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RESUMEN

Tomando en cuenta factores como didmetro de particula promedio (Dp) y eficiencia del proceso,
se realizd la sintesis de nanoparticulas de almidén (NPAs) mediante dos métodos: tratamiento
alcalino con agitacidn mecanica y tratamiento alcalino con energia de ultrasonido. En el método
donde se utilizd una solucién alcalina (NaOH/urea/agua), con relacién de 6/4/90 (p/p), para
preparar dispersiones de almidén al 10 % en peso y posteriormente formar NPAs por agitacién
mecanica, se obtuvieron valores de Dp entre 30 y 300 nm. Se determind que con el almidén
soluble se obtienen Dp menores a 50 nm. Para los experimentos donde se utilizd almidén de
maiz los Dp obtenidos fueron mayores a 100 nm. En cuanto al efecto de la relacién
amilopectina/amilosa sobre el valor de Dp se observé que el aumento en el contenido de
amilosa ocasiond un incremento en el valor de Dp, obteniéndose un valor de =270 nm para las
nanoparticulas preparadas con almidén con 70 % de amilosa. Este resultado fue atribuido al
incremento de la viscosidad de la dispersion, debido a la mayor interaccidon entre las cadenas
poliméricas lineales de la amilosa. Las distribuciones de tamafio de particula obtenidas para el
almidén con 70 y 0 % de amilosa presentaron bimodalidad y sélo se consideré la mayor
poblacion de particulas obtenidas. Al sustituir la energia mecdanica por energia de ultrasonido, se
encontré un método mas simple que permite la obtenciéon de NPAs con valores de Dp entre 20y
50 nm. Se estudiaron diferentes concentraciones de almidén (1, 5y 10 % en peso) y tiempos de
sonicacion (5, 10 y 15 min). El tiempo de sonicacion utilizado presentd un efecto inverso sobre el
Dp, a excepcion del tiempo de sonicacion de 15 min para las concentraciones de almidén de 5y
10 % en peso. Con el propdsito de generar grupos funcionales a partir de los grupos —OH
presentes en el almidén, se llevd a cabo la modificacién de la superficie de las NPAs con
anhidrido maleico (AM), cloruro de lauroilo (CL) y polietilenglicol (PEG). Finalmente, se llevaron
a cabo pruebas para lograr la interaccidn entre el ubiquinol y las NPAs modificadas. El ubiquinol
utilizado fue obtenido mediante reduccién quimica con NaBH,. En la etapa de cargado solo se
obtuvieron resultados cualitativos, sin embargo, indican que las NPAs modificadas con AM son
una buena opcién para el soporte de moléculas de ubiquinol. Mediante micrografias de TEM se

obtienen NPAs cargadas con ubiquinol con Dp menor a 50 nm.
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. INTRODUCCION

La formulacién de productos que incorporen compuestos bioactivos benéficos para la salud
humana es un tema de gran interés para las industrias farmacéutica, alimentaria y de cosméticos.
Sin embargo, el disefio de sistemas novedosos que protejan las propiedades de los compuestos

bioactivos para garantizar su efecto en el cuerpo humano es un gran reto [1].

En este sentido, la comunidad académica ha mostrado un interés en la sintesis de nanoparticulas
a partir de polimeros naturales que funcionen como medio de transporte para la administracién
de los compuestos bioactivos [2,3]. En las Ultimas décadas se ha presentado una clara tendencia
en el estudio de polimeros tales como las proteinas (coldgeno, gelatina y albimina) y

polisacaridos (almidén, dextrano celulosa y quitosan) [4].

Por tratarse de biomateriales no toxicos y biodegradables, los polisacaridos son los polimeros mas
utilizados para esta aplicacidon, ademds de encontrarse en abundancia en la naturaleza y tener un
costo de procesamiento relativamente bajo. Entre los polisacdridos mads utilizados para la
preparacidn de nanoparticulas se encuentra el almidén; polimero que se puede obtener de
diferentes fuentes (papa, maiz, trigo y arroz, entre otras plantas). El almidon esta constituido
principalmente por cadenas lineales de amilosa unidas por enlaces a-1,4-glucosidicos vy
amilopectina unidas por el mismo enlace pero con ramificaciones en -1,6-glucosidicos cada 15-

30 unidades monoméricas de glucosa [5].

La preparacion de NPAs mediante diferentes métodos tales como, hidrdlisis acida y enzimatica,
energia ultrasdnica, agitacién mecdnica, extrusion reactiva, microfluidizacion, precipitacion y la
combinacion de hidrdlisis acida y energia de ultrasonido ya han sido reportados. Una
caracteristica ampliamente mencionada es que la gran cantidad de grupos —OH presentes en la
superficie de las NPAs, conduce a la formacion de aglomerados atribuidos a fuerzas de interaccidn
como puentes de hidrégeno, esta caracteristica ha limitado el desarrollo y aplicacion de estos
materiales [6]. Una alternativa para resolver este problema ha sido la modificacion quimica de

estos grupos —OH [7]. Se ha reportado el uso de acidos dicarboxilicos (acido maleico, acido
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fumarico, acido succinico y anhidrido maleico) [8, 9, 10] o cloruros de acido [11, 12] para la
formacidn de grupos ésteres. Los grupos —OH con menor impedimento estérico (posicidon Cg) son

los que tienen mayor posibilidad de reaccionar [13].

Las NPAs modificadas superficialmente ya han sido utilizadas para el cargado vy liberaciéon de
compuestos bioactivos como el acido flufenamico, cafeina y testosterona [14]. Pang y cols. [15]
reportaron la sintesis de NPAs modificadas con anhidrido maleico para su cargado con curcumina
la cual se considera un ingrediente bioactivo hidréfobo, similar a la Coenzima Qi (CoQyq). Esta
coenzima es una molécula de gran importancia, debido a que es un componente esencial en las
células bioldgicas. En los ultimos anos, la CoQ,, ha sido motivo de estudio en todo el mundo, lo
gue ha permitido poner en evidencia propiedades que ayudan en el adecuado funcionamiento del
cuerpo humano [16]. Ademas, dependiendo de su estado de éxido-reduccion, esta coenzima,
puede presentarse en tres formas: totalmente oxidada, oxidacién intermedia y totalmente

reducida, esta ultima es conocida como ubiquinol (CoQqo-H,) [17].

El ubiquinol actia como un potente antioxidante debido al mecanismo de oxidacién-reduccién
que permite inhibir la peroxidacién de los fosfolipidos presentes en la membrana celular. Asi
mismo, protege a las proteinas mitocondriales y al ADN de los efectos negativos ocasionados por
los radicales libres [18]. Aunado a esto, también se ha identificado que este compuesto, presenta
propiedades antiinflamatorias y su efecto se ha comprobado en estudios in vitro [19]. En general,
se prefiere el suministro oral de ubiquinol ya que este, se absorbe mejor que la ubiquinona [20].
No obstante, es bien conocido que su la baja solubilidad en agua y su inestabilidad quimica,
afectan negativamente su utilizacion como ingrediente bioactivo [21]. Por lo que sdlo se ha
trabajado con la forma oxidada (ubiquinona), con lo que se ha logrado mejorar su

biodisponibilidad oral, pero no su efecto antioxidante.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue obtener un sistema a base de NPAs modificadas
superficialmente, evaluando tres diferentes moléculas que permitan la obtencidon de grupos

guimicos que promuevan las interacciones con el ubiquinol.
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II. ANTECEDENTES

2.1. Biopolimeros

Los biopolimeros son materiales que pueden ser asimilados por varias especies de
microorganismos, por lo que son llamados biodegradables. Su degradacién se presenta en lapsos
de tiempo cortos ya sea en semanas o meses. Se obtienen a partir de sistemas bioldgicos tales
como, plantas, animales y microorganismos, o bien, a partir de la sintesis quimica de materiales
renovables. Se ha comprobado que no presentan un efecto toxico en el cuerpo humano por lo

gue son considerados materiales biocompatibles [22, 23].

Debido a que los polimeros sintéticos se estan convirtiendo en un problema ambiental creciente.
Aunado a su baja disponibilidad, aumento en los precios del petréleo y a la inestabilidad
geopolitica de las regiones que poseen las grandes reservas de este recurso, ha surgido la
necesidad de obtener materiales a partir de fuentes renovables. Los biopolimeros, que en su
mayor parte se obtienen de fuentes renovables, se han convertido en una alternativa interesante.
No obstante, estos materiales tienen algunas limitaciones y desventajas tales como, dificultad en
su procesamiento y bajo rendimiento. Esto, ha limitado su aplicacién en diversos sectores

industriales y ha impulsado la investigacion para la solucién de estos problemas [24].

2.1.1. Clasificacion de los biopolimeros

Los biopolimeros se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo a su fuente de obtencion (Tabla
2.1). Extraidos de biomasa obtenida a partir de plantas y animales, los mas comunes dentro de
este grupo son el almiddn, celulosa y quitosan. El segundo grupo de biopolimeros es producido
por microorganismos como por ejemplo los poli (hidroxialcanoatos) que son sintetizados por
bacterias mediante fermentacién de materias primas renovables; el biopolimero producido
depende principalmente de la cepa bacteriana y sustrato utilizado. Los biopolimeros del tercer
grupo son sintetizados por polimerizacidn de mondmeros bioderivados de aceites vegetales y

acido lactico. Entre los aceites que se utilizan en la preparacion de estos biopolimeros se
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encuentran el de linaza, girasol, higuerilla, soya y palma. Algunos de los materiales obtenidos son:
poliésteres, poliuretanos, poliamidas, resinas acrilicas, resinas epoxi y poliéster amidas. Otro de
los biopolimeros obtenidos a partir de mondmeros bioderivados es el poli (acido lactico) que se

produce a partir del acido lactico [25].

Tabla 2.1. Clasificacidn de los biopolimeros de acuerdo a su fuente de obtencidn.

Biomasa . Sintetizados a partir de
Producidos por .,
. . . mondémeros
Plantas Animales microorganismos . .
bioderivados
Polisacdridos
Almiddn, celulosa y sus Quitina
derivados. Pectinas, L Acido hialurénico,
quitosany
carragenatos, goma . xantanos, Curdlan, L,
L . acido Poliésteres,
arabiga, cis-1,4- . . polulanos .
. hialurénico poliuretanos,
poliisopreno L .
- poliamidas, resinas
Proteinas o . .
Cosel acrilicas, resinas epoxiy
aselnla, SUEro, poliéster amidas
colageno
Zeina, gluten y soya (gelatina), Seda
albumina,
queratina
Lipidos y acidos grasos
Ceras, acido Ceras, acido Acidos grasos
estearico estearico polihidroxilados
~ Poli Acido polilactico (PLA).
(hidroxialcanoatos),
Lignina PHAs;
polihidroxibutirato
(PHB)

Fuente: Niaounakis. Handbook Series, 2013, 79-80.

La disponibilidad y biodegradabilidad son los factores principales que han impulsado el uso de
biopolimeros en diversas dreas. En el area de materiales, se han utilizado para la sintesis de
nanoparticulas, utilizadas para mejorar la biodisponibilidad oral de muchos compuestos
bioactivos. Debido al aumento en el area de superficie en la nanoescala se obtiene una absorcion
mas rapida demostrando ser mas eficaz. Otro de los beneficios es que las matrices biopoliméricas
empleadas en la sintesis de nanoparticulas protegen al compuesto de factores externos como la

luz y el oxigeno [3].
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2.2, Nanoparticulas biopoliméricas

Son materiales que tienen un tamafio en el intervalo de nandmetros y que se obtienen a partir de
biopolimeros [26]. El tamafio critico que distingue a una microparticula de una nanoparticula
sigue siendo un tema en discusién. Algunos autores reportan un tamafio de diametro de 100 nm
como el limite superior para las nanoparticulas. Afirman que particulas con didmetro mayor
presentan las mismas propiedades que los materiales en macroescala. Sin embargo, también
mencionan que esta caracteristica no es aplicable para todos los casos ya que depende

directamente del material utilizado [27,28].

En general, las nanoparticulas y microparticulas presentan caracteristicas diferentes a las del
material en macroescala, por ejemplo, sus propiedades fisicoquimicas y su funcionalidad estan
directamente relacionadas con su tamafo. Ha habido muchas investigaciones enfocadas en
encontrar métodos para la sintesis de particulas a partir de biopolimeros y uno de los aspectos
mas importantes ha sido la seleccion de un biopolimero o combinacion de ellos, que ayuden a
obtener las propiedades deseadas de acuerdo a su aplicacidn final. Entre las caracteristicas mas
buscadas destacan las siguientes: la polaridad, permeabilidad, degradabilidad, buen perfil de

liberacidn, solubilidad y estabilidad [29].

Los biopolimeros mas utilizados para la obtenciéon de estas caracteristicas son las proteinas y
polisacaridos. Dentro de las proteinas, las mas utilizadas son: la albumina [30], caseina [31],
gelatina [32], B-lactoglobulina [33], lactoferrina [34], zeina [35], y gliadina [36]. Las dos ultimas ya
se han utilizado para encapsular compuestos bioactivos hidréfobos como la curcumina y la a-
tocoferol, respectivamente. Sin embargo, se ha demostrado que las particulas obtenidas a partir
de algunas proteinas son muy sensibles a cambios de pH, fuerza idnica y temperatura de

activacidn, por lo que su utilizacidn se ha visto limitada [30].

Debido a que los polisacaridos son altamente estables, no téxicos y biodegradables, ademas de
encontrarse en abundancia en la naturaleza y tener un costo de procesamiento relativamente
bajo se han convertido en los biopolimeros mds utilizados en la preparacién de nanoparticulas [4].
En la Tabla 2.2 se presentan algunos de los polisacaridos que se han utilizado en la preparacion de

nanoparticulas, también se menciona su fuente de obtencidn y su estructura quimica.
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Tabla 2.2. Polisacaridos utilizados en la obtencidn de nanoparticulas.

Polisacarido Fuente

Estructura

Agar [37] Algas de los géneros
& Gelidium y Gracilaria

Disacarido compuesto por unidades alternas
de D-galactosa unidas por enlaces B-1,3 y a-1-
4y por 3,6 anhidro-L-galactosa.

. Paredes celulares de
Alginato [38] i
algas marinas pardas.

Polimeros lineales con distribuciones al azar
de 4acido pB-D-manurdnico y  4cido a-L-
gulurdnico unidos con enlaces 1-4.

Paredes celulares de

Su estructura no estda bien definida, se
compone de un grupo lineal de galactanos

Carragenanos [37] las algas rojas .
unido por enlaces alternos (1-3) y por enlaces
(Rhodophyceae). .
B-(1-4)-glucosidicos.
Celulosa [39] Plantas Unién de moléculas B-(1-4)-glucosa.

Quitina, (parte de la
o estructura externa de
Quitosan [40] .
los insectos y

crustaceos).

Polimero lineal formado por cadenas
aleatorias de B-(1-4)-D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina.

Dextrano [41] Bacterias

Polimero lineal, formado principalmente por
enlaces a-(1-6)-D-glucosa.

Fermentacién aerébica
de la glucosa inducida
Goma gellan [40] )
por la bacteria

Sphingomonas elodea.

Molécula lineal formada por la unién de tres
mondmeros (glucosa, 4cido glucorénico vy
ramnosa).

Se compone de moléculas de D-fructosa

Inulina {42] Vegetales unidas por enlaces B-(2-1).
Ester metilado del 3acido poligalacturdnico,
Pectina [43] Plantas formado por unidades de acido galacturdnico
unidos por enlaces por enlaces a-(1-4).
Almidén, Formado por enlaces a-(1-4) y a-(1-6)-D-
Plantas

maltodextrinas [44]

glucosa.

Fuente: Joye y McClements. Current Opinion in Colloid & Interface Science, 2014, 19, 417-427.

2.2.1. Métodos para la obtencion de nanoparticulas biopoliméricas

De acuerdo al enfoque fisicoquimico que se utilice para la preparacién de estas nanoparticulas,

los métodos se clasifican en “top down methods” (métodos de arriba hacia abajo) y “bottom up

methods” (métodos de abajo hacia arriba) [29]. Se ha buscado que el método utilizado sea
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comercialmente viable (rentable y facil de escalar) y que se puedan utilizar disolventes no tdxicos.

En el diagrama de la Figura 2.1, se muestran algunos de estos métodos.

Los métodos que implican el uso de fuerzas disruptivas (cizalla, impacto o compresion) para
romper moléculas grandes incluyen, molienda, trituracion y homogeneizacién [45]. Otro método
qgue ha sido utilizado es la extrusion, en este caso las nanoparticulas se obtienen al hacer pasar
una solucidn de biopolimero a través de la boquilla del extrusor. Estos métodos son ampliamente
utilizados a nivel industrial, pero los equipos necesarios durante el proceso generan altos costos

para su funcionamiento y mantenimiento [29].

La obtencién de nanoparticulas por autoensamblaje molecular incluye a métodos como:
precipitacion, coacervacidn, formacidon de complejos de inclusién, secado por pulverizacién, asi
como gelificacidn idnica y térmica. La formacidn de nanomateriales se debe a cambios en las
condiciones del medio como, pH, fuerza iénica, temperatura o concentracion. Estos métodos,
permiten mayor control en el tamafio, morfologia y estabilidad termodinamica de las particulas

[46].
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Figura 2.1. Métodos para producir nano y microparticulas biopoliméricas.

2.3. Nanoparticulas de almidon (NPAs)

El almidon es un polimero, renovable y biodegradable, es el principal polisacarido de
almacenamiento de energia de las plantas superiores. Se encuentra principalmente en raices,
tallos y semillas. Se obtiene en forma de granulos con tamafio de 1-100 um, los cuales son
insolubles en agua fria. A nivel mundial, las principales fuentes de almiddn son: maiz (82 %), trigo
(8 %), papa y yuca (5 %). En el afio 2012, el mercado mundial de almidén alcanzé los 51.2 billones
de délares y se espera que alcance 77.4 billones de délares para el 2018. Actualmente se busca

mejorar las propiedades del almidén o bien darle un valor agregado [5,6].

La formula condensada de este biopolimero es (C¢H100s)n y su mondmero es la a-D-glucopiranosa

o a-D-glucosa en su forma ciclica. Este polisacarido, estd constituido principalmente de dos
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macromoléculas glucosidicas: amilosa y amilopectina (Figura 2.2). La amilosa esta formada por
cadenas lineales de moléculas de glucosa, unidas por enlaces o-(1,4)-D-glucosidicos con pesos
moleculares promedio de menos de 1 millédn y la amilopectina consiste de estructuras de glucosa
unidas por enlaces a-(1,4)-D-glicopiranosa con ramificaciones cortas cada 15-30 unidades
monoméricas unidas por enlaces o-(1,6)-D-glucosidicos, con peso molecular promedio en el

intervalo de millones [5,6, 47].

El almidén es un biopolimero semicristalino ya que es una mezcla de amilosa (20-30 %) vy
amilopectina (70-80 %). Con excepcion de los almidones ricos en amilosa (53-70 %) y los
almidones que tienen concentraciones mayores al 90 % de amilopectina, que son llamados
cerosos. La region cristalina esta formada por mas de 10 unidades de glucosa que forman hélices
dobles, las cuales se empaquetan para formar cristales, mientras que la region amorfa
corresponde a los puntos de ramificacion de la amilopectina [5, 47]. Las moléculas de amilosa
estdn presentes en el granulo como moléculas individuales muy préximas unas a otras. Se
intercalan aleatoriamente entre las moléculas de amilopectina tanto en las regiones amorfas
como cristalinas, dependiendo del origen biogénico del almiddn, por ejemplo, en trigo se
encuentra preferentemente en la region amorfa, en maiz con relacién amilopectina/amilosa
73/27 (p/p) esta intercalada entre los grupos de amilopectina tanto en las regiones amorfas como
cristalinas y en el caso del almidén de papa esta empaquetada entre las pequefias ramificaciones

de amilopectina o co-cristalizada con la amilopectina [48].

Amilosa Amilopectina

Figura 2.2. Estructura quimica de la amilosa y amilopectina, componentes principales del almidén.
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Durante muchos afios se han estudiado las caracteristicas fisicoquimicas del almiddén, sin
embargo, debido a su complejidad aun no existe un modelo universalmente aceptado. LeCorre y
cols. [6] proponen una estructura multiescala el almidén de maiz (Figura 2.3). Mencionan que este
tipo de almidén estda formado por: (a) granulos de 30 um, (b) constituidos por anillos de
crecimiento, tanto amorfos como cristalinos (120-500 nm), (c) por lo tanto a nivel lamelar
presenta regiones amorfas y cristalinas con tamafio de 9 nm, (d) la unidad que constituye a los
anillos de crecimiento es llamada bloque (20-50 nm), (e) a partir de la hélice doble se obtienen
laminillas cristalinas, (f) los nanocristales se obtienen cuando el granulo de almidén es hidrolizado
mediante un tratamiento acido, (g) amilopectina: macromolécula glucosidica ramificada y (h)

amilosa: macromolécula lineal con tamafio de 0.1-1 nm.

Reduccion final
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crecimiento
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; 4 e
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Figura 2.3. Estructura del almidéon de maiz (escala visual, esferulitica y lamelar).

El almiddn puede presentar tres tipos de cristalinidad (A, B y C). La de tipo A esta estrechamente
empaquetada con moléculas de agua entre cada estructura de la hélice doble, este tipo de
cristalinidad la presentan los almidones de maiz con relacion amilopectina/amilosa; 73/27; p/p y
el que es esencialmente amilopectina, también la presentan el almidén de trigo y arroz. Por su
parte la cristalinidad de tipo B, se encuentra menos empaquetada y las moléculas de agua estan
en la cavidad central formando seis hélices dobles como se muestra en la Figura 2.4. Este tipo de
cristalinidad es caracteristica de los almidones de papa y maiz con alto contenido de amilosa; 60-

73 %) [6].
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Hélice doble

Tipo A Tipo B

Figura 2.4. Modelo basado en el empaquetamiento de las hélices dobles, que explica la
organizacion cristalina de tipo Ay B.

La cristalinidad de tipo C, presenta los dos tipos de polimorfismo, ya que es una mezcla del patrén
de difraccién tipo A, localizado en los alrededores y de tipo B que se encuentra en el centro del
granulo. Este patrén de difraccidon se presenta sélo en los almidones de chicharo liso y de camote
[49]. Los componentes menores que constituyen a los granulos de almiddn incluyen: proteinas,
enzimas, aminodcidos y acidos nucleicos, los cuales se localizan en la superficie, mientras que en

la parte interna se encuentran principalmente lipidos [5,6].

De acuerdo a las caracteristicas del almidén tales como, tipo de cristalinidad, relacién
amilopectina/amilosa, fuente de obtencién y tamafio de granulo. La temperatura de
gelatinizacién, hinchamiento y grado de hidrdlisis acida, basica o enzimatica seran diferentes para

cada almiddn y por lo tanto el tamafio de particula obtenido [50].

2.3.1. Métodos de preparacion de NPAs

Las NPAs, se obtienen a partir de la ruptura de los granulos de almidén utilizando diferentes
métodos como: hidrdlisis acida (HCI, H,SO,) o enzimatica; o bien por tratamientos fisicos como
ultrasonido, agitacion mecdnica, extrusidn reactiva o microfluidizacién. Asi mismo, se han
reportado métodos basados en la regeneracion de moléculas a partir de una solucién de almiddn,
llamada nanoprecipitacidn, que incluye técnicas como microemulsién y entrecruzamiento [6],
estos métodos, asi como Dp obtenido, rendimiento y tiempo del proceso se muestran en la Figura

2.5.
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De los métodos reportados para la preparacidon de NPAs, la hidrdlisis acida ha sido mas utilizada.
Por ejemplo, Putaux y cols. [51] prepararon nanoparticulas a partir de dispersiones que contenian
5 % de almidén de maiz (99 % de amilopectina) y soluciones de HCl 2.2 N. Las cuales se
mantuvieron por 6 semanas a 36°C para lograr la hidrolisis total de los granulos iniciales. Bajo
estas condiciones, obtuvieron nanoparticulas con una longitud de 20-40 nm y 15-40 nm de ancho.
Se demostré mediante difraccion de rayos X que estos materiales, conservan su estructura
cristalina de tipo A, similar a la de los granulos sin tratamiento, sin embargo, el rendimiento fue

muy bajo.

Posteriormente, Angellier y cols. [52] mejoraron el proceso de preparaciéon de NPAs utilizando
dispersiones con 15 % de almiddn de maiz (99 % de amilopectina) y una solucion de H,SO, 3.16 M,
durante 5 dias a 40°C y 100 rpm. Los resultados demuestran que se puede obtener un alto
rendimiento controlando factores inherentes al almiddn y al proceso tales como: concentracién
de almiddn, origen biogénico del mismo, relacién amilopectina/amilosa; tipo y concentracion de
acido, temperatura y tiempo de hidrélisis. Las micrografias obtenidas por microscopia electrdnica

de transmision (TEM) evidencian que las NPAs se obtuvieron como agregados de 1-5 um.

La aplicacién industrial de las NPAs obtenidas por hidrélisis acida, se ha visto limitada por
aspectos como: larga duracién del proceso, bajo rendimiento de produccidon (generalmente
menos de 20 %) y subsecuentemente alto costo de produccidn [5]. Es por ello, que se han
buscado otros procedimientos basados en tratamientos fisicos como: ultrasonido, agitacion
mecanica, extrusion reactiva, microfluidizacién, o bien, una combinacion de hidrdlisis acida con

ultrasonido.

De los tratamientos fisicos, el que mas ha llamado la atencidn es el uso de ultrasonido debido a
qgue es un proceso facil y rdpido en la preparacién de NPAs. Se ha informado que durante la
aplicacion de esta energia, ocurre el proceso de cavitacion que consiste en la formacidn,
crecimiento y colapso de burbujas que generan energia de aproximadamente 10-100 kJ/mol la
cual es suficiente para romper los enlaces de hidrdgeno que mantienen unidas a las cadenas de
almidén [53]. Por lo que también se ha utilizado para disminuir la agregacién de NPAs y
subsecuentemente obtener dispersidad mas estrecha [54]. En este contexto, Haaj y cols. [55]

emplearon energia de ultrasonido como método para la preparacién de NPAs. Utilizaron un
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ultrasonido de 170W, 24kHz y una punta de 13 mm, prepararon dispersiones acuosas con un
contenido de sélidos de 1.5 % para dos tipos de almidon de maiz (relacién amilopectina/amilosa
de 70/30 p/p y esencialmente amilopectina) y las sonicaron al 80 % de la potencia a diferentes
tiempos (0-75 min). Durante la sonicacién, las muestras fueron colocadas en un bafio de hielo a
8°C. De acuerdo a los resultados de microscopia electrdnica de barrido (SEM) y dispersién de luz
dindmica (DLS) los autores afirman que la colisidn mecénica y la alta cizalla, provocaron una alta
fragmentacion de los granulos de almiddn hasta que se alcanzé un Dp entre 30 y 100 nm. Este
proceso tiene la ventaja de ser facil y rapido en comparacion con la hidrdlisis dcida, pero depende
de muchos factores como: potencia (W), frecuencia de sonicacién (kHz), temperatura y tiempo de
sonicacion. También depende de factores intrinsecos a la materia prima: concentracién de
almidon y origen botanico del mismo [56]. Sin embargo, en todos los estudios realizados hasta el

momento la concentracidon de almiddn para la obtencion de NPAs sigue siendo baja.

Otro método que ha sido utilizado es la microfluidizacién, por ejemplo, Liu y cols. [57] prepararon
NPAs a partir de dispersiones acuosas al 5 % de almidén de maiz con 70 % de amilosa. Después de
6 ciclos en el microfluidizador (207 MPa), las micrografias obtenidas por SEM y TEM muestran que
el diametro de los granulos de almidén disminuyo desde 6 pm hasta 200 nm. No obstante, se
presentd una distribucidn muy amplia. Pero al repetir 30 veces la homogeneizacidn se obtuvieron
particulas coloidales de 10-20 nm. Esta reduccion en el Dp, fue atribuida a la fuerza de arrastre
ejercida por los fluidos al moverse en el sistema. Sin embargo, se observé que después de 10
ciclos con este tipo de energia ocurre la destruccion parcial o total de la estructura cristalina del
almiddn. Ademds, sélo se pueden procesar dispersiones de almiddn a muy bajas concentraciones,

por lo que su uso se ha visto limitado.

Posteriormente Song y cols. [58] con el método de extrusidn reactiva prepararon NPAs en dos
etapas. Primero se realizd una mezcla de almidén (amilopectina/amilosa; 72/28 %), agua y
glicerol, con relacion (100/22/23 p/p). En la segunda etapa, la mezcla de almiddn se colocé en un
extrusor de doble husillo para obtencion de las NPAs agregando una solucidén acuosa de glioxal al
10 % en peso para lograr el entrecruzamiento de las NPAs. Se evalué el efecto de las condiciones
de extrusion como temperatura, velocidad del tornillo, contenido de agua y agente de

entrecruzamiento sobre el Dp. Los resultados indican que se puede obtener un Dp de 160 nm. Sin
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embargo, la combinacidn de calor y fuerza generada durante la extrusién, ocasiond una

disminucion en la estructura cristalina del almiddn.

Con la finalidad de aumentar la capacidad en la preparacién de las NPAs, se han propuesto nuevos
procedimientos basados en la combinacién de métodos. Zhang y cols. [59] realizaron un estudio
para la produccién de NPAs utilizando una dispersidén acuosa de almidén de maiz con una relacién
amilopectina/amilosa de 72/28 (p/p). Se evalud el efecto de la composicidn de solucién alcalina
utilizada para dispersar el almidén, sobre el Dp. Para preparar las soluciones alcalinas se utilizaron
mezclas de diferentes composiciones p/p de NaOH/urea. Se observd una disminucién en el
tamafio de las particulas con el incremento en la concentracién de NaOH hasta alcanzar un
tamafio minimo (=92 nm) al utilizar la relacion NaOH/Urea de 6/4 (p/p). Después de este punto, el
tamafio de las particulas aumentd con el incremento en la concentracion de NaOH. Los autores
atribuyen este comportamiento al aumento en la viscosidad de la dispersion de almidén, lo cual
afecté negativamente la eficiencia del tratamiento de agitacion mecanica utilizado para la
formacidn de las NPAs. Al variar la concentracién de urea se observé un comportamiento similar,
aungue en este caso no se ofrece una explicacion. En la Figura 2.5 se representa un esquema

propuesto por los autores para el proceso de formacién de las NPAs.

| Agua l Puente de hidrégeno ~waw Gadenas de almidén

Figura 2.5. Esquema del proceso de hinchamiento de la molécula de almiddn por efecto del
tratamiento alcalino y posterior ruptura con agitacién mecanica.

Kim y cols. [60] reportaron la preparacién de nanoparticulas a partir de dispersiones acuosas con
14.7 % de almidon de maiz (99 % de amilopectina). Primero se llevé a cabo la hidrélisis acida
(H,SO, 3.16 M) durante diferentes tiempos (3, 5 y 7 dias), utilizando agitacion magnética a

temperatura de 40°C. Las muestras se neutralizaron con NaOH 1M y se centrifugaron en repetidas
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ocasiones para separar la suspensién y los precipitados de almiddn. Posteriormente cada muestra
se ultrasonicd (750 W, 20 kHz) a diferentes condiciones. Los resultados indican que los dos
hidrolizados de almidén obtenidos antes del tratamiento con ultrasonido mostraron
distribuciones bimodales con Dp de >2 um y <200 nm respectivamente. No obstante, cuando se
utilizé la suspensidn de almiddn obtenida después de 7 dias de hidrélisis dcida combinada con un
tratamiento con ultrasonido por 30 min y 20 % de amplitud de vibracién se obtuvieron Dp <100
nm. Sin embargo, cuando se utilizé un tiempo y amplitud de vibracién mayores los resultados no
fueron favorables ya que se obtuvieron Dp mayores y con distribuciones bimodales. Los autores
atribuyen este comportamiento a la formacidn de aglomerados de pequefas particulas, inducidos
por un tratamiento con ultrasonido inadecuado. Asimismo, se reportd que las nanoparticulas
presentaron una pérdida parcial de la cristalinidad por efecto de la energia de ultrasonido, lo cual

se comprobé mediante SEM, donde también se evidencia que las NPAs tienen una forma esférica.

Posteriormente, con el objetivo de evitar la pérdida de la cristalinidad en las NPAs, Kim y cols. [61]
reportaron un método donde utilizaron hidrélisis acida por 6 dias (H,SO, 3.16 M) y energia de
ultrasonido (60 % de amplitud por 3 min), con temperatura de hidrélisis de 4°C. Los autores
afirman que a esta temperatura se reduce la perdida de cristalinidad. Mediante micrografias
obtenidas por SEM se reportan Dp entre 50 y 90 nm con formas globulares y distribucidn
uniforme. Asi mismo, mencionan que después del tratamiento con ultrasonido las NPAs no

perdieron su cristalinidad (33 %).

También se ha reportado el método de nanoprecipitacion para la obtencién de NPAs, esta técnica
consiste en la adicién continua de una solucién diluida de polimero a un disolvente que lo
conduce a su precipitacién en forma de particulas de tamafio nonométrico. La precipitacion se
lleva a cabo por la separacién interfacial del polimero ocasionada por el disolvente (semipolar y
miscible en agua). Este método ofrece multiples ventajas tales como: una gran area interfacial, un
sistema termodinamicamente estable, monodispersidad en el tamafio de las NPAs, ademas se
evita el uso de fuentes de energia externas [5]. Mediante precipitacidon se han reportado técnicas
como microemulsidn donde se han obtenido Dp de 82.5 nm [62] y con entrecruzamiento Dp entre

5-100 nm [63].

——— ANTECEDENTES n



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

ALMIDON

v J

Hidrolisis Precipitacion

— o J —

[======== [
! Acida (HCI, !} Enzimatica ! . Ultrasonido | ! Extrusion ! i Micro- ! L Micro ! \ Entrecruzam !
! H2S04) ! ! ! | ! ! reactiva ! ! fluidizacion ! : emusion ! i iento |
e R et - ——mm e L am ]
15-40 nm i 30-100 nm 160 nm 10-20 nm 82.5nm 50-100 nm
t=6 sem ! t=0-75 min t= horas t= horas t=16 h t= horas
R=5% 5 R=100 % R=Alto R=bajo R=bajo R=15%
' [51] :
i <100 nm
! t=7.30 h
' R <30 %
! !
' ' [60]
500 nm i
t=6-9 h Limim i mim o mm e m e e e
R=5-6 % 1 61]
[52] ; 50-90 nm

/

Figura 2.6. Métodos para la preparacidn de nanocristales, nanoparticulas y nanocoloides a partir
de almiddn.
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2.4, Modificacion de la superficie de NPAs

En todas las investigaciones reportadas para la preparacion de NPAs se menciona que debido a la
gran cantidad de grupos —OH presentes en la superficie de las NPAs, estos materiales presentan
una alta tendencia a formar aglomerados especialmente cuando se obtienen en forma de polvo
[6]. Por lo tanto, el caracter hidréfilo de este polisacdrido es una de las razones que ha limitado el
desarrollo y aplicacién de las NPAs [64]. Una alternativa para resolver este problema ha sido la
modificacion quimica de los grupos —OH [7]. Se ha reportado el uso de acidos dicarboxilicos [8, 9,
10] o cloruros de acido [11, 12] para la formacién de grupos ésteres. Los grupos —OH con menor
impedimento estérico (posicidon Cg) son los que tienen mayor posibilidad de reaccionar [13]. La
modificacion también se ha realizado a través de una polimerizacién por injerto de caprolactona u

6xido de etileno, como se ilustra en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Métodos para la obtencidon de NPAs modificadas quimicamente.

——— ANTECEDENTES



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

2.4.1. Esterificacion de almidon

La modificacion de almiddn con un alto grado de sustitucidon (DS) utilizando anhidrido acético,
para la obtencion de almiddn acetilado se ha reportado frecuentemente. El grado de sustituciéon
de almiddn se define como el nimero de grupos —OH sustituidos por unidad monomérica. La
unidad repetitiva del almidén sélo tiene tres grupos —OH por lo que el grado de sustitucién puede
variar de 0 hasta 3. El DS de los materiales puede ser controlado variando las condiciones de

reaccion, tales como temperatura, concentracion de reactivos y disolvente utilizado [65].

El uso de acidos dicarboxilicos como acido maleico, fumdrico y succinico para la formacién de
monoésteres de almiddn se han utilizado con menor frecuencia. La esterificacion de almidon se
puede realizar con diversos reactivos, tales como anhidridos de acido, anhidrido octenil succinico

(0SA), anhidrido succinico de dodecenilo (DDSA), acidos grasos y cloruros de acido graso [11].

Biswas y cols. [66] realizaron un estudio donde sintetizaron maleato de almiddn con un DS de 0.25
utilizando una tecnologia de calentamiento asistido por microondas y como disolvente dimetil
sulféxido (DMSO) y piridina como catalizador. Sin embargo, el uso de disolventes tdxicos es
inadecuado para aplicaciones biomédicas, por lo que se han buscado nuevas alternativas para
llevar a cabo la esterificacién. En este sentido, Tay y cols. [9] sintetizaron maleato de almiddn con
un grado de sustitucidon de 0.21 utilizando como disolvente agua y NaOH como catalizador. La
sustitucion de anhidrido maleico en las cadenas de almiddn se confirmé por espectroscopia de FT-
IR. En este estudio se sugiere utilizar las NPAs modificadas con anhidrido maleico obtenidas, como
portadoras de farmacos en aplicaciones biomédicas. Posteriormente, Pang y cols. [15] reportaron
la sintesis de NPAs modificadas con anhidrido maleico para su cargado con curcumina la cual se

considera un ingrediente bioactivo hidréfobo, similar al ubiquinol.

Por otra parte, también se ha realizado la modificacién hidréfoba de polisacaridos para la
obtencién de materiales anfifilicos para usos biomédicos esto, se ha realizado por medio de una
reaccién quimica entre los grupos —OH del almiddn y cloruros de acido graso. La esterificacion de
almiddn con estas moléculas presenta varias ventajas en comparacién con otros métodos donde
se utilizan otros compuestos quimicos. Entre las ventajas se encuentran las siguientes: utilizacidn

de agua como disolvente en lugar de solventes orgdnicos, tiempo de reaccién corto, los
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productos modificados se precipitan en agua sin la necesidad de utilizar co-solventes. Aunado a
ello, los polisacdridos modificados superficialmente con cadenas hidréfobas se estan sugiriendo
como portadores de farmacos y compuestos bioactivos. En este contexto, Namazi y cols. [11]
realizaron un estudio comparativo donde emplearon acidos grasos de cadena larga como acido
octandico (Cg), acido laurico (Cy,) y dcido palmitico (Cy6) para la esterificacién de NPAs utilizando
agua como disolvente y NaOH como catalizador, encontraron que para el almidén de maiz se
obtuvo un DS de 0.45 con el acido octandico, 0.32 para acido ldurico y 0.11 para acido palmitico.

Mencionan que el DS disminuye cuando aumenta la cadena hidrocarbonada del 4cido graso.

En otro estudio, Namazi y cols. [12] realizaron la modificacion hidréfoba de nanocristales de
almidoén utilizando acido octandico (Cg), acido nonandico (Co) y acido decandico (Cyy) y como
disolvente agua en lugar de disolventes orgdnicos como el tolueno. Los resultados indican que el
mayor grado de sustitucion se logré con el acido octandico (0.13). Todos los materiales obtenidos
después de la modificacién quimica presentaron mayor estabilidad térmica atribuida a la exitosa

sustitucion de los grupos —OH presentes en la superficie.

2.4.2. Pasivacion con polietilenglicol (PEG)

Un agente de pasivacion es aquel que forma una pelicula o envolvente relativamente inerte sobre
la superficie de un material con la finalidad de protegerlo de agentes externos como luz, pH,
temperatura y oxigeno. Los agentes utilizados para esta funcidén son altamente téxicos, ejemplos
de ellos son el tiofeno, tiourea y el acetato de mercapto. Recientemente se han utilizado
polimeros solubles como el polietilenglicol (PEG) para controlar la forma, tamanio y distribucién de
tamafio mediante la pasivacion de la superficie de las NPs [67]. Pereda y cols. [68] reportaron la
preparacion de nanocristales de celulosa (NCCs) por el método de hidrélisis acida, los cuales
modificaron superficialmente con soluciones acuosas de PEG. El comportamiento térmico vy
mecanico de los NCCs que fueron modificados superficialmente mostrd la interacciéon entre los
grupos del PEG y los grupos —OH de la celulosa. Por lo tanto, estudio sugiere el uso de PEG como

agente de pasivacion de NCCs.
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2.4.3. Aplicaciones de las NPAs modificadas

Los almidones modificados son conocidos por su idoneidad en aplicaciones biomédicas, ya que en
fase acuosa las nanoparticulas pueden servir como vehiculos de compuestos bioactivos
hidréfobos [69, 70]. Se sugiere que las NPAs tienen la capacidad de administrar una gran cantidad
de compuestos bioactivos a diferentes partes del cuerpo y durante periodos de tiempo

prolongados.

Las NPAs modificadas ya se han utilizado en la encapsulacidon de compuestos hidréfilos, Zhang y
cols. [71] reportaron la sintesis de NPAs injertadas con cadenas de poli (acido glicdlico); (PGA), el
cual es un polimero sensible a los cambios de pH. En este trabajo, las nanoparticulas
funcionalizadas fueron cargadas con insulina (compuesto hidréfilo) y se realizaron estudios in
vitro donde se demostrd que la liberaciéon de la insulina fue mucho mds lenta a un pH similar al de

los jugos gdstricos y fue mas rapida a un pH similar al del liquido intestinal.

Recientemente, Chin y cols. [72] realizaron la sintesis de NPAs, mediante un método de
nanoprecipitacion in situ empleando un sistema de microemulsion (w/o). En este caso, las
nanoparticulas fueron cargadas con curcumina, el cual es un compuesto hidréfobo. Determinaron
que la liberacion de curcumina depende del hinchamiento de las NPAs, lo que proporciond un
mecanismo de liberacién controlada de la curcumina a un pH de 7.4 durante 10 dias. En general
este estudio sugiere que las NPAs pueden ser utilizadas como vehiculos en la liberacidon de

compuestos bioactivos hidréofobos.

2.5. Coenzima Qg

La coenzima Qg (CoQyp) 0 ubiquinona es una sustancia que se encuentra presente en todas las
células biolégicas, donde juega un papel vital en la cadena respiratoria mitocondrial como
portador de electrones [73]. Es responsable, junto con otros componentes celulares, de la
conversidn de energia a partir de carbohidratos y acidos grasos en via metabdlica. También, activa
factores de transcripcion del ADN, como el complejo proteico NF-kB, el cual se encarga de inducir
la expresion genética [16]. Ademads, dependiendo de su estado de Oxido-reduccidn, esta

coenzima, puede presentarse en tres formas: totalmente oxidada (1), oxidacion intermedia (2) y
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totalmente reducida (3), esta ultima es conocida como ubiquinol, sus diferencias quimicas se

muestran en la Figura 2.8 [17].

o) OH OH

_O o) e CHj,
o) n ) n OH n
1 2 3

Figura 2.8. Estados de oxidacion-reduccién de la CoQup.

La forma totalmente reducida (ubiquinol), actia como un potente antioxidante debido al
mecanismo de oxidacién-reduccidon (Figura 2.9) que permite inhibir la peroxidacion de los
fosfolipidos presentes en la membrana celular. Asi mismo, protege a las proteinas mitocondriales
y al ADN de los efectos negativos ocasionados por los radicales libres [18]. Ademads, el ubiquinol
puede potenciar su actividad antioxidante cuando es combinado con otros compuestos poli-
insaturados como, a-tocoferol y limoneno [75]. Aunado a esto, también se ha identificado que
este compuesto, presenta propiedades antiinflamatorias y su efecto se ha comprobado en
estudios in vitro [19]. En general, se prefiere el suministro oral de ubiquinol ya que este, presenta

mejor actividad bioldgica que la ubiquinona [20].

o) OH
HsCO CH +2H HsCO CHjs

H.CO
10 -2H 3 OH 10

H,CO

Figura 2.9. Estructura molecular de la ubiquinona y ubiquinol. La conversidén se produce por un
mecanismo de oxidacion-reduccién.

2.5.1. Propiedades de la CoQ;

La CoQyo es sintetizada por el cuerpo humano cuando se es sano y joven se almacena en las

glandulas del corazon, rifiones, higado, musculos, pancreas y tiroides [76]. Donde ayuda a
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prevenir diversas enfermedades como: diabetes mellitus tipo Il [77]; cancer [78]; dolor de cabeza
ocasionado por migrafna [79]; enfermedades del sistema cardiovascular (hipertension,
enfermedad coronaria, latido irregular del corazén e insuficiencia cardiaca congestiva) y
enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, sindrome de fatiga crdnica, fibromialgia y

depresion) [80].

No obstante, la velocidad de sintesis de este compuesto disminuye con la edad, algunos estudios
evidencian que después de los 21 afios [81]. Por lo que se ha intentado suministrar al organismo
mediante la ingesta de algunos alimentos como: carnes rojas, pescados, aves, productos lacteos,
brdcoli y espinacas [82] pero estas fuentes sélo contribuyen en una concentracién muy baja de 3-
5 mg CoQ,q/dia en la dieta de paises occidentales [83]. Es por ello, que en los ultimos afios ha
habido un interés en el uso de CoQ;, como ingrediente funcional de alimentos y bebidas. Sin
embargo, esto no ha sido facil de lograr debido a factores como: su alto peso molecular (863
g/mol); estructura cristalina; alta susceptibilidad a la degradacién por calor (punto de fusion de
48°C) [84], exposicidn a la luz y al oxigeno [85]; pero principalmente, debido a su baja solubilidad
en agua (<4 ng/mL) [86], su biodisponibilidad oral y por lo tanto la absorcién en el tracto digestivo
de los humanos es muy baja (Tmaw 5-10 h) [87]. Es por ello, que en los ultimos afios se han

realizado muchas investigaciones dirigidas a subsanar dicha problematica.

2.6. Métodos usados para mejorar la biodisponibilidad oral

de la CoQ;p

Con la finalidad de mejorar la biodisponibilidad oral de la CoQiq se han desarrollado métodos
enfocados en aumentar su solubilidad en agua, los cuales se muestran en la Figura 2.10. Entre los
mas importantes y eficientes se encuentran: los Sistemas de Administracion de Farmacos
Autoemulsificados (SEDDS) o nanoemulsificados (SNEEDS); formacién de complejos entre la CoQyq
y las ciclodextrinas (CDs); dispersiones acuosas usando polisacaridos, liposomas y preparacion de
micro y nanoparticulas poliméricas. A continuacion se describen algunos de los trabajos mas

importantes donde se han utilizado dichas metodologias.
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Figura 2.10. Métodos utilizados para mejorar la biodisponibilidad oral de la CoQy.

2.6.1. Sistemas de Administracion de Farmacos Autoemulsificados (SEDDS) o

Nanoemulsificados (SNEEDS)

En estos sistemas se utilizan, principalmente, mezclas isotrépicas de aceites, tensoactivos y co-

tensoactivos que forman, mediante agitacidn suave, una emulsidn en agua [88]. Se han publicado

muchos estudios in vitro enfocados en el desarrollo de SEDDS y SNEEDS [89,90], asi como otros

realizados in vivo [91, 92, 93, 94]. A continuacidon se mencionan algunos de los trabajos

reportados donde se ha logrado mejorar significativamente la biodisponibilidad oral de la CoQy,.

Por ejemplo, Kommuru y cols. [91] prepararon un SEDDS de CoQg, utilizando aceites de

triglicéridos (aceite de cacahuate, maiz y soya) como disolvente y glicéridos poliglicolizados (PGG)
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como tensoactivo, encontraron que todos los sistemas aumentaron la biodisponibilidad oral de la
CoQ, dos veces mas que una formulaciéon en polvo, cuando fueron evaluadas en perros. Asi
mismo, Balakrishnan y cols. [92] desarrollaron una formulacién para la preparacién de un SEDDS,
la composicién fue optimizada mediante la elaboracién de diagramas de fase utilizando diferentes
aceites y tensoactivos, al evaluar este nuevo sistema en ratas, encontraron que hubo un aumento

significativo en la biodisponibilidad oral en comparacidn con una formulacién en polvo.

Aunque esta técnica permite aumentar la biodisponibilidad oral de la CoQ,q, se ha reportado que
algunos aceites o tensoactivos suministrados en forma de emulsiones, suspensiones o
dispersiones pueden causar toxicidad potencial en el cuerpo humano [90]. Ademas, si su
aplicacion final es como suplemento de alimentos, dichos componentes pueden proporcionar

sabores desagradables y por lo tanto mala calidad organoléptica para el consumidor final [76].

2.6.1.1. Formacion de complejos entre la CoQ1o y las ciclodextrinas (CDs).

Las CDs son oligosacaridos ciclicos derivados del almiddn, que tienen una superficie hidréfila y una
cavidad hidrofoba en forma de hueco, como se ilustra en la Figura 2.11 [95] caracteristica que les
permite formar complejos de inclusién con moléculas que tienen baja solubilidad en agua como la
CoQy. El aumento de esta propiedad en los compuestos huéspedes, aunado a las propiedades
que tienen las ciclodextrinas como: estabilidad al calor, oxidacién y luz UV ha dado lugar al
desarrollo de muchas investigaciones enfocadas a mejorar la biodisponibilidad oral de este

compuesto hidréfobo.

Por ejemplo, Gao y cols. [96] realizaron un estudio sistemdtico donde evaluaron tres
ciclodextrinas naturales (a-, B- y y-CDs) y una hidréfila (2-hidroxipropil-B-CD); al evaluar las
formulaciones en perros encontraron que con la y-CD se mejoré significativamente la solubilidad
de la CoQy, debido a la formacién de complejos solubles entre estos dos compuestos. Terao y
cols. [97] reportaron un estudio comparativo entre un complejo de CoQ.o-y-CD y una mezcla de
CoQy con celulosa microcristalina (CoQ;p-MCC), y al evaluar estas formulaciones en adultos
sanos, encontraron que la formulacidon de CoQ,-y-CD aumenté significativamente los niveles de
CoQy en el plasma de todos adultos evaluados, en comparacion con la formulacion de CoQo-

MCC. Estos resultados indican que la absorcién y biodisponibilidad oral de la CoQ,, se puede
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mejorar mediante este método y se sugiere como una opcion viable para su administracién por

via oral.

En otro estudio, Zmitek y cols. [98] reportaron datos de la mejora en biodisponibilidad oral y
bioequivalencia de un complejo de CoQu,-B-CD (conocido en la industria alimentaria como
QqoVital®), en este caso se logré aumentar la concentracion de CoQy, en el plasma de humanos
sanos cuando se suministré una nueva formulacién liquida (QqVital®-liquido; 0.58+0.32 mg/L) o
en polvo (QqeVital®-polvo; 0.55+0.19 mg/L), en comparacidén con una formulacién comercial de
capsulas de gelatina suave con CoQ, disuelta en aceite de soya (0.44+0.16 mg/L). El estudio
demostré que la bioequivalencia de las nuevas formulaciones es mayor a los limites que requiere

la FDA (90-125 %).

Aunque en todos los estudios se logré aumentar la biodisponibilidad oral de la CoQ,, con esta
técnica, es importante mencionar que en la mayoria de los casos se reporta que el potencial zeta
de las formulaciones en polvo es 0 mV, lo que indica que el complejo formado, genera

precipitados que son inestables para un almacenamiento prolongado [99].

HO H
0
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HO,
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HQ H Estructura atémica de las ciclodextrinas
H
HO 0. o} naturalesa, 8y y.
HO | Cavidad
~OR { hidrofoba
Estructura quimica de una ciclodextrina = .
Super‘hue
hidrofila
Complejos de inclusidon con ciclodextrinas

Figura 2.11. Complejos de inclusidn con ciclodextrinas, que permiten mejorar la biodisponibilidad
oral de la CoQyp.
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2.6.1.2. Dispersiones de CoQ;o en soluciones acuosas de almidon

El almiddn también se ha utilizado para estabilizar dispersiones acuosas de CoQ,. Kim y cols. [76]
prepararon mediante tratamiento térmico con autoclave (121°C/20 min) dos dispersiones
acuosas. Una de almidén de maiz (70 % de amilosa) y otra de dextrinas obtenida por hidrolisis
acida del mismo almiddn. Las cuales se utilizaron para dispersar a la CoQ,o. Posteriormente
mediante centrifugacién separaron las particulas formadas las cuales tenian un Dp de 5-7 um.
Después, con diferentes tiempos de ultrasonido (3, 5 y 7 min) lograron reducir el Dp a
nanémetros. Los resultados muestran que con el menor tiempo de ultrasonicacién se presentaron
precipitados después de 2 horas de almacenamiento. Mientras que con el tratamiento de 5
minutos de ultrasonicacién se redujo el Dp hasta 80 nm para dextrina y 250 nm para almidén.
Ademas, las dispersiones permanecieron estables durante 3 semanas. En el tratamiento donde se
utilizaron 7 min de ultrasonicacidon se presenté un aumento en la poblacidon de particulas con
tamaino en el orden de micras y una disminucién en la poblacién de particulas con tamano
nanométrico. Los autores afirman que este tiempo de ultrasonicacion ocasiono la aglomeracion

de las particulas pequefias.

Posteriormente, Yoon y cols. [73] optimizaron el estudio mencionado anteriormente. En este
caso, se evalué el efecto del tiempo y la temperatura en la formacidn de las dispersiones de CoQyq
utilizando almidén de maiz con diferente contenido de amilosa (0, 25 y 70 % de amilosa). También
se utilizaron dos dextrinas con diferente longitud de cadena, las cuales se obtuvieron por
hidrolisis acida del almidén que tenia 70 % de amilosa. Los resultados evidencian que con el
almiddn de maiz con 25 % de amilosa se logré dispersar un 57.3 % de CoQj, seguido del almiddn
con 70 % de amilosa con el cual se dispersé el 21.9 %, mientras que con el almidén con 0 % de
amilosa sdlo se dispersé un 9.8 % de CoQ,o. Estos resultados se obtuvieron cuando la dispersion
se realizé a 100°C durante 3 horas. En cuanto al tamafio de las particulas después del tratamiento
con ultrasonido fue <150 nm y la dispersién permanecio estable durante 2 semanas. Es este
estudio describen el proceso de la formacidn de la dispersién mediante un esquema, el cual se

muestra a continuacion.
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Figura 2.12. Proceso de la formacién de la dispersidon de CoQg en soluciones acuosas de almidén
de maiz.

2.6.1.3. Liposomas

Son vesiculas esféricas que tienen una membrana compuesta por una doble capa de fosfolipidos
(moléculas que tienen una parte hidréfoba y otra hidréfila). Su tamafio de diametro esta en el
orden de nandmetros o micrometros. Los liposomas sirven para transportar compuestos
atrapados en su interior (Figura 2.13) y entregarlos en un sitio de accién especifico. Las moléculas
anfifilicas y lipdfilas (CoQy) se solubilizan dentro de la doble capa de fosfolipidos de acuerdo a su
afinidad hacia estos [100]. El uso de liposomas ha mostrado un aumento en la biodisponibilidad
oral de compuestos hidréfobos y ya han sido probados con la CoQy, incluso para el CoQ;o-H,

[101].

En este sentido, Xia y cols. [102] incorporaron diferentes concentraciones de CoQ,o en
nanoliposomas compuestos de fosfolipidos extraidos de la yema de huevo, asi como colesterol y
Tween 80. Los resultados obtenidos muestran que los liposomas sin CoQyose agregaron después
de 90 dias y aumentaron su tamafio desde 117.5 a 260.9 nm. Mientras que los nanoliposomas
que contenian CoQy, presentaron mayor estabilidad por el Tween 80 incorporado, ademas de
acuerdo a estudios realizados in vivo esta formulacion permitié aumentar la capacidad

antioxidante del compuesto a nivel de la membrana celular.
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Asi mismo, Lee y col. [103] desarrollaron una formulacidn liposomal compuestos de
fosfatidilcolina de soya y a-tocoferol (vitamina E), la cual se empled para encapsular CoQo Y
evaluar in vivo su capacidad antioxidante por via tdpica. Los liposomas formulados tenian un
didametro menor a 200 nm y con distribuciéon estrecha. La encapsulacién y subsecuente
acumulacién de CoQy en la piel de ratas se mejoré dos veces mas en comparacién con una
suspension de CoQ,g sin encapsular. Con este estudio se demuestra que los liposomas elaborados

son candidatos prometedores para la aplicacion tépica de CoQy.

Por otro lado Fiorini y cols. [104] prepararon liposomas de lecitina de huevo y dimiristoil
fosfatidilcolina para evaluar la localizaciéon de ubiquinol en la bicapa lipidica de los liposomas. Ya
qgue la eficiencia del poder antioxidante del compuesto depende de su localizacion dentro del
material. Los resultados encontrados indican que las moléculas de CoQ,y-H, se encuentran en la
interface del lipido polar, lo cual induce a cambios en las propiedades fisicoquimicas de la bicapa
de fosfolipidos. El anillo del ubiquinol (quinona) no se localiza en el centro de la bicapa
fosfolipidica como se pensaba anteriormente, sino que se localiza cerca la cabeza polar de los
fosfolipidos en la que sus grupos hidroxilo pueden formar puentes de hidréogeno con el agua, lo

gue hace que aumente su solubilidad.

» Parte hidréfila

Parte hidrofoba

Compuesto
hidréfobo (CoQ1o)

Figura 2.13. Estructura de un liposoma para encapsular CoQq.
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2.6.1.4. Encapsulacion de CoQ10 en micro y nanoparticulas biopoliméricas

La encapsulacién es una tecnologia en la que se aplica una barrera fisica (matriz polimérica) para
proteger a un compuesto bioactivo de cualquier condicidn adversa como: temperatura, luz, pH,
humedad y oxigeno, con la finalidad de conservar su funcionalidad hasta que se encuentren en el

sitio de accion especifico [44].

Actualmente, existe una gran variedad de materiales para encapsular moléculas bioactivas. Sin
embargo, es recomendable utilizar aquellos que sean inertes, que ofrezcan una buena proteccién
al compuesto bioactivo frente a las condiciones ambientales, ademads se recomienda que pueda
manipularse en disolventes o condiciones aceptables y aprobadas para uso en la industria
alimentaria como agua o etanol, finalmente es recomendable que sean grado alimenticio (GRAS)
esto, con el fin de garantizar una liberacion controlada, ademas de mantener la estabilidad y
calidad del compuesto [2]. Asi mismo, considerando que estos soportes estaran por un largo
periodo de tiempo dentro del cuerpo humano, es requisito fundamental que los materiales sean
biocompatibles y biodegradables. Es por ello que se ha mostrado un interés creciente en el uso de
biopolimeros para la sintesis de micro y nanoparticulas que funcionen como medio de transporte

en la administracién de compuestos bioactivos.

Entre los biopolimeros mas usados se encuentran aquellos provenientes del poli (acido L-
glutamico); PGA, tales como: poli (acido lactico); PLA, polietilenglicol; PEG y sus copolimeros como
el poli (acido lactico-co-glicélico); PLGA, asi como algunos polisacaridos, entre ellos el quitosan y
almidén (Tabla 2.3). Sin embargo, los polisacdridos se han convertido en los materiales mas
utilizados, debido a que mejoran la solubilidad y estabilidad del compuesto activo, disminuyen su
posible toxicidad y efectos secundarios; ademas se encuentran en abundancia en la naturaleza y

tienen un costo de procesamiento relativamente bajo [4].

Por ejemplo, Bule y cols. [85] realizaron un estudio donde primero evaluaron la solubilidad de la
CoQy en diferentes aceites (cartamo, oliva, salvado de arroz, coco y linaza). Posteriormente,
mediante la técnica de emulsidn (w/o) encapsularon CoQ,o, usando dispersiones acuosas de goma
arabiga (GA), maltodextrina (MD) y almidones modificados (MS). De acuerdo a los resultados
obtenidos la solubilidad de la CoQ,,fue mayor en los aceites de coco vy linaza, esto a 37°C. Sin

embargo, para continuar con el estudio se utilizd el aceite de linaza debido a que proporciona
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beneficios para la salud incluyendo la prevencidn o tratamiento de enfermedades. En cuanto al
uso de las dispersiones acuosas también se hicieron mezclas de las mismas y se encontrd que la
estabilidad de las microcapsulas y la eficiencia de encapsulacion fue mejor con GA (84.27 %) en
comparacion con la MD (46.22 %) y MS (53.31 %). El Dp menor de las microcdpsulas también se

logré con GA (14 pm). Finalmente se confirmd mediante exposicidn de las microcdpsulas a la luz

UV que la esta técnica puede proteger a la CoQy.

Tabla 2.3. Biopolimeros usados para micro y nanoencapsulacién de CoQo

BIOPOLIMERO METODO RESULTADO REFERENCIA
Acido poliglicélico y sus copolimeros
Poli (acido lactico- Emulsidn; fase orgdnica: NPs de PLGA solas con
co-glicdlico); PLGA disuelto en acetato de didmetro de 100.9 + 2.8 nm
(PLGA). etilo y una solucién acuosa vy PDI de 0.095 + 0.007 y de (105)
de bromuro de didodecil 107.3-131.6 nm cuando se
metil amonio (DMAB). encapsuld la CoQyo (5-75%
p/p) respectivamente.
Poli (acido lactico- Nanoprecipitacion: 50 mg NPs menores de 200 nm,
co-glicdlico); de PLGA/5 mL de con dispersidad estrecha,
(PLGA). acetonitrilo; solucién de morfologia esférica y [106]
PLGA: agua desionizada; potencialZ de -40 mV.
1:10 v/v.
Poli (acido lactico) Microencapsulacion por Microesferas de PLA (2-3
(PLA) y poli expansion rapida de um)yPEG (4-6 um). [107]
(etilenglicol) (PEG). soluciones supercriticas
(Didxido de carbono).
Polisacaridos
Quitosan y N- Secado por aspersion: antes NPs cargadas con
carboximetil del secado se agregd 20 %  idebenona con tamafio de
quitosan (NCMC), (p/p) de didxido de silicio  didmetro de 400-1000 nm (108].
entrecruzadas con coloidal (Aerosil 200) con el cual esta inversamente
triptéfano (TPP). respecto a la concentracién relacionado con el
de idebenona. entrecruzamiento con TPP.
Goma arabiga, Emulsién; dispersiones de Los mejores resultados se
maltodextrinay  goma arabiga (GA), obtuvieron con GA (84.27
almiddn maltodextrina  (MD) y %) en comparacion con la [85]
modificado. almidones modificados MD (46.22 %) y MS (53.31

(MS) y CoQyo disuelta en

%). El menor tamafo de
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aceite de linaza. también se logré con GA (14
um)

De acuerdo a lo anteriormente mencionado se puede utilizar almidén en la sintesis de
nanoparticulas para encapsular o adherir CoQy, la cual es vulnerable a luz, oxigeno y temperatura
y con esta tecnologia se puede proteger de tales efectos. Ademas, se considera como una

tecnologia viable debido a su posible escalamiento y bajo costo [106].
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lIl.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

Las nanoparticulas de almidén preparadas mediante el tratamiento alcalino de los granulos y
posterior dispersion con métodos fisicos pueden ser modificadas superficialmente para la

generacioén de grupos quimicos que favorezcan la interaccién con moléculas de ubiquinol.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo general

Obtener nanoparticulas de almidén modificadas superficialmente para su evaluacién como

portadoras de ubiquinol.

3.2.2. Objetivos particulares

e Preparar nanoparticulas de almidén mediante el tratamiento alcalino de los granulos y
posterior dispersién con energia mecanica y de ultrasonido.

e Modificar superficialmente las nanoparticulas de almidéon utilizando tres moléculas
diferentes: anhidrido maleico (AM), cloruro de lauroilo (CL) y polietilenglicol (PEG).

e Reducir quimicamente la ubiquinona para la obtencién de moléculas de ubiquinol
estables.

e Evaluar las nanoparticulas modificadas superficialmente como portadoras de ubiquinol.
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IV. METODOLOGIA

A continuacion se describen los materiales y reactivos, asi como los equipos necesarios para el
desarrollo de la metodologia que se describird en los apartados siguientes y que fueron utilizados
para la preparaciéon, modificacidn y caracterizacion de las NPAs, asi como para la reduccién

guimica de ubiquinona a ubiquinol y posterior evaluacién del cargado de las NPAs con ubiquinol.

4.1. Materiales y Reactivos

Todos los reactivos de Sigma-Aldrich se utilizaron sin purificacion adicional. Almidén soluble,
almidén de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p), almidon de maiz (esencialmente
amilopectina), almidén de maiz (70 % de amilosa), urea al 98 %, hidréxido de sodio (NaOH) al 97
%, anhidrido maleico 98 %, cloruro de lauroilo 99 %, PEG (Mw= 10,000 g/mol), d-limoneno 98.7%.
El ubiquinol se obtuvo de la reaccion de reduccidn de la coenzima Q1(99.1%) con borohidruro de
sodio (99 %). Las muestras para resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y resonancia
magnética nuclear de carbono ("C-RMN) se disolvieron en sulféxido de dimetilo deuterado
(DMSO-d6) con 99.96 % de deuterio, cloroformo deuterado (CDCl;-d) con 99.96 % de deuterio y
oxido de deuterio (D,0) con 99.99 % de deuterio. Para la purificacion de las NPAs se utilizd una
membrana para didlisis MWCO 12400 y agua desionizada obtenida de 2 columnas de intercambio
ionico Cole-Parmer. Todos los solventes, como el etanol y ciclohexano fueron grado analitico. Para
la caracterizacién por TEM se utilizé acetato de uranilo (C4HsOgU-2H,0), como agente de tincidén

negativa.

4.2. Equipos

Para la preparacion de las NPAs por el método alcalino se utilizé una parrilla de agitacién
magnética con calentamiento; un agitador mecdanico IKA con una propela de cuatro aspas a 45°;
un congelador comercial (CH5 FO, Torrey) y una liofilizadora Labconco Freezone, un
homogeneizador ultrasénico Q SONICA (U.S.A.) con una potencia de 750 W y una frecuencia de 24

kHz, provisto de una punta con diametro de 13 mm; reactor enchaquetado de vidrio de 100 mL;
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centrifuga (Allegra 64R Beckman Coulter). En la modificacion de las NPAs se utilizé: un sistema de
reacciéon que comprende de matraz bola de 100 mL con 3 bocas, provisto de un sistema de
reflujo; una parrilla de agitacién magnética; un bafio de temperatura controlada; una estufa de

vacio.

La determinacion del tamafio y morfologia de NPAs se hizo por dispersion de luz dinamica (DLS), a
un angulo de 180°, en un equipo modelo Microtrac Nano-Flex, por microscopia electrénica de
barrido (SEM) en un equipo modelo TOPCON SM-510, microscopia electronica de transmision

(TEM), marca Titan, modelo FEl a condiciones 80-300 KV.

La caracterizacion quimica de las NPAs modificadas, se hizo en un espectrometro (FT-IR) Nicolet
Magna 550, acoplado a un micro ATR con cristal de germanio, con un rango de longitud de onda
de 4000-400 cm™. El analisis termogravimétrico de muestras de almidén y nanoparticulas se hizo
en un equipo TA Instruments Q500. La caracterizacidn de los productos obtenidos después de la
reacciéon de reduccion se hizo en un espectrometro (FT-IR) Nicolet 6700, espectrometro de RMN

Brucker con campo magnético de 11.7 tesla y 500 MHz.

Para determinar del contenido de ubiquinol adherido a las NPAs modificadas se empled un

espectrofotdmetro UV-Vis Cary 5000, versién 1.12, en un rango de longitud de 200 a 400 nm.

4.3. Metodologia

4.3.1. Preparacion de NPAs

Para encontrar las condiciones que nos permitieran obtener particulas con las caracteristicas
deseadas, como Dp menor a 50 nm, dispersidad estrecha y un alto rendimiento, se emplearon dos
métodos: (1) tratamiento alcalino con agitacién mecanica y (2) tratamiento alcalino con energia

de ultrasonido. A continuacion se describe cada uno de ellos.

4.3.1.1. Tratamiento alcalino con agitacion mecdnica

Para la preparacidn de las NPAs se hizo una adaptacién de la metodologia reportada por Zhang y
cols. [59]. En un vaso de precipitado de 250 mL se colocaron 100 mL de una solucién de

NaOH/urea/agua, en una relacién de 6/4/90 (p/p), a la que se agregaron lentamente 10 g de
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almiddn soluble y de maiz con diferente relacién amilopectina/amilosa. La mezcla se mantuvo
bajo agitacion magnética a 300 rpm durante 24 h a 30°C. Al final se obtuvo una dispersion
homogénea donde ya no se apreciaba la presencia de grumos. La solucién se almacend en un
congelador a -15°C durante 24 h. Pasado este tiempo, la solucién se descongelé utilizando
agitacion mecanica (1000 y 2000 rpm), durante 30 min Al final, se obtenia una dispersidn
homogénea y viscosa. La dispersién de NPAs se transfirié a un tubo de didlisis para eliminar el
NaOH y urea hasta llegar a un pH de 7, para lo cual se cambié el agua destilada tantas veces como
fue necesario. La dispersién a pH neutro se transfirié a un vaso de liofilizacién y se congeld para
llevarla al liofilizador donde se elimind la totalidad del agua. Las NPAs se obtuvieron en forma de
un solido blanco, el cual se pesd y se almacend en un frasco cerrado para protegerlo de la

humedad.

4.3.1.2. Tratamiento alcalino con energia de ultrasonido

Para la preparacidn de las NPAs se hizo una combinacion de la metodologia reportada por Zhang y
cols. [59] y Haaj y cols. [55]. En un vaso de precipitado de 100 mL se colocaron 50 mL de una
solucién de NaOH/urea/agua, en una relacion de 6/4/90 (p/p), a la que se agregd lentamente una
determinada cantidad de almiddn (0.5, 2.5 y 5 g). La mezcla se mantuvo bajo agitacion magnética
durante 24 h a 30°C. Al final se obtuvo una dispersion homogénea donde ya no se apreciaba la
presencia de grumos. La dispersién se colocé en un bafio de agua con hielo y sometié a energia de
ultrasonido durante un intervalo de tiempo determinado (5, 10 y 15 min) en un homogeneizador
ultrasénico. Durante la sonicacion de las muestras, la amplitud ultrasénica se modulé al 60 %.
Concluido el tiempo de sonicacidon, las dispersiones se transfirieron a tubos de dialisis para
eliminar el NaOH y urea hasta obtener un pH de 7, para lo cual se cambié el agua destilada tantas
veces como fue necesario. Una parte de la dispersién a pH neutro se transfirié a un vaso de
liofilizacidn y se congeld para llevarla al liofilizador donde se elimind la totalidad del agua. Las
NPAs se obtuvieron en forma de un sélido blanco, el cual se pesd y se almacend en un frasco

cerrado para protegerlo de la humedad.
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4.4, Modificacion de la superficie de las NPAs

En la presente investigacién se realizéd la modificacién superficial de las NPAs con anhidrido
maleico (AM), cloruro de lauroilo (CL) y polietilenglicol (PEG). Esto con el objetivo de sustituir los
grupos —OH presentes en la superficie de las NPAs y lograr el anclaje del ubiquinol o bien formar
un envolvente sobre las NPAs para lograr la estabilidad termodindmica del material que nos

permitiera controlar la morfologia, tamafio y distribucion del tamafio de las NPAs.

4.4.1. Modificacidn superficial con anhidrido maleico (AM)

En este caso se hizo una adecuacién del método de esterificacion con AM propuesto por Tay y
cols. [9] y Pang y cols. [15]. En un matraz bola se cargaron 8 g de NPAs (0.044 mol de
anhidroglucosa) y 10 mL de agua ultrapura (18.2 MQ). La mezcla se mantuvo bajo agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 15 min, con lo que se obtuvo una dispersién cuasi-
homogénea ya que la concentracion de NPAs era muy alta. Posteriormente, se adicionaron 12.5
mL de una solucién acuosa de NaOH 2.0 M y se continud con agitacién magnética hasta obtener
una mezcla homogénea. La mezcla de NPAs en presencia del medio basico fue lentamente
gelatinizada cambiando su apariencia a mezcla viscosa de color amarillo claro. Posteriormente, se
adicionaron 7.9 g de AM (0.080 mol), continuando con la agitacién y temperatura de reaccion
controlada a 80°C, durante un tiempo de 7 h. Al término del tiempo indicado, la mezcla se dejo
enfriar a temperatura ambiente y las NPAs modificadas se precipitaron en 50 mL de etanol
absoluto. El precipitado obtenido se separd del etanol mediante un proceso de filtracion bajo
vacio empleando membranas de nylon con poro de 0.2 um. El filtrado se lavd en 3 ocasiones con
etanol con la finalidad de eliminar el exceso de AM y sus derivados (acido maleico). Las NPAs se
secaron en una estufa de vacio a 40°C por 2 dias. Para eliminar el AM libre las NPAs se re-disolvian

en agua ultrapura (0.01g/mL), se re-precipitaban en 100 mL de etanol y se volvian a secar.

4.4.2. Modificacion con cloruro de lauroilo (CL)

Se hizo una adecuacién del método de esterificacion con CL propuesto por Namazi y cols. [11,12].
En un matraz bola de 50 mL se cargaron 2 g de NPAs y 10 mL de agua ultrapura (18.2 MQ). La

mezcla se mantuvo bajo agitacién magnética a temperatura ambiente durante 1 h, con lo que se
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obtuvo una dispersion cuasi-homogénea. Enseguida la dispersion se sénico por 5 min a 60 % de
potencia, usando un bafo de hielo para mantener la temperatura de la muestra. Posteriormente,
se adicionaron 3 mL de una soluciéon acuosa de NaOH 2.0 M y se continudé con agitacion
magnética hasta obtener una mezcla homogénea de color marrén oscuro. Al gel obtenido se le
adicionaron 3 mL de cloruro de lauroilo (C1,H,3ClO), continuando con la agitacién magnética
durante 5 min, a 25°C. Las NPAs se precipitaron en 100 mL de etanol absoluto. Se realizdé una
extraccién del cloruro de lauroilo que no reacciond utilizando un sistema Soxhlet. El precipitado
obtenido se separd centrifugando en dos ocasiones a 10,000 rpm/30 min. Las NPAs se secaron en

una estufa de vacio a 40°C por 2 dias.

4.4.3. Pasivacion con polietilenglicol (PEG)

En este caso se siguid la metodologia reportada por Pereda y cols. [68] donde se llevd a cabo la

pasivacién con PEG de nanocristales de celulosa.

4.4.3.1. Preparacion de la solucion de PEG (10,000 g/mol).

En un matraz de 250 mL se prepard una solucién de PEG (10,000 g/mol) al 1.25 %, en agua
ultrapura (18.2 MQ), se mantuvo en agitacion magnética a temperatura ambiente durante 4 h. La

solucidn se protegio de la luz para evitar la foto-oxidacién del polimero.

4.4.3.2. Pasivacion de las NPAs con PEG

Se preparo una dispersién de NPAs en agua ultrapura (18.2 MQ), a la cual se le agregé lentamente
la solucién de PEG (1.25 %). La relacion final de NPAs/PEG fue 65/35 p/p. La mezcla se mantuvo
bajo agitacion magnética durante 4 horas, protegiéndola de la luz. Después de este tiempo la
mezcla se purificd en repetidas ocasiones para eliminar el PEG que no se encontrard unido en la
superficie de las NPAs, al final la dispersidén se congeld con nitrégeno liquido y se liofilizé hasta la

eliminacion total de agua.

=it METODOLOGIA



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

4.5. Reduccidon quimica de la ubiquinona

En este caso se siguid la metodologia que reporta por Murphy y cols. [109]. En un matraz de vidrio
de 100 mL de capacidad se colocan 3.0 g CoQ,q disuelta en 20 mL de éter dietilico, a esta solucion
se le adicionaron con ayuda de un embudo de adicién 1.50 g de borohidruro de sodio en 30 mL de
agua bidestilada. La reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 horas. Durante este
tiempo se monitoreo la reaccién por medio de cromatografia en capa fina. La relacidn entre las
distancias recorridas por los compuestos y por el acetato de etilo/hexano al 10 % v/v desde el
origen de la placa (RF) fue de 0.6 para la CoQ;o y de 0.48 para el CoQ,o-H,. La reaccién continto
hasta que en su totalidad la ubiquinona se ha transformado en ubiquinol. Después la mezcla de
reaccion se decanta y se separa el extracto etéreo adicionando 50 mL de éter dietilico al producto
de la reaccidn. Posteriormente el éter se destila del extracto y el sélido amarillo es almacenado en
atmosfera de nitrogeno. El proceso de reduccién de la CoQ,o por NaBH, se muestra en la Figura
siguiente (Figura 4.1). Para la caracterizacion espectroscdpica se disolvieron 10 mg de la muestra

en 2 mL de CDCl;-d y se adquirieron sus espectros de *H-RMN *C-RMN.

NaBH4

Eter dietilico

Figura 4.1. Reduccién de ubiquinona con borohidruro de sodio.
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4.6. Evaluacion de las NPAs como portadoras de ubiquinol

4.6.1. Cargado con ubiquinol de las NPAs modificadas superficialmente

Para los primeros experimentos de cargado con ubiquinol, se utilizaron las NPAs-AM, estas NPAs
se obtuvieron con tratamiento alcalino y agitacion mecdanica. Para estos experimentos se empled
la metodologia propuesta por Pang y cols. [15] quienes cargaron curcumina (compuesto
hidréfobo) en NPAs-MA. En un matraz de 3 bocas de 250 mL se colocaron 0.8 g de NPAs
modificadas con AM, a las cuales se les afiadi® una mezcla agua/etanol (60/40; v/v).
Posteriormente se les agregd gota a gota utilizando un embudo de adicién, una solucion de
ubiquinol en etanol absoluto al 1 % p/v. La relacion NPAs/ubiquinol fue de 1/1 (p/p). La mezcla se
calenté hasta 55°C y se mantuvo bajo agitacion magnética por 20 h (Figura 4.2). Las NPAs
obtenidas se recuperaron por un proceso de filtraciéon y se lavaron con etanol hasta que este
solvente dejo de tener un color amarillo causado por el ubiquinol. Estos lavados se hicieron para
remover el ubiquinol que no se encontrard formando puentes de hidrégeno con los grupos éster
proporcionados por el AM a la superficie de las NPAs. Finalmente las NPAs se secaron un una

estufa de vacio a 60°C, durante 24 horas para su caracterizaron.

Solucién de 0.8 g de NPAs-AM; Mezcla de reaccion

ubiquinol al 1 % p/v (agua/etanol; 60/40; a 55°C/20 h.
en etanol absoluto. v/v).

Figura 4.2. Esquema del proceso de cargado con ubiquinol de las NPAs-AM

F—=——— METODOLOGIA n



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

En otros experimentos, las NPAs-AM se pesaron en un tubo de reaccién y se les agregé la solucién
de ubiquinol, en etanol o en limoneno. A la mezcla de reaccidn se le elimind el oxigeno por un
proceso de congelacidn con nitrégeno liquido-vacio-descongelacion, hasta que ya no se observara
la liberacién de burbujas. Los tubos se sellaron y se colocaron en un bafio de aceite para que la

reaccion se llevara a cabo a 55°C durante 20 h.

En los experimentos donde se utilizaron las NPAs que fueron obtenidas por tratamiento alcalino y
energia de ultrasonido y que posteriormente fueron modificadas superficialmente con AM y CLy
PEG. La disolucidn del ubiquinol en etanol, asi como las reacciones de cargado se llevaron a cabo

en tubos Schlenk, bajo atmosfera de nitrégeno. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes.

Primero se pesaron 0.6 g de NPAs modificadas superficialmente en el tubo Schlenk, al cual se le
agregaron 10 mL de etanol absoluto para su dispersidn. En otro tubo Schlenk se pesaron 0.2 g de
ubiquinol, el cual se encontraba almacenado en una ampolleta bajo atmosfera inerte. Se le
agregaron 20 mL etanol para su disolucién. Una vez que la solucién de ubiquinol se observé
homogénea se transfirid al tubo donde se encontraban dispersas las NPAs modificadas
superficialmente. A la mezcla de reaccién se le elimind el oxigeno por un proceso de congelacidn
con nitrégeno liquido-vacio-descongelacién, hasta que ya no se observara la liberacion de
burbujas. Los tubos se sellaron y se dejaron bajo agitacion magnética a 25°C para que la reaccion
se llevara a cabo durante 20 h. Las NPAs obtenidas se recuperaron por un proceso de filtracién y
se lavaron con etanol hasta que este solvente dejé de tener un color amarillo causado por el
ubiquinol. Estos lavados se hicieron para remover el ubiquinol que no se hubiera adherido a la
superficie de las NPAs por medio de puentes de hidrégeno con los grupos éster proporcionados

por el AM o CL. Finalmente las NPAs se secaron un una estufa de vacio a 60°C, durante 24 h.

4.7. Caracterizacion de los productos obtenidos

La caracterizacién de las NPAs y NPAs modificadas se realizd por DLS, SEM, TEM, TGA, 'H-RMN,

BC-RMN y FT-IR a continuacion se describen las técnicas usadas en cada caso.
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4.7.1. Caracterizacion quimica

Para determinar si las NPAs que fueron preparadas mediante tratamiento alcalino de los granulos,
habian sufrido algin cambio quimico durante el proceso de preparacién, los materiales se
caracterizaron por espectroscopia de FT-IR, mediante la técnica de ATR empleando un cristal
analizador de germanio. Los productos obtenidos después de la modificacidn superficial con AM,

CLy PEG también se caracterizaron por esta técnica.

Sélo para el caso de la evaluacion del AM unido a la cadena de almiddén, también se utilizd
espectroscopia de RMN empleando la técnica HSQC (Hetereonuclear Single Quantum
Correlation). Para preparar la muestra se disolvieron 40 mg de NPAs-AM en 2 mL de DMSO-d6 vy la
soluciéon se mantuvo en agitacién magnética durante 2 min para lograr la homogenizacion de la
mezcla. Los datos de *H-RMN fueron colectados a 16 barridos, la escala fue calibrada usando la

sefial del DMSO-d6 en 2.49 ppm. Los datos de *C-RMN fueron colectados durante 12 h a 25°C.

4.7.2. Dispersion de luz dinamica (DLS)

Para la determinacidn del didametro de particula promedio por DLS, las muestras se re-dispersaron
en agua desionizada a una concentracion de 0.1 % p/v. En el caso de las NPAs que se encontraban
en dispersidon acuosa se midieron a la concentracién a la cual fueron preparadas. Las mediciones

se hicieron a temperatura ambiente (20 y 25°C) a una longitud de onda del laser de 780 nm.

4.7.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para las mediciones por SEM, una gota de una dispersion acuosa de NPAs a una concentracién de
0.01 % p/v, fue depositada en un porta-muestras y se dejo secar a temperatura ambiente,

protegiéndola de cualquier contaminacién por polvo para su posterior observacion.

4.7.4. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Se prepararon dispersiones de NPAs al 5 %, a partir de esta dispersion se hicieron diluciones hasta
una concentracién de 0.005 %. Posteriormente se utilizé un ultrasonido (HIELSCHER UP200S, Ciclo
0.5 y amplitud de 30 %), durante 5 min para lograr una dispersién homogénea y evitar la

aglomeracién de las NPAs.
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Posteriormente, se prepard una solucién de acetato de uranilo al 2 % pesando 100 mg de este
compuesto en un vial previamente cubierto con aluminio para protegerlo de la luz y al cual se le
adicionaron 5 mL de agua desionizada. La solucién se mantuvo bajo agitacion magnética durante
15 min y después de este tiempo se utilizé papel filtro (Whatman No. 1) para eliminar cualquier

impureza y evitar la contaminacion de la muestra.

Para la preparacidn de las muestras y su posterior observacidn por TEM se siguié el protocolo que
a continuacion se describe: se afiadid una gota de la dispersién de NPAs sobre una rejilla de cobre
(Cu), la cual esta cubierta con una pelicula de carbono; se dejd reposar durante 3 min y se retird
parcialmente el exceso la dispersién con un trozo de papel filtro; enseguida se agregd una gota de
la solucidn de acetato de uranilo y se dejo reposar durante 1 min, también se le retiro el exceso

con un trozo de papel filtro; finalmente se dejé secar por 5 min antes de la observacidn.

4.7.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

La evaluacién de la descomposicion térmica de muestras de almiddn antes y después de la
formacion de NPAs, asi como de las NPAs modificadas, se hizo por TGA en una atmédsfera de
nitrégeno (50 mL/min). Las mediciones se hicieron en muestras con un peso de 10-30 mg en el

intervalo de temperatura de 30-600°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan los resultados de la preparacién de nanoparticulas por dos
métodos: (1) tratamiento alcalino con agitacién mecanica y (2) tratamiento alcalino con energia
de ultrasonido. Las NPAs obtenidas fueron caracterizadas por DLS, SEM, FTIR-ATR y TGA. También
se presentan los resultados de la modificacidon superficial de las NPAs utilizando tres diferentes
moléculas: AM, CL y PEG. Enseguida se muestran los resultados obtenidos de la reduccion de
ubiquinona para la obtencion de ubiquinol y finalmente, se muestran los resultados cualitativos

del cargado de ubiquinol en las NPAs modificadas.

5.1. Preparacion de las NPAs

Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados, se consideraron los métodos reportados
para la preparaciéon de NPAs, tomando en cuenta principalmente factores como, Dp, condiciones
experimentales estandar y rendimiento. Se seleccionaron dos métodos, tratamiento alcalino con
agitacion mecanica y tratamiento alcalino con energia de ultrasonido los resultados se muestran a

continuacion.

5.1.1. Tratamiento alcalino con agitacion mecanica

El hinchamiento y parcial disolucién de un granulo de almidén en agua sdlo se logra con la ruptura
de los puentes de hidrégeno formados por la gran cantidad de grupos —OH presentes en su
estructura quimica [110]. Esta ruptura puede lograrse con un incremento en la temperatura de la
disolucién (80°C) [111] o con la adicién de compuestos quimicos (acidos o bases) que ocasionen la

pérdida del orden molecular (gelatinizacidon) al interactuar con los grupos —OH (Figura 5.1) [9].
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Figura 5.1. Representacion esquematica de la interaccién entre el NaOH y los grupos —OH
del almidon.

Tomando como base el trabajo realizado por Zhang y cols. [59] se hizo un estudio preliminar para
reproducir el método utilizando una solucién alcalina con la composicién NaOH/urea/agua de
6/4/90 (p/p), que les permitié obtener el menor Dp (292 nm). En el presente estudio se utilizd
almiddn soluble y almidones de maiz con diferente contenido de amilosa para evaluar el efecto en
el Dp. El Dp de las NPAs se determind por DLS. En la Tabla 5.1 se presenta la informacién de los

experimentos realizados con los valores de Dp obtenidos.

Tabla 5.1. Experimentos realizados para la preparacién de NPAs por tratamiento alcalino con
agitacién mecanica.

. L, Velocidad de Dp
Exp. Tipo de almidon L.
agitacion (rpm) (nm)
Al Almidon soluble 1000 35.5
Almidon de maiz (amilopectina/amilosa;
A2 1000 177.4
73/27; p/p)
Almidon de maiz (amilopectina/amilosa;
A3 2000 122.2
73/27; p/p)
A4 Almiddén de maiz esencialmente amilopectina 2000 139.4
A5 Almidén de maiz con 70 % de amilosa 2000 270.3

Los resultados indican que con el almiddn soluble, exp. Al, se obtienen particulas mas pequefias.
Sin embargo, solo se contaba con una pequeia cantidad de este almidén y cuando se adquirié un
nuevo lote fue imposible reproducir los resultados, por lo que se descartd para continuar
trabajando. Los experimentos donde se utilizé almidéon de maiz con diferente contenido de
amilosa no condujeron a los resultados esperados es decir NPAs con Dp menor a 50 nm, en todos
los casos se obtuvieron tamafios de particula promedio mayores que 100 nm vy las distribuciones

de estos tamafios mostraron bimodalidad en algunos casos (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Distribucién de los tamafios de NPAs obtenidas por tratamiento alcalino
con agitacién mecanica.

Para el caso especifico del experimento A2, donde se utilizé la misma formulacién que Zhang y
cols. Los resultados evidencian la formacion de particulas con didmetro promedio mayor que el
reportado por estos autores. Este resultado podria atribuirse al tipo de hélice utilizada para la
agitacion mecanica o bien, a la geometria del contenedor, ya que estas condiciones no se
especifican en el reporte de Zhang. Con el propédsito de lograr una reduccion en el tamafio de las
particulas se llevé a cabo el experimento A3, donde se duplicd la velocidad de agitacién logrando
una disminucion en el valor de didmetro promedio (Dp), de 50 nm. Esta reducciéon es atribuida

evidentemente al incremento de energia mecanica utilizada para la formacion de las NPAs.

En cuanto al efecto de la relacion amilopectina/amilosa sobre el valor de Dp (experimentos A3, A4
y A5) se observa que el aumento en el contenido de amilosa ocasiona un incremento en el valor
de Dp. También se obtienen distribuciones de tamafio de particula bimodales, en este caso se
reportd un Dp de 270 nm, correspondiente a la mayor poblacidon de particulas obtenido en las
distribuciones. Durante la experimentacién, fue evidente el incremento de la viscosidad de las
dispersiones de almidén con un mayor contenido de amilosa, lo cual se explica por la mayor
interaccion entre las cadenas poliméricas, ya que al ser lineales ocupan un mayor espacio que las

cadenas ramificadas [112]. Aparentemente, este incremento en la viscosidad de la dispersién hizo
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gue el proceso de rompimiento de las cadenas de almidén para la formacién de las NPAs fuera
menos eficiente, tal como lo reportaron Zhang y cols. [59]. LeCorre y cols. [50] ya habian
reportado un comportamiento similar en el valor de Dp. Mencionan que este comportamiento se
debe al acomodo lineal de las cadenas de amilosa dentro del granulo de almiddn ya que estas se
encuentran como moléculas individuales muy préoximas unas a otras. Se intercalan aleatoriamente
entre las moléculas de amilopectina tanto en las regiones amorfas como cristalinas [48].
Recientemente, Kang y cols. [113] mencionan que la eficiencia de un método fisico en la
preparacion de las NPAs disminuye cuando incrementa el contenido de amilosa en los almidones
evaluados, debido a la tendencia de la amilosa a agregarse. Aunado a que existen otros factores
gue determinan el tamafio de particula tal como, tamafno de granulo, % de cristalinidad y tipo de

cristalinidad.

En general, la caracterizacién de las NPAs por SEM fue complicada porque no podia evitarse la
formacion de aglomerados. No obstante, en algunos casos se logré distinguir una morfologia
cuasi-esférica de las NPAs como se puede apreciar en las micrografias de la Figura 5.3. Esta
seleccion de micrografias se presenta como evidencia de la formacion de NPAs, ya que los
granulos de almiddn de maiz tienen tamafios de 1 a 100 um [5,6]. La formacién de aglomerados
en la sintesis de NPAs ya ha sido reportada, incluso se menciona que su aplicacién practica se ha
visto restringida por su alta tendencia a aglomerarse [64]. En particular, Kim y cols. [72]
mencionan que la obtencion de NPAs con una distribucién de tamafios de particula estrecha es
practicamente imposible, independientemente del tipo de almiddn, concentracion o método

empleado para su obtencion.

La morfologia de las NPAs, ya ha sido estudiada por LeCorre y cols. [50]. Estos autores mencionan
gue no se observo un efecto importante inducido por el contenido de amilosa sobre la morfologia
de las NPAs. El cambio observado lo atribuyen principalmente al tipo de cristalinidad que
presentan los diferentes almidones utilizados (maiz, trigo y papa). Para el caso del almidén de
maiz, que es con el cual podemos comparar los resultados obtenidos en este estudio mencionan
que, las particulas obtenidas a partir de almidén de maiz con 70 % de amilosa presentan una
forma esférica, mientras que las obtenidas de almidén con alto contenido de amilopectina

tienden a presentar una morfologia cubica. Asi mismo, mencionan que para el caso del almidén
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con una relacion amilopectina/amilosa; 73/27 (p/p), las muestras fueron muy dificiles de
caracterizar y que por esta razén no pudieron obtener una forma definida. Estos resultados son

atribuidos a la cristalinidad de tipo A o B presentada en los diferentes almidones.

15Ky 20000% 500%n

wepeex 0 Seonm @000

Figura 5.3. Morfologia de las de NPAs obtenidas por tratamiento alcalino y agitacion
mecanica a 20000X.

De acuerdo a los resultados de difraccién de rayos X mostrados en la Figura 5.4 y 5.5 se determiné
que después del tratamiento alcalino y agitacion mecdnica se perdid cristalinidad en los
materiales obtenidos. Este comportamiento se presentd para todos los almidones utilizados. La
pérdida parcial o total de cristalinidad en NPAs obtenidas mediante tratamientos fisicos ya ha sido

reportada por Liu y cols. [57] y Song y cols. [58].

Debido a que el almidén de maiz con 70 % de amilosa presenta cristalinidad tipo B, se esperaba
un valor de Dp menor al obtenido, ya que este tipo de almiddon presenta una estructura menos
empaquetada lo cual favorece el hinchamiento del granulo y posterior formacion de NPAs [6]. Sin

embargo, al caracterizar este tipo de almidén por difraccién de rayos X, se obtuvo un
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difractograma (Fig. 5.4), que no corresponde a los ya reportados en la literatura [50]. Por lo que
este resultado podria ser atribuido a estas diferencias en sus picos de difraccién. Para el almiddn
soluble se obtuvieron picos de difraccién similares a los obtenidos con los almidones de
cristalinidad tipo A (almidéon de maiz con relacion amilopectina/amilosa; 73/27 (p/p vy
esencialmente amilopectina). No obstante de este tipo de almidén no se han reportado
difractogramas en la literatura y tampoco estd clasificado dentro de los tipos de cristalinidad, por
lo que la unica explicacidén légica para el Dp obtenido es que se trata de un almiddon que es
clasificado como soluble y esta caracteristica favorecid la formacién de particulas con Dp menores
a 50 nm. Aunque cuando se utilizé otro lote de almidén soluble (Lote 2) los resultados no fueron
favorables (resultados no mostrados), a pesar de que presentan los mismos picos de difraccidn

(Figura 5.4).
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Figura 5.4. Difractogramas del almidén de maiz con 70 % de amilopectina y almiddn soluble lote 1
y 2y de las NPAs obtenidas con tratamiento alcalino y agitacién mecanica (A5 y Al).

Por otra parte, los almidones de maiz con relacion amilopectina/amilosa; 73/27; p/p vy el que es

esencialmente amilopectina, presentan la cristalinidad tipo A. Es decir, cadenas estrechamente

empaquetadas que dificultarian el hinchamiento del granulo [6]. En este caso los difractogramas

obtenidos presentan los mismos picos de difraccién (Fig. 5.5). Los resultados de Dp para estos dos

almidones fueron muy similares lo que se podria atribuir a su similitud en estos picos de

difraccion.
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Figura 5.5. Difractograma del almidén de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p) y
esencialmente amilopectina y NPAs obtenidas con tratamiento alcalino y agitacion mecanica (A3 y
A4).

5.1.2. Tratamiento alcalino con energia de ultrasonido

Recientemente Haaj y cols. [55] aplicaron energia de ultrasonido a una dispersion acuosa de
almiddén al 1.5 % en peso y lograron obtener valores de Dp tan pequefios como 30 nm para
almidén de maiz con una relacién amilopectina/amilosa de 73/27 (p/p). La desventaja de este

método es que trabajan con dispersiones de almidén de muy baja concentracién, a diferencia del
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método reportado por Zhang y cols., quienes partian de dispersiones alcalinas con un contenido
de almidén del 10 % en peso. Otra desventaja observada fue el alto tiempo de sonicacion
necesario para obtener tamafios de particula tan pequeios, ya que se requirié un tratamiento de

90 min.

En el presente estudio se planted llevar a cabo una combinacion de los métodos reportados por
Zhang y Haaj como una opcién que permitiera la preparacién de NPAs con tamafio pequefio sin
sacrificar el rendimiento por lote. Para ello, se evalud el efecto de la concentracion de almidén (1,
5y 10 % en peso), utilizando la solucion alcalina de composicion NaOH/urea/agua de 6/4/90
(p/p), y el tiempo de ultrasonicacion (5, 10 y 15 min). Para preparar las dispersiones se utilizé
almidén de maiz con una relacion amilopectina/amilosa de 73/27 (p/p). En la Figura 5.6 se
presenta el efecto de las variables evaluadas sobre el Dp de las particulas que se determind justo

después del proceso de didlisis y antes del proceso de secado por liofilizacidn.

90 H

85.8
i m 10 mi m15mi
80 - 5 min 0 min 5 min
70 A
60 1 53.5
50 - 47.2
40.5
40 - 34.3 34.8 343
27.2
30 A 23.2
20 A
10 -
0
1 5 10

Almiddén (% peso)

Dp (nm)

Figura 5.6. Efecto de la concentracién de almidén y tiempo de sonicacidn sobre el Dp,
antes de la liofilizacién y después de dialisis.

Para el caso de la concentracién de almidén mas baja (1 % en peso), se observa un efecto inverso
del tiempo de sonicacion sobre el Dp. El comportamiento se conserva para las concentraciones de

almidén mas altas (5 y 10 % en peso), pero sélo a tiempos cortos de sonicacién (5 y 10 min). Un
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tiempo de sonicacion prolongado no tuvo efecto sobre el Dp para la concentracién de 5 % en peso
y, aparentemente, tuvo un efecto negativo para la concentraciéon de 10 % en peso, ya que se
obtuvo un Dp de =86 nm, este valor representa el didametro de la mayor poblacién de particulas

obtenido ya que se obtuvieron distribuciones multimodales.

Este comportamiento no concuerda con lo esperado puesto que lo légico es que a mayor energia
el gel de almiddén formado fuera fracturado en particulas mas pequefas. Aunado a que hay una
mayor concentracién de almiddén. La explicacion para el incremento en el valor de Dp
determinado por DLS puede ser que las particulas formadas fueron tan pequenas que aumentd la
cercania entre ellas, aunado a que se tenia una mayor concentracién de almidén en el medio. Con
la intencién de tener un argumento mas sdlido para respaldar esta hipdtesis, se tomaron los
valores de Dp reportados de la Figura 5.6 que se obtuvieron después de didlisis y se hizo el calculo
de la distancia entre particulas para dispersiones de NPAs a las concentraciones de almiddn
estudiadas (1, 5y 10 % en peso), considerando para el almidén una densidad de 1.56 g/cm?® [5].
Por supuesto, la densidad del almiddn pudiera ser diferente, ya que se encontraba hinchado en la
solucion acuosa por efecto del NaOH, sin embargo, la tendencia en cuanto a la distancia de las

particulas bajo las diferentes condiciones estudiadas seria la misma.

De esta manera, en la Figura 5.7 se puede ver la distancia entre particulas con diferente Dp en
dispersiones a diferentes concentraciones. Al analizar las graficas se puede notar el efecto inverso
del tiempo de sonicacion sobre el Dp, a excepcidn del tiempo de sonicacién de 15 min para las
concentraciones de almidén de 5 y 10 % en peso. Si la tendencia se hubiese mantenido de
acuerdo a la linea punteada, se hubiera llegado a los valores estimados de Dp con las
correspondientes distancias entre particulas. Bajo estas circunstancias, el tamafo tan pequefio de
las particulas las hizo muy inestables, ademds, por lo tanto, la cercania con otras particulas

igualmente inestables, favorecid su coalescencia.

Este fendmeno ya ha sido reportado por Dufresne y cols. [64], Kim y cols. [60, 61,76] y Liu y cols.
[57]. Especificamente, Liu reporté que los nanocristales de almidon tienden a formar aglomerados
cuando el tamafo de particula es mas pequefio y la concentracién en el medio es mayor, por lo

que la proximidad entre las particulas disminuye y las interacciones moleculares son mas
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evidentes. Asi mismo, Kim y cols. [60,61] reportaron que un tiempo de sonicacidn excesivo puede

causar una agregacion de las particulas de tamafio nanométrico.
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Figura 5.7. Distancia entre particulas con diferente Dp promedio, preparadas a partir de
dispersiones con, 1, 5y 10 % en peso de almiddn y diferentes tiempos de sonicacidn.

Una vez que las NPAs fueron secadas por liofilizacion se hicieron pruebas de re-dispersién y

determinacién del Dp. Los resultados de Dp indican que los valores fueron practicamente los

mismos antes y después de la liofilizacién. Sin embargo, tal como se puede apreciar en la Figura

5.8 se presenté un cambio en las distribuciones de tamanos de particula, presentandose

distribuciones con mds de una moda. Este cambio fue mas evidente para el caso de las NPAs

obtenidas a partir de dispersiones con la mayor concentracién de almiddén y tiempos de 10 y 15

min.

En la Figura 5.9 se muestra una micrografia de SEM de alta resolucidn para las NPAs obtenidas del

experimento donde se utilizé 1 % en peso de almidén y un tiempo de sonicacion de 5 min. Puede

notarse la presencia de particulas con didametros alrededor de los 30 nm pero que se encuentran

formando parte de grandes aglomerados. La aglomeracidn se atribuye a las formacion de puentes

de hidrégeno entre la gran cantidad de grupos —OH presentes en la superficie de las particulas [6]
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Figura 5.8. Efecto de la concentracién de almidén y tiempo de sonicacidn en la distribucion
de tamafio de particula, antes (izquierda) y después (derecha) del proceso de secado por
liofilizacidn.
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Figura 5.9. Micrografia de SEM de las NPAs obtenidas con tratamiento alcalino energia
de ultrasonido (1 % de almidén y 5 min de ultrasonido) a 350000X.

Con base en los resultados, se determiné que la combinacién del uso de una solucién alcalina para
dispersar una mayor cantidad de almiddn, con el uso de energia de ultrasonido para producir
NPAs, es eficiente y permite la preparacidn de particulas con tamafios por debajo de los 50 nm

incluso para la concentracidn de almidén del 10 % en peso.

Se hizo un estudio para evaluar la reproducibilidad del método utilizando un equipo de
ultrasonido diferente, variando el lote de almiddon y escalando el volumen de la mezcla de
reaccién de 50 a 200 y 500 mL. Las condiciones de operacidn seleccionadas fueron concentracion
de almiddn de 5 % en peso y tiempo de sonicacidén de 15 min. El Dp de las NPAs se midié después
de que fueron secadas por liofilizacion y se re-dispersaron en agua. Los resultados fueron
satisfactorios, ya que para el volumen de 50 mL se obtuvo un valor de Dp cercano a los 30 nm,
comparable con los tamafios anteriormente obtenidos. Cuando se incrementé el volumen de
reaccion los valores de Dp incrementaron a valores cercanos a los 50 nm. No obstante, debido a
que un estudio de escalamiento no era el objetivo del presente estudio, no se hicieron mas
experimentos en este sentido. En la Figura 5.10 se presenta la distribucién de tamafios para las

NPAs preparadas a diferentes volumenes de mezcla de reaccion.

F—=——— RESULTADOS Y DISCUSION ﬂ



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

10
8 A

g 6

©

(1]

S

e 4 -

[}

)

£
2 A
0 . : —

1 10 100 1000

Distribucion de Dp (nm)

Figura 5.10. Distribucidn de los tamafios de NPAs obtenidos cuando se escald el
volumen de la mezcla de reaccién de 50 a 200 y 500 mL, utilizando una concentracidn
de almiddén de 5 % y 15 min de ultrasonido.

Para determinar si el tratamiento alcalino combinado con energia de ultrasonido afecto la
estructura quimica de las moléculas de almidén durante el proceso de preparacidon de las NPAs, se
realizd la caracterizacién quimica por FTIR-ATR. En la Figura 5.11, se presentan el espectro
obtenido para las NPAs preparadas con la concentracion de 5 % en peso y 15 min de sonicacion,

asi como el espectro del almiddn utilizado para su preparacidn.

En el espectro del almiddn se observan sus sefiales caracteristicas: una sefial muy intensa en 3400
cm™, corresponden a los grupos —OH de la unidad repetitiva del almidén; la sefial en 2920 cm™, se
atribuye a la vibracién del estiramiento C—H y por ultimo, la sefial cercana a 1000 cm™ se atribuye
al estiramiento del enlace C-0O, que corresponde al grupo C—O—-C que se encuentra en el anillo
almiddn. Al comparar ambos espectros no se observan cambios evidentes en el desplazamiento
de las sefiales, a excepcion de la sefial en 990 cm™ que se corre a 1022 cm™ para las NPAs. Se ha
reportado, Wang vy cols. [114] que cuando la sefial del estiramiento C—-O se desplaza hacia
intensidades mas altas es porque la interaccion entre los enlaces de hidrégeno es mas débiles.
Esto podria ser un efecto de la solucién alcalina utilizada para dispersar el almidén

(amilopectina/amilosa; 73/27; p/p).
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Figura 5.11. Espectros FTIR-ATR del almidén de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27;
p/p) y de las NPAs preparadas con tratamiento alcalino y energia de ultrasonido
(Liofilizadas).
De acuerdo a lo reportado por Zhang y cols. [59] la urea sélo actué como un donador en los
enlaces de hidrégeno para evitar la agregacién de las moléculas de almiddn y, una vez formadas
las NPAs, se elimind en la etapa de dialisis. En el espectro de las NPAs, no se observa la aparicién
de nuevos desplazamientos correspondientes al grupo N—H de la urea, por lo que se asegura que
no hubo ninguna reacciéon quimica entre la urea y los grupos —OH del almiddn, lo que hubiera
producido un derivado del almiddn llamado carbamato en la solucién acuosa de hidréxido de

sodio y urea.

La temperatura de degradacidén del almidén con una relacién amilopectina/amilosa de 73/27
(p/p) ha sido reportada en 275°C por Simi y cols. [115]. Para corroborar que no se haya
presentado un cambio estructural en el almidén durante el proceso de preparacion de las NPAs,
se hizo un estudio para detectar algin cambio en la temperatura de degradacion del material. Los
termogramas mostrados en la Figura 5.12 indican que la temperatura de degradacion para el
almiddén comienza a 271°C, mientras que para las NPAs inicia a 245°C. Este cambio, ya ha sido
observado por otros autores [114] y lo atribuyen a la menor interaccidn que existe entre las NPAs,

por la ruptura de sus cadenas durante la preparacion.
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Figura 5.12. Termogramas de TGA para el almidén de maiz (amilopectina/amilosa;
73/27; p/p) y de las NPAs preparadas con tratamiento alcalino y energia de

ultrasonido.

5.2. Modificacion de la superficie de las NPAs

Con la finalidad de generar grupos funcionales en la superficie de las NPAs para lograr la
interaccion entre estos grupos y las moléculas de ubiquinol. Se realizd la modificacion de la
superficie de las NPAs con tres diferentes moléculas: AM, CL y PEG. A continuacién se muestran
los resultados obtenidos cuando las NPAs modificadas fueron caracterizadas por FTIR-ATR, TGA y

TEM.

5.2.1. Modificacion con anhidrido maleico (AM)

La reaccion de esterificacion con AM se ilustra en la Figura 5.13. De acuerdo al esquema, los
grupos —OH presentes en las cadenas de almidén pueden ser esterificados en un medio basico
acuoso para la formacidon de maleato de almidén [9]. Los grupos —OH mas susceptibles a

reaccionar son aquellos que no presentan impedimento estérico [13].

F—=——— RESULTADOS Y DISCUSION “



Sintesis de nanoparticulas de almidon y su evaluacion como portadoras de ubiquinol (CoQ10-H2)

Veldzquez-Arellano A., 2015

O
H
B OH ] _H | OH 7]
o (@]
. PN 80°C 0
HO U — 0
OH 5 NaOH/Agua HO
OH -
L Jn L O/_ n
Almidon Anhidrido maleico

Maleato de almidén

Figura 5.13. Reaccion de esterificacion del almidén con anhidrido maleico para la
formacién de maleato de almiddn.
Para llevar a cabo la modificacién de la superficie de las NPAs con AM se utilizaron los lotes de
NPAs preparadas con diferentes tipos de almidén y mediante diferentes técnicas. En la Tabla 5.2,
se presenta la informacién de los experimentos realizados. Sélo para el caso del experimento MA1
(almidén soluble) se hizo la modificacidon quimica utilizando 8 g de NPAs, para el resto de los

experimentos se utilizaron 2 g, esto por la disponibilidad del material.

Tabla 5.2. Experimentos realizados en la funcionalizacidn de NPAs con AM.

Exp. Tipo de almidén Dp por DLS Cantidad Proceso de obtencién
(nm) (g) de las NPAs
MA1 Almiddn soluble 8 Tratamiento alcalino
35.5 con agitacion
mecanica
MA2  Almiddn de maiz (73 % 5 Tratamiento alcalino
amilopectina; 27 % 122.2 con agitacion
amilosa) mecanica
MA3 Almidén de maiz Tratamiento alcalino
esencialmente 106.5 2 con agitacion
amilopectina mecanica
MA4 Almiddn de maiz con 70 Tratamiento alcalino
% de amilosa 270.3 2 con agitacion
mecanica
Almidoén de maiz (73 % Tratamiento alcalino
MAS amilopectina; 27 % 29.5 2 con energia de
amilosa) ultrasonido
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Para evaluar la modificacién superficial de las NPAs con AM se realizé la caracterizacién por
espectroscopia de FTIR-ATR. En la Tabla 5.3 se presenta un resumen de las principales sefales
observadas para cada una de las NPAs modificadas, donde se aprecia que no se presenté un
efecto del tipo de almidén, método de preparacidon o didmetro de las NPAs en la modificacion
superficial de las mismas. En la Figura 5.14 se presenta un ejemplo de la comparacion entre los

espectros de las NPAs antes y después de la modificacion.

Tabla 5.3. Sefiales de FTIR-ATR de los productos obtenidos después de la modificacidon quimica
con AM.

Exp. MA1 MA2 MA3 MA4 MA5
Grupo carbonilo de
maleato en almidon (1721 1719 1716 1720 1722 1714
cm™)
Grupos hidroxilo del
almidén, 3395 cm™ 3327 3372 3350 3347 3348
Enlace C-O anillo anhidro- 1150 1147 1149 1149 1146
glucosa, 1155, 1079, 1024, 1077 1078 1076 1076 1078
a 1022 1022 1022 1022 1022
934 cm 927 933 926 924 924
C-H estiramientos en 2931 2937 sefial
ot 2925 muyN 2923 2916 2935
pequefia
C=C, grupo maleatoy
1645,

presencia de agua
1634,1581 cm™

1580 1621,1577 1633,1573 1633,1575 1630, 1577

En todos los espectros de las NPAs modificadas se observa la aparicion de una banda cercana a
1721 cm™, atribuida a la presencia del grupo carbonilo del maleato injertado en la cadena de
almidén, [116,117], mientras que la sefial cercana a 1581 cm™, se atribuye a los dobles enlaces
C=C del grupo maleato [118]. La sefial cercana a 1634 cm™ corresponde a los estiramientos que se
complementan con la sefial antes mencionada, aunque también podria deberse a trazas de
humedad en el material analizado [116]. La ausencia de la banda en 1857 cm™ correspondiente al
carbonilo del AM demuestra que no existen residuos de este compuesto en las NPAs modificadas

[119].
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Las bandas de absorcidén que aparecen cercanas a 1155, 1079, 1024 y 934 cm™, corresponden a
los estiramientos de los enlaces C—0 del almiddén [10], especificamente los picos en 1079 y 1024
cm™ son caracteristicos del estiramiento del enlace C—O del anillo de anhidro-glucosa [10,15],
indicando que la modificacién quimica ocurrid, principalmente, sobre los grupos —OH reactivos.
La banda extremadamente ancha cercana a 3395 cm™ es atribuida a los enlaces O—H de los

grupos —OH [9]. La banda cercana a 2931 cm™ es caracteristica de los estiramientos C—H del

almidon [120].
S
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Figura 5.14. Espectros de FTIR-ATR de NPAs antes y después de su modificacién con anhidrido
maleico (exp. MA1).

Para corroborar la esterificacion de estas NPAs también se realizd la caracterizacién por
espectroscopia de RMN. En la Tabla 5.4 se presentan las sefiales caracteristicas esperadas, tanto

de "H-RMN como de *C-RMN, para los compuestos involucrados en la reaccidon de modificacién.

Tabla 5.4. Desplazamiento de sefiales de RMN caracteristicas para maleato de almidén,
anhidrido maleico y acido maleico.

Seriales caracteristicas en  Senales caracteristicas en
B3C-RMN (ppm) 'H-RMN (ppm)
Maleato de almidén 166.5, 134.0, 108.0, 84.0, 3.30, 3.73, 3.74, 3.75, 4.41,

Compuesto
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75.0, 73.5, 73.0, 63.5 4.51,5.03, 6.35, 6.31, 11.0
Anhidrido maleico 165.9, 137 7.1
Acido maleico 166, 134 6.37,11.0

En el espectro de 'H-RMN (espectro horizontal de la Figura 5.15) se observa la presencia de
sefiales en el intervalo de 3.0 - 5.5 ppm, las cuales son caracteristicas de la molécula de almidén.
Aunado a esto, también se aprecian nuevas sefiales entre 6.3 y 6.4 ppm que corresponden a los
dobles enlaces (C=C—H) presentes en el maleato de almiddn. Se presenté una sefial fina en 6 ppm
gue podria considerarse como un subproducto de la reaccién ya que el AM a temperatura
ambiente se hidroliza en agua con gran facilidad formando acido maleico, y/o su isomero
geomeétrico (acido fumadrico). Por otra parte, la sefial en 5 ppm es caracteristica del hidrégeno
anomérico, presente en la molécula de glucosa. Esta sefial evidencia que el anillo glucosidico no
sufrié degradacién durante la reaccién de esterificacion con AM. Las sefales con desplazamientos
entre 2.9 y 3.6 ppm corresponden a los hidrégenos de —CH y —CH, alfa a los oxigenos de los

hidroxilos de la glucosa.

En el espectro de *C-RMN (espectro vertical de la Figura 5.15), se observa una sefial en 63 ppm
gue corresponde al Unico carbono (Cs) de —CH, presente en la molécula modificada. Las sefales
entre 73 y 76 ppm corresponden a los carbonos 2, 4 y 5 de la molécula de glucosa. La sefial en 100
ppm corresponde al carbono anomérico (C,). La sefial presente en 166 ppm de espectro de *C-

RMN, demuestra la presencia de carbonilos.
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Figura 5.15. Espectro de "H-RMN correlacionado con el espectro de *C-RMN (HCQC)
para NPAs de almidén modificadas con AM (exp. MA1).

En cuanto a la correlacion de los espectros. La sefial ancha en 5.5 ppm (*H-RMN) con apariencia
de multiplete no presenta correlacién alguna con el espectro de *C-RMN, lo que indica la
presencia de hidrégenos no asociados a carbonos, caracteristicas de los grupos —OH presentes en
la molécula glucosidica, esto nos indica que no todos los —OH presentes en las NPAs reaccionaron
con el AM. La sefial fina con desplazamiento en 6.0 ppm en el espectro de protdn se correlaciona
con un desplazamiento en 138 ppm en el espectro de >C-RMN caracteristico de los carbonos de
doble enlace C=C del AM y sus derivados. Los desplazamientos en 6.2 y 6.4 ppm (‘H-RMN),
corresponden a los dobles enlaces C=C-H, cuya correlacidn es clara con las sefiales multiplete en

134y 136 ppm (*C-RMN).

El estudio de la cantidad de AM injertado sobre la superficie de las NPAs se determind mediante

una relacion de integraciones obtenidas en el espectro de la Figura 5.16. Las sefiales asignadas
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especificamente para los dobles enlaces de la fraccién de AM cuyo desplazamiento se encuentra
entre 6.2 y 6.4 ppm correspondiente a 2 protones. Con respecto a la integracion correspondiente
a los hidrégenos glucosidicos presentes entre 2.9 y 3.6 ppm, los cuales corresponden a 6 protones
de los 7 que posee el anillo glucosidico. La relacion de integracion de cada seiial con respecto del

numero de protones involucrados en la molécula indica que el almiddn tiene un contenido de AM
de 0.18 mol 0 0.09 en peso.

"."J\.l,d-v-h [N P T

T T T
20 15 10 05 ppm
Seale: 0.3396 ppm/em, 169.8 Hz/em

8.0 7.5 ?I.O &5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5

Figura 5.16. Espectro de '"H-RMN del maleato de almidén con relacién de integracién para
determinar el AM injertado en la superficie de las NPAs.

Se realizdé el analisis termogravimétrico de las NPAs modificadas con AM. Los termogramas se
presentan en la Figura 5.17 se observa una ligera disminucion en la temperatura de degradacion
de las nanoparticulas modificadas en comparacion con las NPAs que no fueron modificadas esto
podria deberse a la exitosa sustitucién de los grupos —OH. Simi y cols. [115] mencionan que al
esterificar las NPAs su temperatura de degradacién disminuyo ligeramente, debido a la menor

cantidad de grupos —OH restantes en la molécula después de la sustitucién.
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Figura 5.17. Termogramas de TGA de almidén de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p), NPAs y

NPAs modificadas con anhidrido maleico.

Para determinar los cambios morfoldgicos de las NPAs antes y después de su modificacion con
AM, se hizo una caracterizacion por TEM. Fue notoria la diferencia en el comportamiento de las
particulas desde el momento de la preparacién de las muestras. A la misma concentracién de 5 %
en peso de una dispersidn acuosa; las NPAs sin modificar requerian de un cierto tiempo bajo
agitacion magnética, mientras que las modificadas se dispersaban inmediatamente. Las
dispersiones inicialmente preparadas, se diluyeron hasta llegar a una concentracién de 0.005 % en
peso y se utilizaron para preparar las rejillas antes de su observacién por TEM, que

posteriormente fueron teiiidas con acetato de uranilo.

No fue posible obtener buenas micrografias de las NPAs sin modificar porque no se distinguian
facilmente, en cambio las NPAs modificadas se veian claramente, tal como se muestra en la Figura
5.18. La esterificacidon de los grupos —OH definitivamente incrementé la facilidad para dispersar
las NPAs, lo cual se atribuye a una disminucidn en la formacion de puentes de hidrégeno entre las
particulas y por consecuencia, disminuyé la tendencia de las particulas a formar grandes

aglomerados.
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Figura 5.18. Micrografias de TEM de las NPAs modificadas con anhidrido maleico.

5.2.2. Modificacidn superficial con cloruro de lauroilo (CL)

Con el propésito de obtener NPAs que presentaran mayor afinidad con el ubiquinol (compuesto
hidréfobo), [69,70], se intentd la modificacién quimica de NPAs en un medio basico acuoso
utilizando CL, un acido graso de cadena larga. Para esto, se utilizaron NPAs obtenidas en el

experimento donde se utilizé una dispersion de 5 % en peso de almiddn y 15 min de sonicacién.

De acuerdo a lo ilustrado en el esquema de la Figura 5.19, la sustitucion de los grupos —OH mas
reactivos, conduce a la formacion de macromoléculas constituidas por un esqueleto hidrdfilo al
gue se le unen cadenas laterales hidrofobas. Después de la esterificacidn, podrian quedar algunos

grupos —OH sin reaccionar por el impedimento estérico de los mismos [11].
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Figura 5.19. Esquema que representa la reaccion de esterificacién del almiddn con cloruro de

lauroilo.

Las NPAs modificadas fueron caracterizadas por espectroscopia de FTIR-ATR. Los espectros para
las NPAs antes y después de su modificacién con CL se muestran en la Figura 5.20. La aparicién de
una nueva banda de absorcién en las NPAs modificadas, localizada en 1745 cm™, se atribuye a las
vibraciones del grupo carbonilo (C=0) del éster y se toma como una evidencia de que ocurrié la

reaccion de esterificacion.
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Figura 5.20. Espectros de FTIR-ATR de las NPAs antes y después de la modificacién con
cloruro de lauroilo.
Asi mismo, las sefiales observadas en 2919 cm™y 2857 cm™ para las NPAs modificadas se

atribuyen a los estiramientos de los metilos y metilenos asociados a los sustituyentes del acido

graso [11]. El estiramiento C—H localizado en 2919 cm™ incrementd su intensidad después de la
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modificacion debido al aumento de la longitud de cadena hidrocarbonada. Mientras que la
intensidad de la banda de absorcién localizada en 3340 cm™ atribuida a los estiramientos O—H,
disminuyé después de la reaccidn de esterificacion, esto podria deberse a la sustitucién de grupos

—OH [115].

Al igual que en la modificacion con AM, en este caso también se evalué mediante TGA la
estabilidad térmica de las NPAs antes y después de la esterificacién. Las curvas obtenidas se
muestran en la Figura 5.21. Se puede observar que el proceso de degradacion de los materiales
analizados se llevd a cabo en dos pasos. Primero de 50 a 250°C, el cual se relaciona con la pérdida
de agua (deshidratacién) y la segunda se presentd de 200 a 600°C, asociada a la degradacién del

almidon y sus derivados [12].
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Figura 5.21. Termogramas de TGA de almiddn de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p), NPAs y

NPAs modificadas con cloruro de lauroilo.

Las curvas mostradas indican que la estabilidad térmica de las NPAs que fueron modificadas con
el acido graso aumentd en comparacion con las NPAs que no fueron modificadas esto podria
explicarse ya que después de la modificacién existe una mayor longitud de la cadena
hidrocarbonada que ocasiono el aumento en la estabilidad térmica de las NPAs modificadas [115].

Sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos para las NPAs modificadas con AM,
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se esperaba una disminucién de la estabilidad térmica por sustitucidon de grupos —OH. Aunque en

este caso el CL se encuentra bloqueando a estos grupos debido a su naturaleza hidréfoba.

Las NPAs modificadas con CL también se caracterizaron por TEM. En la Figura 5.22 se presentan
las micrografias obtenidas. Estas particulas no se dispersaban con facilidad en agua, en
comparacién con las que fueron modificadas con AM. En este caso se disminuyé la capacidad de
las particulas para formar puentes de hidrogeno y aglomerarse, pero también se les confirid cierto
caracter hidrofobo que afectd su dispersabilidad en el agua, aunque esto nos evidencia que la
esterificaciéon para unir cadenas hidréfobas a la cadena hidréfila de las NPAs se llevé a cabo.
Namazi y cols. [12] evaluaron mediante TEM los cambios morfolégicos de nanocristales de
almidén antes y después de su modificacién superficial con diferentes acidos grasos (acido
octandico, acido nonandico y acido decandico), mencionan que después de la modificacion
pareciera que el tamafio de los nanocristales aumentd ligeramente en comparaciéon con los
nanocristales no modificados, en el presente estudio no fue posible realizar esta comparacion ya
gue no fue posible obtener una micrografia de las NPAs antes de la modificacion quimica. Sin

embargo, la morfologia de las nanocristales es muy similar al de las NPAs aqui sintetizadas.

Figura 5.22. Micrografias de TEM de las NPAs modificadas con cloruro de lauroilo.
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5.2.3. Pasivacion con polietilenglicol (PEG)

Con el propdsito de aumentar la estabilidad de las NPAs, mediante la disminucién de su energia
superficial se realizé la pasivacion de la superficie de las NPAs utilizando PEG. Este, es un polimero
gue presenta una parte polar y la otra no polar, lo cual le permite actuar como tensoactivo para
disminuir la energia superficial de las NPAs [68]. Se utilizaron las NPAs obtenidas en el

experimento donde se utilizé una dispersién de 5 % en peso de almiddén y 15 min de sonicacién.

Basados en el esquema que se presenta en la Figura 5.23, se esperaria que durante la pasivacién
de las NPAs ocurriera la formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos —OH del almiddén y

del PEG [121]. Aunque no se han encontrado reportes sobre la pasivacion de NPAs utilizando PEG,
esta se ha llevado a cabo en nanocristales de celulosa.
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Figura 5.23. Esquema de la pasivacion superficial de nanocristales de celulosa con
PEG.

También en este caso se hizo la caracterizacién quimica por espectroscopia de FTIR-ATR. En la
Figura 5.24 se muestran los espectros de las NPAs antes y después de la pasivacion con PEG. El
aumento en la intensidad de la sefial cercana a 2900 cm™ para las NPAs modificadas
superficialmente se atribuye a un incremento de los estiramientos C—H. Asi mismo, se observa

que en la regién de huella dactilar se conservan las sefiales en 964, 1024, 1100 y 1149 cm™

los estiramientos C—O, donde 1100 y 1024 cm™ corresponden
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especificamente al estiramiento C—O del anillo de anhidroglucosa. Al tratarse de una modificacion

superficial fisica no hay probabilidad de una apertura de anillo de la molécula [7].

Considerando que antes del secado por liofilizacion se hicieron lavados de las NPAs para asegurar
la eliminacion del PEG libre, en el espectro de IR de las NPAs modificadas superficialmente es
evidente la aparicién de bandas en 1469, 1341, 1280, 1243, 824 cm™ las cuales son bandas
caracteristicas del PEG, como se observa en el espectro donde se evalué el PEG sdlo. Esto nos

evidencia la presencia de cadenas PEG unidas fisicamente a las NPAs.
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Figura 5.24. Espectros de FTIR-ATR de las NPAs y de las NPAs pasivadas con PEG.

La estabilidad térmica de las NPAs compatibilizadas con PEG, también se evalué por TGA. Los
termogramas se presentan en la Figura 5.25. Se observa que después de la pasivacion la
estabilidad térmica de las NPAs aumentd. Esto se podria explicar ya que el PEG presenta una alta
estabilidad térmica y al estar unido a la superficie de las NPAs, ocasiona que se aumente su

estabilidad.
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Figura 5.25. Termogramas de TGA de almiddn de maiz (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p), NPAs,
NPAs compatibilizadas con polietilenglicol y polietilenglicol solo.

Las micrografias de las NPAs que fueron modificadas superficialmente con PEG, se muestran en la
Figura 5.26. En este caso se observa una morfologia diferente en comparacidn con las NPAs que
fueron esterificadas. Las NPAs pasivadas presentaron una buena dispersabilidad en agua, similar a
la observada para las NPAs modificadas con AM. Sin embargo, al llevar a cabo el estudio de
microscopia por TEM, se observd que las NPAs aun presentan una tendencia a formar
aglomerados, pero se distinguen mucho mejor que las NPAs donde no se llevé a cabo la
pasivacion, ya que en estas Ultimas ni siquiera fue posible la obtencién de una micrografia por

TEM, debido a que se observaban como grandes aglomerados.
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Figura 5.26. Micrografias de TEM de las NPAs pasivadas con polietilenglicol.

5.3.

Reduccion quimica de la ubiquinona

El ubiquinol empleado en el cargado de las NPAs modificadas se obtuvo mediante la reduccién

guimica del grupo carbonilo (C=0) presente en la ubiquinona, utilizando borohidruro de sodio

(NaBH,;) como agente reductor [109]. Las reacciones se llevaron a cabo en un sistema co-

solubilizado utilizando éter dietilico como disolvente [122], ademas de metanol o etanol como co-

solvente. En todos los experimentos se agregd un exceso de NaBH, con respecto a la ubiquinona

(la relacién molar empleada fue de 1:5). En la Tabla 5.5 se muestra la informacién de los

experimentos realizados para la reduccion, se observa que el rendimiento de la reaccidon

incrementd cuando se dejo la reaccidon por un mayor tiempo, se determind que no hubo un claro

efecto del tipo de co-solvente sobre el rendimiento de la reaccién ya que fue muy similar.

Tabla 5.5. Reacciones de reduccién de CoQ;o con borohidruro de sodio.

Exp. Disolvente/alcohol Tiempo de reaccién (h) Rendimiento (%)
El  Fter dietilico/metanol 1 82
E2  Eter dietilico/metanol 2 91
E3  Eter dietilico/metanol 3 95
E4 3 93

Eter dietilico/etanol
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Para determinar si la reaccion de reduccion se llevdo a cabo de manera exitosa, se hizo una
caracterizaciéon por FT-IR de la ubiquinona utilizada y del producto obtenido después de la
reaccién de reduccion. En la Figura 5.27 se muestran los espectros obtenidos. Para el espectro del
producto de reaccidn se observa una sefial en 3471 cm™ la cual es atribuida a grupos —OH no
asociados, la cual no aparece en el espectro de la ubiquinona. La sefial de —OH no asociados
presentes en el ubiquinol es atribuida a la cadena hidrocarbonada larga que evita la asociacién
intra e intermolecular de la hidroquinona. También se observan las bandas de alargamiento de

doble enlace en 1610 cm™, pero estas son caracteristicas para ambos compuestos.

Transmitancia (%)

—~CoQl0 ——CoQ10-H2

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 5.27. Espectro de FT-IR de la ubiquinona y del producto obtenido después de la
reaccion de reduccién con borohidruro de sodio.

Con la finalidad de tener un andlisis mas detallado también se llevé a cabo la caracterizacién por
espectroscopia de 'H-RMN y *C-RMN para ambos compuestos. En la Figura 5.28 se muestra el
espectro de "H-RMN de la ubiquinona, donde se observa un desplazamiento quimico en 5.28 ppm
correspondiente a la resonancia de los hidrégenos vinilicos. Mientras que el desplazamiento en
4.95 ppm es atribuido al protdn localizado al final de la cadena. Para el caso de los protones de los
grupos metoxidos se presentd un desplazamiento en 4.0 ppm y se puede observar que estos
grupos no son equivalentes ya que tienen diferente ambiente magnético. La resonancia del

metileno de la primera unidad isoprénica que se encuentra unido al ciclo de la benzofenona tiene
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un desplazamiento en 3.25 ppm, mientras que los metilos y metilenos con hibridaciones sp*

presentan su resonancia en el intervalo de 2.30 ppm a 1 ppm.

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 5.28. Espectro "H-RMN 500 MHz en CDCls, de la ubiquinona.

También se obtuvo el espectro de ‘H-RMN del producto obtenido después de la reaccién de
reduccidn (E3), los resultados se muestran en la Figura 5.30. En primer lugar se observa que la
resonancia de los hidrégenos unidos al anillo bencénico aparecen en 5.29 ppm e integran para
dos hidrégenos. Otro cambio importante es que se eliminan las diferencias estructurales en el
ciclo de 6 miembros, lo cual ocasiona que los grupos metodxidos sean equivalentes y por lo tanto

aparece una sola sefial en 3.85 ppm.
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Figura 5.29. Espectro "H-RMN 500 MHz en CDCl;, del producto obtenido de la reaccién
de reduccién de CoQ;, con borohidruro de sodio.

Los resultados de la caracterizacién realizada por C-RMN de las muestras se presentan a
continuacién. En el espectro de la Figura 5.30, se muestra el resultado de la caracterizacién
espectroscépica de la ubiquinona. Donde se observa la presencia de dos resonancias en 184.3 y
183.5 ppm que corresponden a los carbonilos del anillo de la benzoquinona, la presencia de estos
dos grupos carbonilo implica una diferencia en ambiente magnético en la estructura de la

ubiquinona.
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Figura 5.30. Espectro *C-RMN 125 MHz en CDCls, de la ubiquinona.

Ademas, se adquirid el espectro del producto obtenido después de la reaccién de reduccién de la
ubiquinona (exp. E3), este, se muestra en la Figura 5.31, donde es muy evidente la ausencia de las
sefiales en 183 y 184 correspondientes al grupo carbonilo, las cuales si se presentan en la

ubiquinona, pero después de la reaccién de reduccién desaparecieron.
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Figura 5.31. Espectro *C-RMN 15 MHz en CDCls, del producto obtenido de la reaccion
de reduccién de CoQ;, con borohidruro de sodio.

Todas las evidencias espectrales obtenidas tanto por FT-IR, *H-RMN y “C-RMN, corroboran la
presencia del ubiquinol después de la reaccidn de reduccién con borohidruro de sodio. Por lo que
se continud con la reaccién de cargado con ubiquinol de las NPAs modificadas superficialmente

con AM, CLy PEG. Los resultados se muestran en el siguiente apartado.

5.4. Evaluacion de las NPAs como portadoras de ubiquinol

Para llevar a cabo las pruebas de cargado con ubiquinol se siguié la metodologia propuesta por
Pang y cols. [15]. En la Tabla 5.6 se presentan las condiciones de reaccién utilizadas para el
cargado con ubiquinol de las NPAs modificadas con AM. Para el exp. C1 se trabajo en un sistema
con reflujo a presién atmosférica y las NPAs se dispersaron en una solucién etanol/agua con
relacion 40/60 (v/v). Se tomaron muestras a diferentes tiempos de cargado para determinar la
cantidad de ubiquinol que se habia cargado a las NPAs. Sin embargo, en todos los casos se
observd que habia un precipitado amarillo que sugeria la oxidacién del ubiquinol para formar

ubiquinona.
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Para evitar la oxidacidn del ubiquinol se hicieron dos nuevos experimentos, pero esta vez en
atmosfera inerte. En el experimento C2 se eliminé el agua y se trabajé con etanol al que se
adiciond vitamina E como un protector de la oxidacién del ubiquinol [75]. En el experimento C3 se

utilizé limoneno en lugar de etanol.

Tabla 5.6. Experimentos realizados para el cargado con ubiquinol de NPAs modificadas con AM.

Condiciones de reaccidn para el cargado

Exp. Tipo de almiddn L.
con ubiquinol

Almidon de maiz (amilopectina/amilosa;

C1 Sistema abierto etanol/agua 55°C; 20h
73/27; p/p)
o Atmdsfera inerte etanol/vitamina E 55°C;
Cc2 Almidon soluble
20h
c3 Almiddn soluble Atmoésfera inerte limoneno 55°C; 20h

Cuando se trabajé con la mezcla etanol/agua se utilizé un sistema co-solubilizado con lo que se
obtenia una mezcla homogénea (transparente), ya que las NPAs son insolubles en etanol pero
solubles en agua. Durante el cargado de las NPAs en etanol o limoneno, no se obtuvo una
solucion homogénea y desde el principio de la reaccidon se observaba un precipitado blanco que se
mantenia disperso con ayuda de agitacién magnética. La heterogeneidad de las muestras no

permitio detectar la presencia del precipitado generado por la oxidacién del ubiquinol.

En la Figura 5.32 se presentan los espectros de UV-visible obtenidos para los experimentos
descritos anteriormente. Para efecto de comparacion, antes del proceso de cargado, se analizaron
las NPAs utilizadas en el experimento C1. Estas particulas presentaron un pico de absorcion
maxima entre 230 nm. Este resultado coincide con lo reportado por Tay y cols. [9] para el almidén
maleatado, quienes encontraron un pico en 250 nm vy lo atribuyen a las transiciones n-n* de los

grupos insaturados del maleato.

En las muestras donde se llevd a cabo la reaccidon de cargado, se observa que la intensidad
maxima encontrada en este rango de longitud de onda, es menor, lo cual nos haria pensar que
algunos de los grupos insaturados del maleato formaron puentes de hidrégeno con el ubiquinol
Pang y cols. [15]. Sin embargo, no se observa ningln pico de absorcidn maxima en 290 nm que es

la longitud de onda reportada para el ubiquinol [123] o bien en 275 nm correspondiente a su
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forma oxidada (CoQyo) [124]. Esto pudiera ser atribuido a un error en la técnica de caracterizacion
empleada, ya que las muestras se corrieron en agua ultrapura y el ubiquinol no puede ser

solubilizado en este medio
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Figura 5.32. Caracterizacidn por UV-visible de NPAs-AM (C1) y cargadas
con ubiquinol.

Para complementar el estudio de caracterizacion por UV-visible, se corrieron muestras de
ubiquinona y ubiquinol utilizando ciclohexano como disolvente. Los espectros que se muestran en
la Figura 5.33 indican que la solucion de ubiquinol mostré un pico de absorcidn en la misma
longitud de onda que la molécula oxidada (CoQj,). Estos resultados evidencian la inestabilidad del
ubiquinol ya que se oxida rapidamente para dar lugar a la formacidn de la CoQg. Basados en estos
resultados fue necesario hacer un replanteamiento del procedimiento a seguir en el cargado de
las NPAs, ya que si las moléculas de ubiquinol se encuentran ya oxidadas al ponerse en contacto
con las NPAs modificadas, no podra haber la interacciéon para la formacion de los puentes de

hidrégeno.
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Figura 5.33. Caracterizacion por UV-visible de la ubiquinona y ubiquinol utilizando
ciclohexano como disolvente.

Se realizaron nuevos experimentos de cargado de ubiquinol en las NPAs-AM y en este caso
también se incluyeron las NPAs modificadas superficialmente con CL y PEG. Para distinguir mejor
el comportamiento que tendria el ubiquinol en caso de que se oxidard durante la reaccién de
cargado, se hizo un experimento utilizando la CoQyo. En todos los experimentos de cargado se

trabajé en atmdsfera inerte y se protegio de la luz a la mezcla de reaccidn (Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Experimentos realizados para el cargado con ubiquinol de NPAs modificadas
superficialmente con AM, CLy PEG.

Condiciones de reaccion para

Exp. Tipo de almiddén L.

el cargado con ubiquinol

NPAs-AM Almidon de maiz Atmdsfera inerte, etanol
(ubiquinona) (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p) 25°C; 20h

NPAs-AM Almidon de maiz Atmadsfera inerte, etanol
(ubiquinol) (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p) 25°C; 20h

NPAs-CL Almidon de maiz Atmadsfera inerte, etanol
(ubiquinol) (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p) 25°C; 20h

NPAs-PEG Almidon de maiz Atmosfera inerte, etanol
(ubiquinol) (amilopectina/amilosa; 73/27; p/p) 25°C; 20h
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A continuacién se ilustran los experimentos realizados que nos permitieron evaluar la estabilidad
del ubiquinol antes y después de la reaccién de cargado (Figura 5.34). En primer lugar se observa
que el color de la soluciones (antes del cargado) y de las dispersiones (después del cargado) tanto
para el compuesto oxidado (ubiquinona) y reducido (ubiquinol) es diferente. Por lo que se asume
que el ubiquinol permanecié estable antes y durante la reaccién de cargado bajo las condiciones
utilizadas. Esto, se pudo comprobar mediante cromatografia de capa fina, donde se determiné
gue las muestras presentaron un comportamiento diferente utilizando la misma mezcla de
solventes. Por lo que se corrobord que no se trata de la misma sustancia por lo que se logré

trabajar con el ubiquinol sin que este se oxidara a ubiquinona.

Ubiquinona Ubiquinol

NPAs-AM NPAs-AM
(Ubiquinona) (Ubiauinol)
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Figura 5.34. Evaluacion de la estabilidad del ubiquinol mediante la comparacidn del
color de las soluciones obtenidas antes y después del cargado con ubiquinonay
ubiquinol en solucién etandlica.

Con la finalidad de evidenciar el cargado de las NPAs con ubiquinol, estas se lavaron con etanol y
se secaron para su posterior caracterizacion. En la Figura 5.35, se presentan los espectros
obtenidos por FTIR-ATR. En ambos espectros, se observan las sefiales caracteristicas para el
almiddn, ademas de la aparicicdn de una nueva sefal cercana a 2842 cm™, la cual es caracteristica
del ubiquinol y ubiquinona (Figura 5.27) y es atribuida a los estiramientos de metilos y metilenos
presentes en estas moléculas. Asi mismo, se observé la presencia de la sefial en 1716 cm™,
correspondiente al grupo carbonilo del maleato de almiddn, esto se podria atribuirse a que no
todos las esterificaciones formadas en la reaccion de modificacidn lograron unirse al ubiquinol o

bien a que se elimino el ubiquinol con los lavados realizados.
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Figura 5.35. Espectro de FTIR-ATR de las NPAs- AM, que fueron cargadas con
ubiquinona y ubiquinol.
Para verificar estos resultados, se realizd una caracterizacion por TEM de las NPAs obtenidas en
ambos experimentos. Las micrografias se presentan en la Figura 5.36, en este caso sélo fue
posible la observacion de las muestras donde se realizé el cargado con ubiquinol. Para el caso de

las NPAs-AM donde se trabajo con ubiquinona no se pudieron distinguir claramente, aun cuando
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se trabajé bajo las mismas condiciones para la preparacidn de la muestra. En la micrografia
obtenida para las NPAs donde se cargd ubiquinol, se observan particulas individuales con un
nucleo bien diferenciado por un color mds oscuro y una coraza de un color mds claro, lo cual
podria tratarse del ubiquinol adherido a la superficie de las NPAs, que por impedimento estérico
ocasiona que las NPAs se encuentren separadas unas de otras. Ademas, se observan como NPAs

esféricas, con tamafio menor de 50 nm.
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Figura 5.36. Micrografia de TEM, obtenida para NPAs-AM cargadas con ubiquinona (A) y ubiquinol
(B).

De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente, Naggara y cols. [125] reportan
micrografias de TEM para evidenciar el cargado de diclofenaco sddico en NPAs preparadas por la
técnica de nanoprecipitacién y entrecruzadas con tripolifosfato de sodio. Los autores mencionan
gue las micrografias obtenidas presentan una coloracidn mds oscura cuando la concentracién del
farmaco es mayor. No obstante, bajo estas condiciones (mayor concentracién de farmaco)
obtienen particulas con Dp mayor y con aglomerados. Es importante mencionar que en el estudio
de Naggara y cols., el diclofenaco sddico se encontraba encapsulado en las NPAs entrecruzadas y
no en la superficie como en este caso. Aun asi, los autores reportan un el Dp menor de 80 nm

para todos sus experimentos de cargado.

Después de comprobar que el ubiquinol no se habia oxidado, y que ademas se encontraba

adherido en la superficie de las NPAs modificadas con AM. También se realizaron experimentos
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de cargado de las NPAs que fueron modificadas superficialmente con CL y PEG. En la Figura 5.37
se muestran las reacciones de cargado con ubiquinol de los tres tipos de NPAs que fueron
modificadas. En los tres casos el color de las muestras es diferente. En primer lugar se observa
gue en ninguna de las reacciones la mezcla es homogénea, ya que las NPAs se observaron cémo
precipitados una vez que se elimind la agitacion magnética. Sin embargo, la reaccién menos
estable fue la de las particulas que estaban modificadas con CL, ya que a diferencia de las otras
dos reacciones pareciera que el ubiquinol quedo completamente separado en la parte superior

del tubo de reaccion.

NPAs-AM NPAs-CL NPAs-PEG

Figura 5.37. Imagen de las reacciones de cargado de las NPAs esterificadas con AM y
CL, asi como las compatibilizadas con PEG.

También para los productos de estos experimentos se realizd la caracterizacion por FTIR-ATR, los
resultados se muestran en la Figura 5.38. Para el caso de las NPAs modificadas con CL, se
observan resultados similares que los encontrados en el caso anterior (NPAs modificadas con AM)
en este caso se observd la presencia de una sefial en 1718 cm™ correspondiente al grupo
carbonilo (C=0), esto se podria atribuirse a que no todos los grupos esteres formados en la
reaccion de modificacidn con CL lograron unirse al ubiquinol o bien a que se elimino el ubiquinol
con los lavados realizados como sucedié para el AM. La apariciéon de una banda en 2871 cm™, la
cual es caracteristica del ubiquinol y ubiquinona (Figura 5.27) y es atribuida a los estiramientos de

metilos y metilenos presentes en estas moléculas.
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Figura 5.38. Espectro de FTIR-ATR de las NPAs modificadas superficialmente con AM,
CLy PEG que fueron cargadas con ubiquinol.

El analisis visual del comportamiento de las muestras durante la reaccién de cargado nos permite
concluir que el ubiquinol es estable en las condiciones de cargado utilizadas y que existe una clara
diferencia en el color de la muestra de NPAs modificadas con AM y cargadas con ubiquinol,
cuando se compara con el mismo tipo de particulas cargadas con ubiquinona, asi como cuando se
compara con las otras particulas modificadas, ya que en estos casos la solucién se tornaba de un

color naranja y las NPAs en el precipitado se veian de color blanco.
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VI. CONCLUSIONES

Se hizo un estudio comparativo para determinar la factibilidad del uso de energia ultrasénica en
sustitucion de agitacion mecdnica para la preparacién de NPAs a partir de una dispersién de
almiddn en una solucién alcalina y se comprobd que la sonicacién reduce considerablemente el

tiempo de preparacion, asi como el tamafio de las NPAs obtenidas.

Se hizo un estudio para determinar el efecto de la concentracién de almiddn en solucién alcalina
(1, 5y 10 % en peso) y tiempos de sonicacion (5, 10 y 15 min). El tiempo de sonicacion utilizado
presentd un efecto inverso sobre el Dp, a excepcidon del tiempo de sonicacion de 15 min para las
concentraciones de almidén de 5y 10 % en peso, esto se debe a que las NPAs tienen un tamafio
tan pequefio que soy muy inestables, ademas, la cercania con otras particulas igualmente

inestables, favorecio su coalescencia.

La modificacién superficial de las NPAs con AM, CL y PEG fue exitosa en todos los casos. La
solubilidad en agua de las NPAs modificadas con AM y PEG incrementd, lo cual se atribuye a una
disminucién en la tendencia a formar aglomerados por la formacién de puentes de hidrégeno. En
el caso de las NPAs con CL, la solubilidad en el agua disminuyd por el incremento en la

hidrofobicidad de las mismas.

El empleo de borohidruro de sodio como agente reductor, asi como éter dietilico y alcoholes de
bajo peso molecular como disolventes, conduce a la reduccién de la ubiquinona con altos
rendimientos. Al tratarse de un compuesto con un alto poder antioxidante, el ubiquinol obtenido
es altamente inestable y se oxida rdpidamente si no se mantiene en condiciones de atmdsfera

inerte y fotoproteccion.

Resultados cualitativos indican que las NPAs modificadas con AM son la opcién mas viable para
lograr la interaccién entre las moléculas de ubiquinol sobre las NPAs, obteniéndose por
micrografias de TEM evidencias de la obtenciéon de NPAs cargadas con ubiquinol con Dp menor a

50 nm.
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