 20 40 60 80
tiempo, min
e &
M1 M2

para cada tiempo de monitoreo y se obtuvieron los
perfiles de disolucién para cada tipo de micropar-
ticulaa pH 1.2y 7.2.
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Figura 4. Perfiles de disolucién a pH 1.2y 7.2

Dada la baja solubilidad del AF en soluciones
acuosas se espera que la disolucion sea baja. Efecti-
vamente, los porcentajes de disolucion encontrados
se pueden considerar bajos de acuerdo a Ribeiro y
colaboradores (37), quienes expresan que porcen-
tajes de disolucién cercanos o inferiores a 20%, son
bajos, al realizar ensayos durante 60 minutos.

Analizando los resultados se puede concluir que
las microparticulas con GA 100% y GA:MD, 50-50
son las que presentan el menor porcentaje de disolu-
cién, tanto a pH 1.2 como 7.2. Dado que estos dos
tipos de microparticulas justamente corresponden
a las que contienen mayor porcentaje de EE, se
podria decir que la estructura de la microparticula
formada presenta una pared compacta que favorece
el atrapamiento de AF pero impide su liberacién.

Las microparticulas con mezclas de GA-MD
70-30 presentan el mejor porcentaje de disolucién
en ambos valores de pH; siendo ligeramente supe-
rior al 20% a los 60 minutos. Como se describié
anteriormente, estas podrian presentar una pared
débil, posiblemente porosa por la insuficiente accién
ligante de la MDD, y por tanto se podria explicar
que la liberacién del AF esté favorecida por tener
una pared porosa, por donde puede ingresar agua.
Los pertiles de disolucién de microparticulas com-
puestas por materiales de pared tipo polisaciridos
estan fuertemente influenciados por la capacidad
de hinchamiento de estos (38), lo que posiblemen-
te explica las diferencias entre los cuatro tipos de
microparticulas en los perfiles de disolucién en

ambos pH. Posterior al hinchamiento de la pared,
el principio activo puede ser liberado por disolucién
y difusion._

La GA, teéricamente, observa un comportamien-
to diferente a pH 1.2y 7.2; a pH 1.2 se esperaria que
esta se encuentre bajo una configuracién contraida
y compacta; debido a su bajo grado de ionizacién,
las interacciones polimero-polimero son favoreci-
das mas que las interacciones polimero-agua y, por
tanto, la hidratacién es insuficiente; mientras que a
pH 7.2 presentarfa una configuracién extendida y
desenrrollada, debido a la ionizacién de los grupos
glucorénicos terminales, donde se favorecen las
interacciones polimero-agua y, por tanto, la GA se
hincharfa en estas condiciones. En consecuencia, se
esperarfa que haya un mayor porcentaje de disolucién
apH 7.2; sin embargo, la solubilidad del AF es mayor
apH extremos (pH 1.2). En conclusioén, si bien a pH
7.21aliberacion se favoreceria por la hidratacién de la
GA, la baja solubilidad del AF contrarresta este efecto.
El hinchamiento de la GA y la gradual disolucién y
difusién del AF dentro de ese gel formado, podrian
explicar el hecho de que los perfiles a pH 7.2 no
muestren un valor asintético, aun después de 2 horas
de observacién, como se observa a pH 1.2.

Las microparticulas de GA-MD 80-20 observan
un comportamiento diferente en los dos valores de
pH, presentando un perfil similar al de las micropar-
ticulas de GA-MD 70-30 a pH 1.2, mientras que su
porcentaje de disolucién es menor a pH 7.2, lo cual
se puede explicar por el mayor contenido de GA.
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CONCLUSIONES

La técnica de secado por aspersion en las condi-
ciones aplicadas, permite la formacién de micropar-
ticulas de 4cido f6lico con un tamaifio de particula
de 0.5 um. La morfologia de las microparticulas
obtenidas por este método varfa con la relacién
goma aribiga-maltodextrina: son poco esféricas y
con superficie contraida cuando el porcentaje de
goma ardbiga es alto, y esféricas y con fracturas
cuando se aumenta el porcentaje de maltodextri-
na. La eficiencia de encapsulacién es elevada para
los cuatro tipos de microparticulas estudiadas,
mientras que los perfiles de disolucién muestran
limitaciones de las microparticulas en la capacidad
de liberacién del principio activo, siendo el mejor
el de las microparticulas con goma ardbiga- malto-

dextrina, 70-30.
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