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Resumen

La encapsulacién es el proceso fisico de atrapar una sustancia (activo) dentro de otra sustancia se-
cundaria (encapsulante) para formar pequenas particulas que pueden liberar su contenido a velocidad
controlada en condiciones especificas. En la industria alimentaria, este proceso tiene particular utili-
dad en la proteccién y vehiculizacién de compuestos activos (probidticos, vitaminas, aceites esenciales,
etc.) que son incluidos en las formulaciones de los alimentos, pero que son susceptibles a degradarse en
las condiciones normales de manufactura de los alimentos y en las condiciones del tracto gastrointes-
tinal. Por lo tanto, la encapsulaciéon adecuada del activo podria prevenir su degradacién, aumentando
su estabilidad y biodisponibilidad y asegurando su liberacién en forma controlada, en el momento y
sitio adecuado. En este sentido, el modelado matematico de la cinética de liberacién controlada podria
ser una herramienta importante durante el desarrollo y/u optimizacién de los sistemas de encapsula-
cién, ya que permitiria disminuir el nimero de experimentos necesarios y optimizar el tiempo y los
costos. El objetivo general de esta Tesis fue estudiar los fendmenos de transferencia de materia de
componentes activos de interés para la industria de alimentaria tanto para su proteccién como para
su vehiculizacién. Para tal fin, se describieron los principales fenémenos de transferencia asociados al
proceso de liberacién de activos encapsulados: difusién, erosién e hinchamiento. En primera instancia,
estos fendmenos se estudiaron a través de modelos sencillos desarrollados para predecir la liberacién
controlada de farmacos aplicados en un sistema de encapsulacion alimentario modelo. Luego, se desa-
rrollé y validé un modelo matematico mecanistico para predecir la cinética de liberacion de un activo
alimentario encapsulado en una matriz alimentaria considerando condiciones gastrointestinales huma-
nas bajo difusién molecular del activo y la solucién circundante, la disolucién del activo no disuelto,
las tensiones y la erosion de la matriz. Se obtuvieron pardmetros adimensionales caracteristicos rela-
cionados con cada mecanismo considerado. La validaciéon del modelo desarrollado fue complementada
con la determinacion experimental de los parametros necesarios para caracterizar a la matriz encap-
sulante y a los fenémenos de transporte asociados a la cinética de liberacién. Finalmente, se analizo
el comportamiento de un sistema de encapsulacién a través de un analisis de sensibilidad del modelo
desarrollado considerando como variables de entrada a los pardmetros adimensionales caracteristicos
de los mecanismos considerados. Los resultados obtenidos permitieron identificar y estudiar el efecto
de los principales fenémenos de transferencia asociados al proceso de liberacién de un activo encapsu-
lado. Se considera que el enfoque propuesto en esta Tesis sera de utilidad para el disenio de sistemas

de encapsulacion de interés para la industria alimentaria.
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CAPITULO 1

Introduccion y objetivos

Resumen. En el presente capitulo, se presentaron algunos elementos relacionados con los
sistemas de encapsulacién alimentarios y el modelado matematico de la cinética de libera-
cién de activos encapsulados. Se definié a la encapsulacién, se destacé su importancia en la
industria alimentaria, se describieron algunas de las técnicas de encapsulacion mas emplea-
das, se mencionaron las principales caracteristicas que debe reunir un material encapsulan-
te seguin el componente activo que se pretenda encapsular y se presenté una clasificacion
de los sistemas de encapsulacién segin su arquitectura. Ademads, se definié la liberacion
controlada de activos encapsulados, se presentd la utilidad de los modelos matematicos
para describir su cinética, se describieron los principales mecanismos de liberaciéon que
pueden estar involucrados en el proceso de liberacion de activos y se presentaron algunos
modelos disponibles en la literatura para describir la cinética de liberacion controlada de
farmacos, debido a la similitud de estos sistemas con los sistemas de encapsulacién alimen-

tarios. Finalmente, se presentaron los objetivos general y especificos de la presente Tesis.

1.1. Encapsulacion

La encapsulacion se puede definir como el proceso fisico de atrapar una sustancia liquida, sélida
o gaseosa dentro de otra sustancia secundaria para formar pequenas particulas que pueden liberar
su contenido a velocidad controlada en condiciones especificas. El tamafio de las particulas puede ir
desde un par de nanémetros (nanocapsulas) a un par de milimetros (microcédpsulas) y pueden tener
diferentes formas, dependiendo de los materiales y métodos usados para prepararlas. La sustancia que
es encapsulada normalmente es llamada activo, nticleo, fase interna, encapsulado o relleno. El material
que envuelve al compuesto activo es cominmente denominado encapsulante, revestimiento, material
de pared, fase externa, fase soporte o membrana (Jackson y Lee, 1991; McClements, 2015; Sobel et al.,
2014; Zuidam y Nedovic, 2010).

La versatilidad de la tecnologia de encapsulacién permite su empleo en distintas industrias, tales
como la farmacéutica, quimica, veterinaria, electrénica, textil, cosmética, alimentaria y agricola, entre
otras (Augustin y Sanguansri, 2015). Los principales objetivos que persigue son prevenir la degradacién
del compuesto encapsulado, controlar su transporte y liberacién, aumentar su estabilidad y convertir

liquidos en particulas sélidas para facilitar su manipulacién (Risch et al., 1995).
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1.2. Encapsulacion de ingredientes en la industria alimentaria

A pesar de estar bien desarrollada dentro de la industria farmacéutica, quimica y cosmética, la en-
capsulacién es una tecnologia relativamente nueva en la industria alimentaria (Augustin y Sanguansri,
2015). En este sentido, la aplicacién de esta tecnologia en el procesamiento de alimentos incluye el
recubrimiento tanto de pequenas moléculas (acidulantes, grasas, flavors, etc.) como de ingredientes de
gran tamario (pasas, nueces y otros productos de confiterfa) (Desai y Park, 2005).

Particularmente en la industria de alimentos, inicialmente la encapsulacién se usé para producir
compuestos del flavor en forma seca y brindarles proteccion de los factores ambientales (Risch et al.,
1995). Actualmente, se utiliza para alcanzar ciertos objetivos tecnolégicos y de calidad, tales como
enmascarar sabores, olores y colores desagradables, prevenir interacciones y reacciones indeseables
entre distintos componentes del alimento, reducir la volatilidad de compuestos de interés e incorporar
ingredientes activos dentro de matrices alimentarias sin afectar los atributos de calidad del alimento,
entre otros (McClements, 2015). Asimismo, la tendencia de los tltimos anos hacia un estilo de vida
mas saludable, llevé a que los consumidores se preocuparan mas sobre los alimentos que ingieren,
asi como también que tomen conocimiento sobre los beneficios que tienen ciertos ingredientes sobre
la salud y la prevencién de enfermedades (Flores y Kong, 2017). Esto ha resultado en el desarrollo
de nuevos alimentos que incluyen compuestos bioactivos (probidticos, vitaminas, aceites esenciales,
etc.) en su formulacion. Sin embargo, estos compuestos suelen ser sensibles a las condiciones normales
de elaboracién, almacenamiento y transporte de los alimentos, asi como también a las condiciones
del tracto gastrointestinal. En este sentido, la encapsulacion adecuada del compuesto activo podria
prevenir su degradacién, aumentando su estabilidad y biodisponibilidad y asegurando su liberacién en
forma controlada, en el momento y sitio adecuado (Delshadi et al., 2020).

A pesar de brindar muchos beneficios desde el punto de vista tecnolégico y de calidad de los
alimentos, el proceso de encapsulacién presenta las desventajas de aumentar los costos y la complejidad
de los procesos de produccién tradicionales. Ademds, se presenta como nuevo desafio obtener un
alimento rico, saludable y conveniente que se mantenga estable hasta llegar al consumidor (Zuidam y

Nedovic, 2010).

1.2.1. Técnicas de encapsulacion de activos alimentarios

Existen muchas técnicas para encapsular ingredientes alimentarios. Su selecciéon depende de la
sensibilidad del activo, del tamano deseado del sistema de encapsulacién, de las propiedades fisicas y
quimicas tanto del activo como del material encapsulante, la aplicacién del material encapsulado y el
mecanismo de liberaciéon. Ademds, particularmente en la industria de alimentos, el costo resulta ser

un punto critico en la seleccién tanto de la técnica de encapsulaciéon como del material encapsulante
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(Desai y Park, 2005).

Dentro de las técnicas de encapsulacion se pueden diferenciar los métodos fisicos, los métodos
quimicos y una combinacién de ambos. En la Tabla 1.1, se muestran las principales técnicas de en-
capsulacion. Los métodos fisicos de encapsulacién incluyen secado spray, spray-chilling, spray-cooling,
recubrimiento en lecho fluidizado, liofilizacién y extrusion. Un método quimico utilizado para en-
capsular ingredientes alimentarios es la polimerizacion interfacial. Las técnicas de encapsulaciéon que
involucran métodos fisicos y quimicos incluyen la coacervacion y atrapamiento en liposomas (Jackson
y Lee, 1991). Los métodos fisicos tienen la ventaja de ser facilmente escalables y permitir la produccién
de grandes cantidades de particulas del tipo matricial y con larga vida ttil. Sin embargo, requieren
altas tensiones de corte o altas temperaturas que limitan su aplicacién en compuestos muy labiles

(Gonnet et al., 2010).

Tabla 1.1. Principales técnicas de encapsulacién.

Método Técnica

Secado spray
Spray-chilling y spray-cooling

Fisico Recubrimiento en lecho fluidizado
Liofilizacién
Extrusiéon

Quimico Polimerizacion interfacial
Coacervacion

Fisico quimico
Atrapamiento en liposomas

1.2.1.1. Secado spray

El secado spray es la técnica de encapsulacién mas usada en la industria de los alimentos por ser
econdmica, simple, flexible, adapatable a los equipos de procesamiento mas comunes y porque produce
particulas de activos alimentarios estables y de buena calidad (Desai y Park, 2005). En general, la
técnica consiste en homogeneizar una solucién o dispersiéon de cierta relacién activo/encapsulante,
atomizarla a alta velocidad en finas gotas de 10 — 15 pum y secar las gotas generadas por contacto con
una corriente de aire caliente, cuya temperatura de entrada suele estar entre 150 — 200 °C (Arepally
et al., 2020; Desai y Park, 2005; Gonnet et al., 2010).

En general, la alimentacion es formulada en base acuosa, lo que limita el nimero de materiales
encapsulantes disponibles. Los materiales encapsulantes tipicos son maltodextrinas, goma ardbiga,

almidon modificado hidrofébicamente y mezclas de estos compuestos. En cuanto al secado propiamente
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dicho, la alimentacién y la corriente de aire caliente pueden operar en co-corriente o en contracorriente.
El secado en co-corriente, cuando el aire de secado fluye en la misma direccién que la alimentacion,
provee la ventaja de que el polvo seco es expuesto a temperaturas moderadas (50 — 80 °C). Esta
configuracién es apta para la encapsulacién de compuestos sensibles al calor, como nutracéuticos,
probidticos, flavors, enzimas y péptidos (Abdul Mudalip et al., 2021).

Esta tecnologia permite controlar el tamano, la forma y la morfologia de las particulas obtenidas
por optimizacién de los pardmetros del proceso y de la formulacién de la solucién de alimentacion. Asi,
se pueden obtener varios tipos de particulas, como nicleo-carcaza, irregular, multipared, multintcleo
o compuestas (Arpagaus et al., 2018).

En la Fig. 1.1, se listan las principales ventajas y desventajas del secado spray como método de

encapsulacion.

Secado
spray @’

Ventajas Desventajas
v’ Répida conversion de X Baja produccién de
liquido en polvo. secado.
v’ Bajo riesgo de X Se deben optimizar los
degradacion térmica. parametros de secado
v' Alta eficiencia y la alimentacion.
térmica. X No se pueden obtener
v' Facilmente escalable. nanoparticulas.

v" Econdmico.

Figura 1.1. Ventajas y desventajas del secado spray como técnica de encapsulacién.

1.2.1.2. Spray-chilling y spray-cooling

Los procesos de encapsulaciéon de activos spray-chilling y spray-cooling son similares al proceso de
encapsulacién mediante secado spray. Las tres técnicas involucran la formacién de una dispersion/-
disolucién con el activo y el material encapsulante, su atomizacién y posterior endurecimiento de las
gotas generadas. La principal diferencia radica en que el spray-chilling y el spray-cooling no involu-
cran una evaporacion de agua después de la atomizacion de la alimentacién, sino que la solidificacion
de las particulas se produce por el contacto de las gotas generadas con aire frio, a una temperatura
menor que el punto de fusién o de gelificacién del material encapsulante (Zuidam y Nedovic, 2010). La

diferencia entre spray-chilling y spray-cooling se halla en el punto de fusién o gelificaciéon del material
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encapsulante utilizado. En el primer caso, el punto de fusién o gelificacién del material encapsulante
se encuentra en el rango de 34 — 42 °C, mientras que para spray-cooling las temperaturas son mayores
(Nedovic et al., 2011).

El activo encapsulado puede ser liquido o sélido, y miscible o inmiscible con el material encapsulante.
En cuanto al material encapsulante, su seleccién se debe realizar teniendo en cuenta sus propiedades
de superficie, reoldgicas, de barrera y su temperatura de fusién o gelificacién, ya que el endurecimiento
de las particulas se alcanza por su enfriamiento o gelificacién (Oxley, 2012).

Los materiales encapsulantes que se emplean habitualmente son geles con bajo punto de gelificacion
y fundidos de bajo punto de fusién (Desai y Park, 2005; Gonnet et al., 2010; Oxley, 2012). Estos tltimos
son los més empleados en spray-chilling e incluyen aceites vegetales y sus derivados, gomas, grasas,
mono y digliceroles, entre otros. En consecuencia, se obtienen particulas insolubles en agua y se usan
para encapsular activos solubles en agua (minerales, vitaminas solubles en agua, acidulantes, algunos
flavors, etc.) (Desai y Park, 2005).

Las principales ventajas de estos métodos, en comparaciéon con el secado spray u otros métodos
que involucren a la evaporacién del solvente para la obtencion de las particulas, son el bajo costo de

los materiales encapsulantes y la eficiencia de produccién (Oxley, 2012).

1.2.1.3. Recubrimiento en lecho fluidizado

La formacién de capsulas en lecho fluidizado consiste en suspender las particulas de activo en un
lecho fluidizado, con una corriente de aire con humedad, temperatura y velocidad controladas. Luego,
una mezcla de solvente, actuando como vehiculo, y el material encapsulante son atomizados sobre las
particulas fluidizadas. En las condiciones adecuadas, se logra el recubrimiento total de la superficie de
las particulas de activo con las gotas del material atomizado. Finalmente, el solvente es evaporado,
quedando una capa delgada y uniforme de material encapsulante sobre el activo (Foroughi-Dahr et al.,
2017).

Dentro de los materiales encapsulantes disponibles se encuentran los derivados de celulosa, dex-
trinas, emulsificantes, lipidos y derivados de proteinas. En algunos casos, no es necesario utilizar un
solvente para vehiculizar al material encapsulante, sino que dicho material se utiliza en estado fundido
y el endurecimiento de las capsulas se logra con una corriente de aire frio. En estos casos, la liberaciéon
del activo se logra por un aumento de la temperatura, mientras que un material encapsulante soluble
en agua libera su contenido cuando se lo pone en contacto con agua. Desde el punto de vista industrial,
es mas conveniente la utilizacién de materiales encapsulantes que no requieran ser solubilizados, ya
que se requieren menores tiempos de procesamiento y el consumo de energia es menor, por no requerir

evaporacién de solvente (Desai y Park, 2005).
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1.2.1.4. Liofilizacién

La liofilizacion es la técnica méas adecuada para la deshidratacion y para la encapsulacién de aromas
y materiales sensibles al calor, ya que se realiza a baja temperatura y presiéon (Abdul Mudalip et al.,
2021; Desai y Park, 2005).

En general, la encapsulacion se realiza en cuatro etapas. La primera etapa comprende la preparacion
del medio de dispersion liquido formado por el activo a encapsular y el material encapsulante. La
segunda etapa consiste en enfriar a la solucién liquida por debajo de su punto de solidificaciéon. El
agua presente cristaliza, mientras que el activo permanece en estado amorfo o vitreo. En la tercer
etapa, la presién es reducida hasta valores menores que la presion de vapor del hielo. Esto produce la
sublimacién del agua contenida en el material (primer secado). Finalmente, la cuarta etapa comprende
la evaporacién (segundo secado) para remover el agua liquida remanente. Esta tltima etapa es corta
y consume menos energia que la sublimacién (Abdul Mudalip et al., 2021).

En esta técnica, la eficiencia en la proteccion y liberacién controlada de activos dependen de la com-
posiciéon y estructura del material encapsulante. Los materiales encapsulantes mas utilizados son goma
arabiga, maltodextrina, almidones emulsificados, proteina del suero lacteo, etc. (Zuidam y Nedovic,
2010).

Las principales desventajas de la liofilizacion son el elevado consumo de energia, ya que se requiere
alcanzar temperaturas menores al punto de congelacién del solvente, y los largos tiempos de proce-
samiento. Ademds, las particulas generadas suelen ser muy porosas, ofreciéndole al activo una pobre
proteccion (Nedovic et al., 2011). Sin embargo, con una aplicacién adecuada de la liofilizacién se logra
una alta eficiencia de encapsulacion, asi como también una buena preservacion del color, sabor, flavor

y actividad bioldgica del compuesto activo encapsulado (Abdul Mudalip et al., 2021).

1.2.1.5. Extrusion

El método de extrusién consiste en mezclar el activo con el material encapsulante, forzarlo a pasar
por una boquilla de extrusién para formar gotas que se dejaran caer dentro de un bano de solidificacion,
que al entrar en contacto con el material encapsulante produce su endurecimiento y encapsulacién del
activo (Nedovic et al., 2011). Las siguientes etapas comprenden la recoleccién y secado de las particulas.

Los materiales encapsulantes més empleados son los hidrocoloides anidnicos como carragenatos,
pectinatos, alginatos, etc. Estos materiales gelifican en contacto con soluciones salinas catiénicas (King,
1995).

Esta técnica posee varias ventajas. Por un lado, es amigable con el medio ambiente al no requerir
el uso de solventes ni temperaturas extremas (Fangmeier et al., 2019). Debido a esto, esta técnica

ha sido utilizada casi exclusivamente para encapsular flavors inestables y compuestos volatiles en
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matrices de carbohidratos en estado vitreo. Por otro lado, se imparte a los activos encapsulados una
larga vida 1util debido a que se previene su oxidacién, ya que los gases atmosféricos difunden muy
lentamente a través de matrices hidrofilicas en estado vitreo (Poshadri y Kuna, 2010). Desde el punto
de vista operativo, la extrusiéon es una tecnologia relativamente de bajo costo, continua y con un alto

rendimiento, compatible con otras operaciones unitarias, facil de controlar y operar (Li, 2009).

1.2.1.6. Polimerizacion interfacial

La polimerizacién interfacial consiste en poner en contacto dos mondémeros reactivos que son solubles
en sus respectivas fases insolubles. En la interfase se produce una reacciéon de polimerizacién y la
consecuente formacién de un film. En general, se usa una fase acuosa y una fase orgéanica. Si el
activo a encapsular es hidrofilico, la fase acuosa se debe dispersar en la fase organica. Si el activo es
hidrofébico, la fase dispersa sera la fase organica (Perignon et al., 2015). Los polimeros que forman
buenas membranas son poliésteres, poliamidas, poliuretanos y poliureas (Jackson y Lee, 1991).

Esta técnica presenta las ventajas de ser simple, permitir el control directo tanto del tamano de las
capsulas como del espesor de la membrana, tener un costo relativamente bajo y ser escalable, entre
otras (Perignon et al., 2015). Sin embargo, su uso en la encapsulacién de ingredientes alimentarios
estd limitado por la baja disponibilidad de materiales de membrana de grado alimentario (Jackson y

Lee, 1991).

1.2.1.7. Coacervacion

La coacervacién es usada para encapsular activos solubles en agua. El activo es suspendido en
una solucién polimérica no acuosa (material encapsulante). Luego, se promueve la formacién de un
recubrimiento uniforme de polimero debido a un cambio de temperatura, a la adicién de un polimero
incompatible, de una sal o de un no-solvente (Li y Jasti, 2006). Esta técnica puede ser simple o compleja
segin se usen uno o varios tipos de polimeros, respectivamente. La coacervacién simple no es muy
utilizada para encapsular activos; un ejemplo es la encapsulacién de emulsiones aceite/agua en gelatina,
donde la solubilidad del polimero es reducida por la temperatura o por sulfato de sodio (Nedovic et al.,
2011). En cuanto a la coacervacién compleja, las cadpsulas son formadas por la interaccion iénica de dos
polimeros con cargas opuestas y ocurre cuando las cargas son neutralizadas unas con otras (Poshadri
y Kuna, 2010). En la industria de alimentos, los materiales mas comunes son las proteinas globulares y
los polisacaridos i6nicos, tales como gelatina y goma acacia, S-lactoglobulina y pectina (McClements,
2015).

Los procesos de coacervacion tipo batch involucran tres etapas principales que son llevadas a cabo

bajo agitacién continua (Fig. 1.2). La primera etapa consiste en la formacién de tres fases quimicas
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inmiscibles: una fase de material encapsulante, una fase del activo y una fase de liquido que es usado
como vehiculo durante el proceso. La deposicién del encapsulante alrededor del activo comprende la
segunda etapa y ocurrira si el material encapsulante se adsorbe sobre la interfase formada entre el
activo y el liquido usado como vehiculo. La tercera etapa es la solidificacién del material encapsulante
y formacion de las cdpsulas, que usualmente se logra por técnicas térmicas, de entrecruzamiento o
desolvatacién (Shahidi y Han, 1993).

Esta técnica tiene la ventaja de ser facilmente escalable a la industria (Gonnet et al., 2010), pero
resulta un proceso costoso y los materiales aprobados para ser usados como encapsulantes son limitados

(Shahidi y Han, 1993).
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Figura 1.2. Etapas de la encapsulacién de activos mediante la técnica de coacervacion.

1.2.1.8. Atrapamiento en liposomas

Un liposoma se define como una estructura compuesta de una o mas membranas de bicapas lipidicas
(por ejemplo, fosfolipidos y colesterol) concéntricas que encierran a un cierto nimero de compartimien-
tos acuosos o liquidos. Los fosfolipidos se ubican en la capa o capas externas de los liposomas formando
capsulas muy estables, ya que su parte hidrofilica se orienta hacia la fase acuosa, mientras que los
grupos hidrofébicos se asocian con los grupos hidrofébicos de otros compuestos lipidicos. Suelen tener
un tamano entre 25 nm y varios micrémetros de didmetro (Poshadri y Kuna, 2010).

En la produccién de liposomas, se comienza formando una dispersién de fosfolipidos en una solucién
acuosa de activo. Sin embargo, los liposomas son estructuras termodindmicamente inestables, no se
forman espontaneamente en medio acuoso y para su formacién se requiere el aporte de energia. El

tipo y magnitud de energia utilizada va a depender del tipo de liposoma que se quiera obtener. En
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general, se utiliza energia mecanica en forma de ultrasonicacién de alta intensidad, homogeneizacion
a alta presion y extrusién (Taylor et al., 2005).

En el drea de alimentos, se encapsularon concentrados de enzimas en liposomas que fueron utilizados
durante la maduracién de quesos duros, asi como también para enternecer carnes (Desai y Park, 2005).

Dentro de las principales ventajas de los liposomas se encuentra la estabilidad que le imparte a
compuestos solubles en agua en medios con alta actividad de agua, la elevada especificidad para liberar
al activo en una determinada parte del alimento, la facilidad de produccién y la posibilidad de ser
liofilizadas para su conservacién (Desai y Park, 2005). Sin embargo, tanto la produccién como los

materiales requeridos para la obtencién de liposomas son costosos.

1.2.2. Materiales encapsulantes

La composicion del material encapsulante es el principal determinante de las propiedades funciona-
les del sistema de encapsulacién (Poshadri y Kuna, 2010). Su seleccién va a depender de las propiedades
fisicas y quimicas del compuesto a encapsular, del proceso de encapsulacién y de las propiedades que se
pretendan obtener en el sistema de encapsulacién. Un encapsulante ideal deberia exhibir las siguientes

caracteristicas (Huang et al., 2009; Jackson y Lee, 1991; Poshadri y Kuna, 2010):

= buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones y facil manipulacién durante el proceso

de encapsulacién;
= tener la capacidad de dispersar o emulsificar al activo y estabilizar la emulsién producida;
= 1o reaccionar con el activo ni con otros ingredientes del alimento en el que sera incluido;
= contener al activo dentro de su estructura hasta el momento deseado;

= proveer la maxima proteccién al activo respecto a las condiciones del medio ambiente durante

la produccién, almacenamiento, transporte y consumo del alimento;
= buena solubilidad en solventes de grado alimentario;

= compatiblilidad con la matriz alimenticia en donde va a ser incluido, sin causar efectos adversos

en su apariencia, reologia, palatabilidad, flavor o vida 1util;

= econdmico;

de grado alimentario.

La mayoria de los materiales encapsulantes usados en la industria alimentaria son biomoléculas.

Principalmente son carbohidratos, pero también son muy utilizados lipidos y proteinas (Zuidam y

10
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Nedovic, 2010). En la Tabla 1.2, se listan algunos materiales encapsulantes junto con los métodos de

encapsulacion méas empleados.

Tabla 1.2. Materiales encapsulantes mas empleados en alimentos (Desai y Park, 2005; Lakkis, 2016).

Categoria Material encapsulante Método mas usado
Almidoén, maltodextrinas, Secado spray,
quitosano, dextrano, ciclodextrinas, liofilizacién,

Carbohidratos
sélidos del jarabe de maiz, extrusion,
almidones modificados coacervacion
Carboximetilcelulosa, metilcelulosa, Coacervacion,

Celulosa etilcelulosa, celulosaacetato-ftalato, secado spray,
celulosaacetato-butilato-ftalato films erosionables
Goma acacia, agar, Secado spray,

Gomas
alginato de sodio, carragenato extrusion
Cera, parafina, diacilgliceroles, Emulsién,

Lipidos aceites, grasas liposomas,

formacién de film

Gluten, caseina y casinatos, Emulsion,
Proteinas gelatina, albimina, secado spray

péptidos, proteinas de soja

Polipropileno, polivinilacetato, Coacervacion
Polimeros
poliestireno, polibutadieno

1.2.3. Materiales encapsulados

El material a encapsular puede ser un gas, un material cristalino, una particula adsorbente irregular,
una emulsién, una suspension de sélidos, una dispersién en liquidos o emulsiones complejas. Es decir
que la fase interna puede estar en cualquier estado fisico (Jackson y Lee, 1991; Poshadri y Kuna, 2010).

Los materiales relacionados con los alimentos que normalmente son encapsulados son: agentes
antimicrobianos, antioxidantes, colores, enzimas, acidulantes, dlcalis, buffers, probidticos, flavors, le-
vaduras y leudantes quimicos, aceites y grasas, vitaminas y minerales, sales, azicares y gases (Jackson

v Lee, 1991; Lakkis, 2016).
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1.2.4. Clasificacién de los sistemas de encapsulacion

Actualmente, una amplia variedad de activos, materiales encapsulantes y tecnologias de encap-
sulacién estdan comercialmente disponibles para la fabricacién de microcdapsulas y microparticulas de
diferentes tamanos, formas, propiedades morfoldgicas y costos (Lakkis, 2016).

La arquitectura de los sistemas de encapsulacién usualmente se divide en clasificaciones arbitrarias
y superpuestas. La mas conocida es la que diferencia la estructura tipo reservorio de la estructura tipo
monolitica o matriz . La estructura del primer tipo, también llamada cdpsula, mononuclear o nicleo-
carcaza, consiste en una particula heterogénea en la que el activo se encuentra formando una fase
continua rodeada por una envoltura en forma de membrana de material encapsulante (Fig. 1.3.a). Esta
es la morfologia més comin de sistemas de encapsulacién. Su produccién suele requerir bajos costos
y energia, pero la mayoria de los compuestos activos requieren mas que una pared simple debido a su
interaccién con el material encapsulante (Bamidele y Emmambux, 2020). En la estructura del segundo
tipo, el activo se encuentra formando una fase dispersa uniformemente distribuida en una fase sélida
homogénea de material encapsulante (Fig. 1.3.d). Ademds, existen otras variantes y combinaciones
entre ambas estructuras. Algunos ejemplos son los reservorios multicapas (Fig. 1.3.b), reservorio-
matriz (Fig. 1.3.f), estructuras polinucleares tipo matriz (Fig. 1.3.c) o tipo reservorio (Fig. 1.3.e),
sistemas con formas irregulares (Fig. 1.3.g) y distintos activos dentro de una misma capsula (Fig.
1.3.h). Ademads, se distinguen estructuras tipo coloidosoma (Fig. 1.3.i) y liposoma (Fig. 1.3.j). Los

coloidosomas son cépsulas que contienen un niicleo hueco o de hidrogel y sus paredes estdn formadas

(a) (b) (c) (d) (e)
() Encapsulante
. Activo A
‘ Cobertura
€ Hidrogel

Medio acuoso

(f) (g) (h)

Figura 1.3. Ejemplos de diferentes estructuras de sistemas de encapsulacién. (a) Mononuclear,

ntcleo-carcaza o reservorio, (b) reservorio multicapa, (c¢) matriz polinuclear, (d) monolito o ma-
triz, (e) reservorio polinuclear, (f) reservorio-matriz, (g) microparticula irregular, (h) microcdpsula

de compartimiento dual, (i) coloidosoma y (j) liposoma (Lengyel et al., 2019).
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por particulas coloidales ensambladas, mientras que los liposomas son vesiculas lipidicas que contiene
una o mas bicapas de fosfolipidos (Lengyel et al., 2019; Poshadri y Kuna, 2010). Por simplicidad, la
Fig. 1.3 solo muestra sistemas de encapsulacion esféricos, pero estos pueden ser cilindricos, ovales o
de forma irregular.

En la industria de alimentos, la morfologia mas comun es la polinuclear. Esto se debe a que esta
técnica permite encapsular dos o mas compuestos bioactivos con un solo material encapsulante, lo
que reduce costos de producciéon y consumo de energia. Los sistemas de encapsulacién polinuclear son
empleados principalmente en bebidas, reposteria, carne vacuna y de pollo. Los sistemas de encap-
sulacion tipo matriz también son comunes, ya que permiten la liberacién controlada de los activos.
Sin embargo, los sistemas multipared no suelen ser empleados por los elevados costos asociados a su
produccion, ya que requieren diferentes tipos de material encapsulante y técnicas de encapsulacién
(Bamidele y Emmambux, 2020).

En los sistemas de encapsulacion tipo reservorio, las particulas de activo solo deben atravesar
una membrana delgada, por lo tanto, la velocidad de liberacion sera controlada y finita y dependera
principalmente de las propiedades fisicoquimicas del activo y del material encapsulante (espesor, peso
molecular, integridad, etc.). En este caso, la cinética de liberacién del activo serd de orden cero, lo que
representa una ventaja frente a los sistemas tipo matriz. Sin embargo, suelen requerir més control de

calidad y ser dificiles de fabricar, lo que aumentaria los costos de manufactura (Lengyel et al., 2019).

1.3. Modelado matematico de la cinética de liberacion controlada

La liberacién controlada puede ser definida como un método en el que uno o mas agentes activos o
ingredientes quedan disponibles en el sitio y momento deseado a una velocidad especifica. Los sistemas
de encapsulacién pueden ser disenados para que la liberacién controlada del activo sea activada por
uno o varios factores desencadenantes que modifican la permeabilidad y estructura de la matriz (Desai
y Park, 2005; Lakkis, 2016). Los factores desencadenantes mds comunes son una accién mecénica,
una accién enzimatica, la aplicacién de un campo electromagnético, la variacién de la temperatura,
la variacién en el pH, el contacto con un solvente, ultrasonido, entre otros. Ademds, el proceso de
liberacién del activo serd afectado por las propiedades fisicas y quimicas tanto del material encapsulado
(difusividad, solubilidad, presién de vapor, coeficiente de particién, peso molecular, polaridad) como
del encapsulante (espesor, porosidad, inercia quimica) (Desai y Park, 2005; Jackson y Lee, 1991;
Lengyel et al., 2019).

El modelado matematico de la cinética de liberacién controlada podria ser una importante he-
rramienta durante el desarrollo y/u optimizacién de sistemas de encapsulacién de activos, ya que

permitiria disminuir el nimero de experimentos necesarios y, en consecuencia, optimizar el tiempo y

13



Capitulo 1

los costos (Grassi et al., 2007). Sin embargo, y a pesar de las numerosas aplicaciones de la encap-
sulacién y de las tecnologias de liberacion controlada en las distintas industrias, predecir la cinética
de liberacién de los activos contintia siendo un desafio (Lakkis, 2016). Muchos modelos empiricos, se-
miempiricos y mecanisticos fueron desarrollados en la industria farmacéutica. Existen pocos modelos
disponibles en la literatura que hayan sido desarrollados y/o aplicados en sistemas de encapsulacién
de ingredientes activos alimenticios.

Los modelos empiricos y semiempiricos no estan basados en los fenémenos fisicoquimicos y bioldgicos
involucrados y, por lo tanto, no suelen predecir los efectos producidos por la variacion de los pardmetros
sobre las condiciones del proceso. Sin embargo, estos modelos pueden ser ttiles para comparar dos o
mas perfiles de liberacién o cuando faltan conceptos tedricos, la informacion experimental es limitada
y la resolucién matemadtica de modelos mecénisticos resulta muy compleja (Malekjani y Jafari, 2021).

Los modelos mecanisticos tienen una base tedrica, brindan informacién sobre la transferencia de
materia y los procesos quimicos involucrados durante el transporte y liberacién de activos y estan
fundamentados sobre la evidencia experimental. Por consiguiente, sus pardmetros tienen un significado
fisico y, dandoles un valor adecuado, el modelo puede ser usado para predecir experiencias en diferentes
condiciones. En general, el desarrollo de este tipo de modelos consiste en (1) definir los fenémenos
estudiados, (2) expresar estos fendmenos en términos matematicos, (3) validar el modelo resultante
con datos experimentales y (4) predecir el comportamiento experimental en diferentes condiciones a

las consideradas durante la etapa de validacién (Grassi et al., 2007).

1.3.1. Mecanismos de liberacion de activos

Considerando un sistema de encapsulacién cuyos componentes principales son agua ocluida, el
material encapsulante y el activo encapsulado, el proceso de liberacién del activo serd el resultado de
varios mecanismos, tales como la difusién de agua y del activo, la disolucién del activo, el hinchamiento
y la degradacién de la matriz (Siepmann et al., 2012; Vasisht, 2014). Cada uno de ellos tiene el
potencial de controlar la cinética de liberacién del activo e incluso el mecanismo controlante puede
cambiar durante el proceso de liberacién (Vasisht, 2014). En la mayoria de las practicas ingenieriles se
considera que uno de ellos es el mecanismo controlante y el que define a la cinética de liberacién del
activo. Cuando los mecanismos ocurren en serie se asume que el mecanismo controlante serd el mas
lento. En el caso que ocurran en paralelo, el mecanismo maés rapido sera el que maés afecte la cinética
de liberacién del activo (Morgenroth, 2008).

En el caso de los sistemas de encapsulacion tipo matriz, en general, la liberacion es controlada
por la difusién del activo, que puede ser a través de los poros llenos de agua (Fig. 1.4.a) o a través

de la matriz intacta (Fig. 1.4.b). Ademas, la difusién de agua dentro del sistema puede causar el
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Figura 1.4. Mecanismos mas comunes de liberacién en sistemas de encapsulaciéon con estructuras

tipo monolito (Lengyel et al., 2019).

hinchamiento de la matriz, lo que conlleva a la formacién de nuevos poros y/o presién osmética (Fig.
1.4.c). Asimismo, la disolucién de la matriz (erosién) puede ser superficial (Fig. 1.4.d) u homogénea
(Fig. 1.4.e). Por otra parte, en este tipo de sistemas de encapsulacién, particulas de activo pueden
quedar adsorbidas sobre la superficie y seréan facilmente liberados (efecto burst), mientras que las
particulas que se encuentran dentro de la matriz, seran liberadas lentamente, ya que deben atravesar
la matriz previamente. El efecto burst puede evitarse aplicando un recubrimiento sobre el sistema de
encapsulaciéon o lavandolo para eliminar a las particulas de activo que quedaron adsorbidas sobre la
superficie (Lengyel et al., 2019).

En el caso de los sistemas tipo reservorio, la pared encapsulante puede disolverse en el medio (Fig.
1.5.a) o actuar como una membrana insoluble en agua, permeable o semipermeable (Fig. 1.5.b-d).
En el primer caso, el principal mecanismo de liberacién es la difusion, mientras que en el caso de
recubrimientos semipermeables, la presién osmética toma importancia (Lengyel et al., 2019).

Para una mejor compresion del proceso de liberacion de activos encapsulados es necesario compren-
der cada uno de los principales mecanismos involucrados. A continuacion, se incluye una descripcion

de cada uno de ellos.
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Figura 1.5. Mecanismos mas comunes de liberacién en sistemas de encapsulacién con estructuras

tipo reservorio (Lengyel et al., 2019).

1.3.1.1. Difusion

La difusién puede ser definida como el proceso a través del cual las moléculas se transfieren es-
pontianeamente desde una region a otra hasta igualar su potencial quimico (Li y Jasti, 2006). La fuerza
impulsora para la difusion es el gradiente espacial del potencial quimico del activo encapsulado y el
activo en el medio de liberacién (Nedovic et al., 2011). El proceso de liberacién de un activo encap-
sulado siempre va a tener un componente difusivo porque el activo difunde a través de la membrana
encapsulante intacta, hinchada o erosionada (Achenie y Pavurala, 2017; McClements, 2015). Sin em-
bargo, es necesario tener en cuenta que la difusién en una matriz sélida es mas complicada que la
difusién en un liquido o en un gas. Esto puede deberse a que la difusién en un sélido realmente no
ocurre y el compuesto difunde en el liquido contenido dentro de los poros de la matriz y, por lo tanto,
dependera del volumen de solucién ocluida (porosidad) y de los patrones de tortuosidad (Varzakas y
Tzia, 2015).

La solubilidad del activo en la matriz es una de las propiedades mas importantes que afectan
al proceso difusivo, ya que a partir de ella se establece la concentracién méaxima de activo que hay
en la matriz y, en consecuencia, la maxima fuerza impulsora de la difusién. Si el activo presenta
baja solubilidad o si la velocidad de disolucién es muy lenta, solo una pequena cantidad del activo

estard disponible para la difusiéon (Permanadewi et al., 2019). En este punto toman relevancia la
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transicion vitrea del material encapsulante y su grado de entrecruzamiento, ya que condicionan tanto
su permeabilidad como la solubilidad del activo en ella. Cuando el material encapsulante se encuentra
en estado gomoso, el activo puede difundir a través suyo. Sin embargo, cuando se encuentra en estado
vitreo actiia como barrera ante la difusién del activo. Respecto al grado de entrecruzamiento del
material encapsulante, cuanto mayor es, menor es el volumen libre disponible para la difusiéon del
activo y la velocidad de difusién a través del material encapsulante, serd menor (Nedovic et al., 2011;

Risch et al., 1995).

1.3.1.2. Hinchamiento

El hinchamiento se define como el aumento en el volumen de la matriz que ocurre cuando se
pone en contacto con agua o con otro medio termodindmicamente compatible, debido a la entrada de
solvente en los espacios libres entre las cadenas de las macromoléculas (Lenz et al., 2021; Ranga Rao
y Padmalatha Devi, 1988). Este mecanismo influye sobre la difusién del activo a través del material
encapsulante, ya que el agua actia como plastificante, haciendo que las cadenas de polimero se relajen
y aumente el tamano de los poros dentro de la matriz (Risch et al., 1995; Siepmann et al., 2012).

En la Fig. 1.6, se muestra el efecto de la absorcién de agua sobre las cadenas de un polimero
hidrofilico. Cuando el sistema estd seco (deshidratado), la red polimérica es densa, la movilidad de

la macromolécula esta restringida y la difusién del activo es limitada. Cuando el sistema se pone

Polimero Entrecruzamiento
deshidratado muy fuerte fuerte débil

fit
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Figura 1.6. Esquema de los niveles de entrecruzamiento del material encapsulante cuando absorbe

solvente (Arifin et al., 2006).

en contacto con agua, el solvente ingresa en el sistema disolviendo puntos de entrecruzamientos en
el polimero y, como consecuencia, las cadenas se relajan, la movilidad de las macromoléculas y el
volumen del sistema aumentan y el activo difunde con mayor facilidad a través de la red polimérica

(Arifin et al., 2006; Siepmann et al., 2012). Por lo tanto, la velocidad de liberacién del activo va a
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depender de la velocidad de hinchamiento y de la velocidad de difusién del agua dentro del sistema

(McClements, 2015; Siepmann et al., 2012).

1.3.1.3. Erosién

En primer lugar, se distinguen dos términos utilizados habitualmente para referirse al fendmeno
de erosién: degradacion y erosion. El término degradacion se refiere a una reaccion de escision de la
cadena polimérica y ruptura de enlaces (proceso quimico), mientras que erosion designa a la pérdida
de material polimérico como mondémeros u oligémeros (proceso quimico y fisico). Es decir que erosion
es un término mas general e incluye a la degradacién (Arifin et al., 2006).

Por un lado, la erosién de la matriz puede ocurrir por razones fisicas o quimicas. Bajo ciertas
condiciones fisioldgicas, la absorcién de agua por parte del sistema de encapsulacién puede producir
la hidrdlisis de los enlaces labiles al agua del material encapsulante y romper las cadenas poliméricas.
Este fendmeno también puede ocurrir debido a la presencia de enzimas o reacciones quimicas en sitios
particulares del polimero. Por otro lado, en matrices entrecruzadas fisicamente, la erosién usualmente
se debe al desentrecruzamiento de las cadenas, inducido por el hinchamiento de la matriz y las con-
diciones en el medio de liberacion. Por lo tanto, las caracteristicas propias del material encapsulante
van a condicionar la cinética de erosién de la matriz (Grassi et al., 2007).

La erosién se puede clasificar en dos tipos: heterogénea y homogénea. La erosion heterogénea o
superficial tiene lugar sobre la superficie externa del sistema de encapsulacién y produce una dismi-
nucién de su tamano (Fig. 1.4.d). Ocurre cuando la penetracién del fluido externo es més lenta que
la erosién del polimero. Mientras que en la erosiéon homogénea, el fluido externo penetra dentro del
sistema de encapsulacién provocando la degradacion de la matriz (Fig. 1.4.e). En este caso, el tamatio
del sistema de encapsulacién permanece constante y la penetracion del fluido externo es mas rapida
que la erosiéon del polimero. La manera en que un sistema de encapsulacion se erosiona depende de
las caracteristicas del polimero que constituye la matriz. En decir, un polimero con grupos funcionales
reactivos se degradara rapido y se esperaria que experimente una erosién superficial. Por el contra-
rio, un polimero con menos grupos funcionales reactivos tenderd a degradarse méas lentamente y se
esperarfa que la erosién sea homogénea (Arifin et al., 2006; Grassi et al., 2007).

Cuando en la matriz predomina la erosién superficial, la cinética de liberacién del activo es més facil
de controlar (Atif et al., 2019). En sistemas con geometria plana, la cinética de liberacién del activo
serd aproximadamente de orden cero, mientras que en cilindros y esferas la velocidad de liberacion
ird disminuyendo en el tiempo debido a la reduccién del drea externa (Siepmann et al., 2012). Sin
embargo, es casi imposible lograr una erosién superficial pura.

En sistemas de encapsulacién que presentan erosion homogénea, la cinética de liberacion del activo
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suele presentar tres etapas. La primera corresponde a la liberacién del activo que esté sobre la superficie
del sistema o desde los poros que estéan conectados a la superficie (efecto burst). Durante la segunda
etapa, el sistema permanece en un estado latente en el que existe una pequena erosién de la matriz,
pero la formacién de poros no resulta suficiente y el activo remanente continiia encapsulado. En la
tercera etapa, el activo es liberado rdpidamente por la desintegraciéon de la matriz (Siepmann et al.,

2012).

1.3.2. Modelos disponibles en la literatura

Como se mencion6 en la Seccién 1.2, uno de los objetivos mas importantes que persigue la
encapsulacién de activos alimentarios es su liberacién en forma controlada, en el sitio adecuado del
tracto gastrointestinal. En consecuencia, resulta 1til contar con modelos tedéricos y mateméticos que
permitan describir y predecir los perfiles de liberacién de activos encapsulados (McClements, 2015). En
la literatura se encuentran numerosos modelos de liberacién controlada de farmacos. Sin embargo, los
modelos desarrollados para sistemas de encapsulacién de activos alimentarios son escasos (Chiarappa
et al., 2018a; Fathi et al., 2013a,b). No obstante, debido a las similitudes entre las aplicaciones de la
liberacién controlada en alimentos y productos farmacoldgicos, algunos de los modelos para predecir
perfiles de liberacién de farmacos fueron usados con éxito para modelar la la cinética de la liberacién

controlada de nutrientes en sistemas alimenticios (Malekjani y Jafari, 2021).

1.3.2.1. Modelos de liberacién controlada por la difusion

Normalmente, se considera que la liberacién de activos es controlada por la difusién en sistemas
en que la erosién tiene un efecto marginal y hay poco hinchamiento o este ocurre en forma practi-
camente instantdnea (Abdekhodaie y Cheng, 1996). La cinética de liberacién de activos en este tipo
de sistemas puede ser descrita por la segunda ley de Fick (Achenie y Pavurala, 2017). Crank (1975)
encontré las soluciones analiticas de la segunda ley de Fick para sistemas de geometrias regulares y
coeficiente de difusién constante para distintas condiciones de contorno. Este autor también propuso
soluciones numeéricas para las situaciones en que el coeficiente de difusion varia con la concentracion
de soluto. Asimismo, debido a la heterogeneidad y complejidad quimica y estructural de las matrices,
los coeficientes de difusion moleculares se pueden reemplazar por coeficientes de difusion efectivos.
De esta forma, se describe la transferencia de materia neta e incorpora el efecto de la porosidad y
tortuosidad de la matriz (Grassi et al., 2007; Varzakas y Tzia, 2015).

Los modelos que se encuentran en la literatura, se clasifican segtn el tipo de sistema de encapsula-
cién para el que fueron desarrollados, es decir, sistemas tipo reservorio o sistemas tipo matriz. Dentro

de los ultimos, a su vez se clasifican segtin la concentracién inicial de activo encapsulado sea menor o
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mayor a su solubilidad en la matriz, es decir, sistemas de activo disuelto o sistemas de activo disperso.

Arifin et al. (2006) plantearon la segunda ley de Fick para un sistema tipo reservorio (Fig. 1.3.a)
y hallaron el perfil de activo en la membrana de material encapsulante y su perfil de liberacion,
considerando que dentro del reservorio la concentracién de activo es constante y el volumen del medio
circundante es grande. Concluyeron que para tiempos lo suficientemente grandes, el perfil de liberacion
del activo sigue una cinética de orden cero en este tipo de sistemas. Sin embargo, esto solo es valido
en un cierto rango de tiempo debido a que la concentracion de activo en el reservorio no es infinita
y el proceso difusivo prevalece dentro de un cierto limite de tiempo. Siepmann y Siepmann (2012)
ampliaron las soluciones a otras geometrias y consideraron una concentracién de activo variable en el
tiempo.

Los sistemas matriciales (Fig. 1.3.d) en los que la concentracién inicial de activo es menor a
su solubilidad en la matriz, son cominmente descriptos como sistemas de activo disuelto. Paul y
McSpadden (1976) y Arifin et al. (2006) consideraron que el activo estaba uniformemente distribuido
en la matriz. Estos autores aplicaron la ecuacién de la segunda ley de Fick y consideraron validas las
soluciones propuestas por Crank (1975).

En el caso de sistemas matriciales en los que la concentracién inicial de activo es mayor a su
solubilidad en la matriz, se los llama sistemas de activo disperso. Inicialmente, Higuchi (1961) planted
un modelo para sistemas de matriz homogénea y geometria plana, considerando al coeficiente de
difusién del activo en la matriz constante, condicién de contorno de sumidero perfecto y estado pseudo-
estacionario. El mismo autor hall una expresién sencilla en la que la cantidad de activo liberado resulta
proporcional a la raiz cuadrada de la concentracién del activo, de su solubilidad, del coeficiente de
difusién y del tiempo. Luego, extendié el modelo para sistemas con matriz granular y para sistemas
de geometria esférica (Higuchi, 1963). Varias mejoras se introdujeron al modelo de Higuchi. Cohen y
Erneux (1998) incorporaron una solubilidad de activo variable en el tiempo. Por su parte, Abdekhodaie
y Cheng (1996) diferenciaron una regién de activo no disuelto (regién no difusiva) y una regién de
activo disuelto (regién difusiva), separadas por una interfase mévil. En consecuencia, encontraron una
solucién analitica exacta de la cinética de liberacién desde un sistema esférico planteando la segunda ley
de Fick con condiciones de contorno méviles y considerando condicién de sumidero perfecto. Asimismo,
extendieron su modelo a sistemas dentro de un volumen exterior con valor finito (Abdekhodaie y
Cheng, 1997). Harland et al. (1988) propusieron un modelo resolviendo la ecuacién de difusién para
el activo con diferentes condiciones de contorno, con coeficiente de difusién constante e incluyeron la
cinética de disolucion del activo y la porosidad de la matriz.

Algunos de estos modelos fueron usados para ajustar datos de la liberacion de activos alimentarios.

El modelo de Higuchi (1961) fue implementado en la liberacién de varios flavonoides, como quercetina,
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epicatequina, reverastrol y acido gélico (Flores y Kong, 2017). Por su parte, el modelo de Higuchi (1963)
fue aplicado en la liberacién de pimienta negra desde una matriz de S-lactoglobulina/alginato de sodio,
etilvainillina encapsulada en etilcelulosa y vitaminas hidrosolubles en quitosano (Eltayeb et al., 2015;
Estevinho y Rocha, 2017).

En este punto, cabe mencionar que Fathi et al. (2013a) desarrollé un modelo celular-autémata para

representar la difusién de un flavonoide (hesperetina) desde una matriz lipidica.

1.3.2.2. Modelos de liberacién controlada por el hinchamiento

Los sistemas de encapsulacién en los que la cinética de liberacién del activo se considera controlada
por el hinchamiento, suelen estar constituidos por un material encapsulante polimérico entrecruzado
en forma covalente o con un fuerte entrecruzamiento fisico. En estos casos, el activo es liberado de las
particulas cuando ellas absorben solvente del medio circundante y se hinchan durante un cierto periodo
de tiempo (tiempo de relajaciéon), mientras que la erosién de la matriz suele ocurrir més lentamente
y, por lo tanto, su efecto puede despreciarse (Grassi et al., 2007).

En sistemas de encapsulacién que se encuentran en estado vitreo (tiempos de relajacién largos)
o gomoso (tiempos de relajacién cortos) durante todo el proceso de liberacién, como se menciond
previamente, la cinética de absorcién de agua y de liberacién del activo pueden ser descriptas con
la segunda ley de Fick. Si el sistema se encuentra inicialmente en estado vitreo y cuando empieza a
absorber solvente se genera una regién gomosa de concentracién de solvente constante, cuya interfase
con la region vitrea se desplaza hacia el interior del sistema a una velocidad constante, se dice que
la sorcién es Caso II. Fenomenoldégicamente, se caracteriza porque el perfil de absorcién de solvente
es lineal. En situaciones intermedias, entre el comportamiento Fickiano y el Caso II, se encuentra el
comportamiento anémalo. En este caso, el sistema estd inicialmente en estado vitreo, pero la cinética
de absorcion de solvente no es lineal y la velocidad de desplazamiento de la interfase y la concentra-
cién en la regién gomosa no son constantes (Astarita y Sarti, 1978; Camera-Roda y Sarti, 1986). El
numero adimensional de Deborah (De), es usado normalmente para caracterizar el comportamiento
viscoeléstico del sistema. El De se define como la relacién entre el tiempo caracteristico de relajaciéon
y el tiempo de difusién del solvente. Por lo tanto, si el tiempo de relajacién es mayor que el tiempo
de difusiéon (De >> 1), el sistema se comportard segin el Caso II. Por el contrario, si el tiempo
de relajacién es menor que el de difusién (De << 1), la cinética de absorcién de agua mostrara un
comportamiento Fickiano (Camera-Roda y Sarti, 1986; Grassi et al., 1998; Vrentas et al., 1975).

Usualmente, el modelado matematico de la liberacion de activos desde una matriz hinchable implica
plantear y resolver los balances de materia para el solvente que entra a la matriz desde el medio y el

activo que se estd liberando. Ademds se incorporan una expresién que tiene en cuenta la cinética de
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hinchamiento de la matriz mientras el solvente esta entrando y sus propiedades viscoelasticas (Grassi
et al., 2007).

Algunos modelos incorporaron los cambios estructurales en la matriz producidos durante la absor-
cién de solvente y su hinchamiento a través de la variacién del coeficiente de difusién. Crank (1953)
propuso inicialmente una dependencia del coeficiente de difusiéon con las tensiones internas y, pos-
teriormente, con la concentracién de solvente en la matriz (Crank, 1975). Korsmeyer et al. (1986)
usaron este enfoque e incorporaron el cambio de volumen del sistema debido al hinchamiento como
una funcion de la concentracién de solvente. Este modelo semi-empirico representado por una funciéon
potencial, es ampliamente usado en sistemas de encapsulacién de activos alimentarios (Estevinho y
Rocha, 2017; Flores y Kong, 2017; Malekjani y Jafari, 2021).

Astarita y Sarti (1978) desarrollaron un modelo para la absorcién de solvente en un sistema de geo-
metria plana e inicialmente en estado vitreo. Consideraron la formacién de una interfase vitreo-gomosa
dependiente de la concentracién de solvente y resolvieron las ecuaciones de balance con condiciones
de contorno méviles. Cohen y Erneux (1988) combinaron el modelo de Astarita y Sarti (1978) para
la absorcién de solvente con el modelo de Higuchi (1961) para hallar una expresién de la cinética de
liberacién del activo que incluyera el efecto del hinchamiento. Peppas et al. (1980) también desarro-
llaron un modelo para geometria plana, considerando condiciones de contorno méviles, incluyendo el
cambio de volumen del sistema como una funcién de la concentracién de solvente.

Por su parte, Lin y Peng (2005) plantearon el problema con la ley de Fick, con coeficiente de
difusién constante, pero en un dominio de contorno mévil. Esto les permitié considerar el cambio de
volumen del sistema y su efecto sobre los perfiles de absorcion de agua y de liberacién del activo.

Camera-Roda y Sarti (1986) plantearon el problema del Caso II y comportamiento anémalo al in-
cluir un término que considera al gradiente de tensiones dentro del balance de materia para el solvente.
Ademas, consideraron que el coeficiente de difusién y el tiempo de relajacion de la matriz variaban con
la concentracién del solvente dentro del sistema. Cohen y White (1989) y Fong et al. (1998) plantearon
un modelo similar, incluyendo el comportamiento viscoeldstico de la matriz a través de la ecuacién de
Maxwell y la ecuacién de Jeffreys. Estos modelos matematicos fueron desarrollados para describir la
cinética de absorcién del agua y el comportamiento de la matriz. Porteriormente, fueron incluidos en
modelos para describir la cinética de liberacién de activos desde matrices viscoeldsticas (Grassi et al.,

1998; Wu y Brazel, 2008).

1.3.2.3. Modelos de liberaciéon controlada por la erosién

La cinética de liberaciéon de un activo puede considerarse que es controlada por la erosién cuan-

do la matriz del sistema se degrada en forma controlada al entrar en contacto con el solvente y el
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hinchamiento es instantdaneo o despreciable durante el proceso de liberacién (Li y Jasti, 2006).

Como se mencioné en la Seccién 1.3.1, existen dos escenarios ideales en la erosion de la matriz: la
erosién heterogénea (superficial) y la erosion homogénea. Con la finalidad de determinar qué tipo de
erosién va a experimentar determinado polimero, von Burkersroda et al. (2002) definieron el niimero de
erosion (¢). Este pardmetro es la relacién entre los tiempos caracteristicos de difusién de agua dentro
de la matriz y de la degradacién de la matriz. Si el valor del niimero de erosién es mayor que uno, la
reaccién entre el agua y el polimero es rapida respecto a la difusién de agua y la matriz se erosionara
en forma homogénea. Por el contrario, si el nimero de erosién es menor a uno, la degradacion de la
matriz serd mas lenta que la difusion de agua y la erosién de la matriz serd heterogénea.

En general, los modelos de liberacién de activos controlados por la erosiéon se plantean en base
al balance de materia de los componentes del sistema y a una reaccién quimica que representa a la
degradacién del polimero de la matriz.

Varios autores modificaron los modelos disponibles para la liberacion de activos controlada por la
difusién e incluyeron el efecto de la erosién homogénea de la matriz al considerar un coeficiente de
difusién variable y dependiente del peso molecular del polimero que conforma la matriz (He et al.,
2005; Heller, 1980; Wada et al., 1995).

Lee (1980) propuso un modelo para representar la liberaciéon de un activo desde una matriz plana
que se erosiona en forma heterogénea. Para plantear los balances, consideré dos fronteras méviles.
Una frontera representa un frente de difusion del activo y la otra un frente de erosién de la matriz y
para su resolucién usé un método integral. Sin embargo, no tuvo en cuenta la absorcién de solvente.
Thombre y Himmelstein (1984) plantearon un modelo similar, pero para su resolucién consideraron
la aproximacion de estado pseudo-estacionario. Posteriormente, plantearon un modelo de liberacién
desde una matriz que se erosiona en forma homogénea (Thombre y Himmelstein, 1985). En este caso,
los autores plantearon las ecuaciones de balance tanto para el agua, como para el activo y la matriz,
con coeficientes de difusién variables y consideraron a la degradacién de la matriz como una reaccién
de hidrélisis auto-catalitica.

Hopfenberg (1976) obtuvo expresiones simples para describir la liberacién de activos controlada por
la erosién heterogénea. El autor propuso que el inico mecanismo por el que se libera el activo desde
la matriz es por erosién heterogénea. La erosién fue planteada como una reaccion de orden cero y se
consideré el efecto del cambio de tamano del sistema. Se hallaron expresiones analiticas para matrices
planas, esféricas y cilindricas.

Rothstein et al. (2009) desarrollaron un modelo para predecir la cinética de liberacién de activos
desde una matriz que puede erosionarse en forma homogénea, heterogénea o puede experimentar una

transicion entre ambos tipos de erosiéon durante su degradacién. Estos autores plantearon los balances
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de materia para el solvente que ingresa desde el medio, para el activo disuelto y no disuelto, y para
el polimero de la matriz que se degrada siguiendo una cinética de hidrdlisis auto-catalizada de primer
orden.

El modelo que tiene en cuenta a la erosiéon més empleado para ajustar perfiles de liberacién de
activos en alimentos, es la ecuaciéon de Weibull (Estevinho y Rocha, 2017; Flores y Kong, 2017;
Malekjani y Jafari, 2021). Esta ecuacién es empirica y fue utilizada para describir y ajustar perfiles

de liberacién de farmacos (Arifin et al., 20006).

1.3.2.4. Modelos de liberacion que consideran varios mecanismos simultaneamente

En la literatura se encuentran relativamente pocos modelos que consideren a todos los mecanismos
de liberacién en forma simulténea.

Siepmann et al. (1999) consideraron un sistema de liberacién de un activo desde un sistema hincha-
ble y erosionable de geometria cilindrica. Consideraron que el sistema se erosiona en forma superficial,
una condicién de sumidero perfecto y coeficientes de difusién variables. Tanto el hinchamiento como la
erosion fueron incluidos al definir condiciones de contorno méviles y volumen variable del sistema. Para
su resolucion, los autores supusieron que el volumen del sistema es igual a la suma de los volimenes de
sus componentes, que el volumen de solvente absorbido en las direcciones radial y axial contribuyen
al hinchamiento en esas direcciones y que la velocidad de erosién de la matriz es una funcién lineal
con el tiempo. Posteriormente, Lamberti et al. (2011) propusieron un modelo similar para una ma-
triz de geometria esférica y cilindrica, pero supusieron que la variacion del volumen del sistema en el
tiempo es la diferencia entre el aumento de volumen debido al hinchamiento y su disminucién debido
a la erosién. Definieron a la velocidad de hinchamiento en funcién del gradiente de concentracién de
solvente, mientras que a la velocidad de erosién la consideraron constante.

Ferreira et al. (2014) plantearon un modelo de liberacién de activos desde una matriz de geometria
cilindrica. El mismo incluy6 los fenémenos de difusién e hinchamiento a través de un planteo similar
al propuesto por Cohen y White (1989). Ademds, consideraron coeficientes de difusién y volumen del
sistema variables. Chiarappa et al. (2018a) usaron este modelo, sin considerar la variacién del volumen
del sistema, para representar la liberacién de acido ascérbico desde un film de pectina hacia un gel de
agar, simulando un alimento.

Por un lado, Azhdari et al. (2016) incorporaron al modelo de Ferreira et al. (2014) el efecto de la
erosion al incluir el modelo de Rothstein et al. (2009), aunque no consideraron volumen variable. Por
otro lado, Chiarappa et al. (2018b) ampliaron el modelo de Ferreira et al. (2014) al incorporar en el
balance de materia del activo un flujo convectivo generado por las tensiones desarrollas en la matriz

por la absorcién de solvente desde el medio.
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Caccavo et al. (2015) obtuvieron un modelo para la liberaciéon de activos desde una matriz de
geometria plana e incluyeron los fenémenos de difusion, hinchamiento y erosién. Para su resolucién
consideraron condiciones de sumidero perfecto, que el sistema no cambia de volumen, que la erosién
se debe a la interaccién del polimero con el solvente y que el hinchamiento y la erosién deforman el

dominio del sistema.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis fue estudiar los fenémenos de transferencia de materia de compo-
nentes activos de interés para la industria alimentaria tanto para su proteccién como para su liberacion
en el sitio deseado mediante modelos con base mecanistica.

1.4.2. Objetivos especificos

En base al objetivo general, se propusieron como objetivos especificos:

Estudiar los principales fenémenos de transferencia en un sistema de encapsulacién alimentario

a través de modelos sencillos desarrollados para predecir la liberacién controlada de farmacos.

= Desarrollar y validar un modelo matemético mecanistico que permita predecir la cinética de
liberacién en condiciones gastrointestinales de un activo alimentario encapsulado considerando
simultdneamente varios fendmenos de transferencia (por ejemplo, difusién molecular, disolucién

del activo, evolucién de tensiones y erosién de la matriz encapsulante).

= Completar la descripcién matematica mediante la determinacion experimental de los pardametros
necesarios para caracterizar los fenémenos de transferencia inherentes al sistema alimentario

estudiado.

= Analizar el comportamiento de un sistema de encapsulaciéon a través de la sensibilidad de las
principales variables asociadas con la liberacién del activo, a cambios en los parametros carac-

teristicos de los fenémenos involucrados.
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CAPITULO 2

Modelos de liberacion controlada de farmacos aplicados a un sistema

de encapsulacion alimentario

Resumen. En el presente capitulo, se evaluaron modelos sencillos desarrollados para pre-
decir la liberacién controlada de firmacos en sistemas de encapsulacion alimentarios. En
cada uno de ellos se consider6 que en el proceso de liberacién prevalece el efecto de la
difusion del activo en simultaneo con la erosion, la disolucién o el hinchamiento de la ma-
triz. Estos modelos fueron usados para obtener pardmetros caracteristicos del sistema a
partir de los datos experimentales de liberacion in vitro de astaxantina encapsulada en una
matriz de alginato de calcio. En general, se obtuvieron ajustes aceptables a partir de los

datos experimentales.

2.1. Introduccién

Actualmente, la tecnologia de encapsulacién es ampliamente utilizada en la industria de alimentos
con el objetivo de incorporar compuestos funcionales dentro de los alimentos (Yang et al., 2020). Estos
compuestos pueden ser moléculas bioactivas (antioxidantes, minerales, vitaminas, fitoesteroles, acidos
grasos) o células vivas (probidticos) que en general se incorporan para controlar el flavor, color y textura
de los alimentos. Sin embargo, estos compuestos suelen ser susceptibles a las condiciones ambientales,
de procesamiento y almacenamiento de los alimentos y/o a las condiciones gastrointestinales. Por lo
tanto, la encapsulacion seria una herramienta ttil para asegurar su protecciéon (Nedovic et al., 2011).

Las técnicas de encapsulacién y los materiales encapsulantes disponibles son numerosos. En general,
la preparacion de las capsulas requiere un equipamiento simple, de produccion continua, bajo costo de
produccién, amigable con el medio ambiente y que se tengan en cuenta los requerimientos sanitarios
de la industria alimentaria (Yang et al., 2020). Los materiales encapsulantes, deben ser de grado
alimentario, de bajo costo y funcionales respecto al objetivo de la encapsulaciéon. El criterio de seleccion
de la técnica de encapsulacién y del material encapsulante va a depender especialmente del tipo de
activo a encapsular, de sus caracteristicas, del alimento en el que van a ser incorporadas las cdpsulas,
en qué lugar, con que cinética y bajo qué condiciones deberan liberar su contenido (Nedovic et al.,
2011).

En la mayoria de las aplicaciones de la tecnologia de encapsulacion en alimentos, se desea la

liberacién controlada del activo encapsulado. Esto significa que el activo debe ser liberado con una
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cinética determinada, durante un periodo de tiempo especifico y en el sitio deseado (Boostani y
Jafari, 2021). En este sentido, los modelos mateméticos que permitan predecir el comportamiento
de los sistemas de encapsulacion y la cinética de liberacién, podrian ser empleados para su diseno y
optimizacién disminuyendo la cantidad de ensayos experimentales (Malekjani y Jafari, 2021).

Los sistemas de encapsulacién de activos alimentarios disenados para liberar en forma controlada
su contenido en el tracto gastroinstestinal presentan similitudes con los sistemas de administracion
de farmacos. Esto permitié que varios modelos matematicos desarrollados para predecir la cinética de
liberacién de farmacos fueran aplicados con éxito para describir la cinética de liberacion de nutrientes
desde sistemas de encapsulacién alimentarios (Malekjani y Jafari, 2021). En base a esto, en el presente
capitulo se presentan modelos disponibles en la literatura de liberacién controlada de farmacos que
consideran a los principales mecanismos de liberacién (difusion, erosion, disolucién e hinchamiento).
Estos modelos fueron aplicados a un sistema de encapsulacién alimentario compuesto por astaxan-
tina/alginato (activo/material encapsulante) diseniado para su empleo en nutracetticos y alimentos
funcionales (Niizawa et al., 2019).

El objetivo del presente capitulo fue utilizar modelos sencillos desarrollados para predecir la libe-

racién controlada de farmacos en un sistema de encapsulacién alimentario.

2.2. Teoria

Se seleccionaron de la literatura modelos matematicos desarrollados para describir la cinética de
liberacién de farmacos. Cada uno de ellos considera que en el proceso de liberacion prevalece el efecto

de la difusién del activo en simultdneo con la erosién, la disolucién o el hinchamiento de la matriz.

2.2.1. Modelo de He et al. (2005)
2.2.1.1. Descripcion del sistema

El sistema en estudio de He et al. (2005) fue una esfera de radio R. Estos autores consideraron
que las principales especies que conforman el sistema son la matriz polimérica encapsulante (matriz)
y un farmaco (activo). El activo puede difundir desde la matriz hacia el medio circundante durante
todo el proceso de liberacién. Simultaneamente, se produce la escisién de las cadenas poliméricas que

conforman la matriz.

2.2.1.2. Modelo matematico

He et al. (2005) propusieron un modelo para describir la cinética de liberacién de un activo desde
una matriz bioerosionable. Para ello, los autores consideraron que esta cinética puede ser planteada

como una combinacion de los efectos de la difusiéon del activo y de la erosién de la matriz. El modelo
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matemdtico presentado considera que (a) el activo se encuentra inicialmente disperso en la matriz,
(b) al final del proceso de liberacién se alcanza la erosién completa de la matriz y (c) los fenémenos
ocurren principalmente en la direccién radial. Asi, el modelo propuesto por He et al. (2005) para

geometria esférica es:

M, D¢t D,
Pr = =6 —3—== +F
L= YRS A [

exp (ket — keTmax)
1+ exp (ket — keTmax)

(2.1)

donde @y, es la fraccién de activo liberado a tiempo ¢ [-], M; y My son la cantidad de activo liberada a
tiempo t y a t — oo [mol m~3], respectivamente, D; es el coeficiente de difusién del activo en la matriz
a tiempo t [m? s71], ¢ es el tiempo [s], Fi es un factor que tiene en cuenta la contribucién de la erosién
en el proceso de liberacién [-], k. es el coeficiente de aceleracién que describe la probabilidad de corte
de un sitio activado durante el intervalo de tiempo comprendido entre la generacién del oligémero y
su disolucién [s71] y Tiuax es el tiempo de maxima velocidad de erosién de la matriz [s]. F indica que
una fraccién del activo que originalmente se liberaba al medio a través de la difusién ahora es liberado
debido a la erosién de la matriz. k. es una medida de la facilidad relativa con la que se descompone
el polimero. T},5x es un valor descriptivo del tiempo promedio de erosién y estd relacionado con la
velocidad de escision de la cadena polimérica.

Los dos primeros términos de la Ec. (2.1) tienen en cuenta la contribucién de la difusién del activo
en la matriz y el efecto de la erosién sobre la difusiéon. Por un lado, los autores consideraron que
la liberacién del farmaco por difusién Fickiana puede ser descrita por las ecuaciones propuestas por
Baker y Lonsdale (1974) y Ritger y Peppas (1987). Estos términos surgen de resolver la ecuacién de
difusién de Fick para una esfera, considerando una condicién de concentracion de activo prescrita en su
superficie (concentracién constante), coeficiente de difusién constante y tiempo cortos (My/M, < 0,6)
(Anexo A.1). Por otro lado, el efecto de la erosién sobre la difusién del activo fue incluido al considerar
que el coeficiente de difusiéon aumenta en el tiempo debido a la escisiéon de la cadena polimérica que
constituye la matriz. Al respecto, los autores propusieron que la escisiéon de la cadena polimérica puede
ser descrita por una cinética de hidrélisis de primer orden autocatalizada. En base a esto, la variacion

del coeficiente de difusién del activo en el tiempo fue planteada segun,

D, = Dy exp (kst) (2.2)

donde Dy es el coeficiente de difusién inicial del activo [m? s™!] y ks es la constante de velocidad de
escisién de la cadena polimérica [s~1]. Esta constante est4 directamente relacionada con la reactividad
de los enlaces dentro de la cadena de polimero.

El tercer término de la Ec. (2.1) tiene en cuenta la contribucién de la erosién al proceso de
liberacién del activo. Este término describe a la erosién de la matriz como un proceso combinado de

ramificaciéon y terminacion de la descomposicién del polimero causada por la formacién de nicleos
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activados en la matriz. La degradacion de la matriz se inicia en estos niicleos debido a la hidrélisis del
polimero, generando oligémeros de diferentes pesos moleculares. Estos se forman en principio sobre
la superficie de la particula y se propagan hacia su interior, aumentando la porosidad del sistema.
La degradacién del polimero y la generacién de una estructura porosa facilita la disolucién de los

oligémeros de bajo peso molecular y del fairmaco encapsulado (Fitzgerald y Corrigan, 1993).

2.2.2. Modelo de Harland et al. (1988)
2.2.2.1. Descripcién del sistema

El sistema en estudio de Harland et al. (1988) consistié en una esfera porosa de radio R. Los autores
consideraron que las principales especies que conforman el sistema son el agua del medio circundante,
la matriz y un activo soluble en agua. Inicialmente el activo se encuentra disperso en la matriz (no
soluble). Sin embargo, cuando el sistema es puesto en contacto con un medio acuoso, el activo se

disuelve y difunde hacia el medio circundante a través de los poros de la matriz.

2.2.2.2. Modelo matematico

El modelo propuesto por Harland et al. (1988) fue obtenido a partir de un balance de materia
para el activo con diferentes condiciones de contorno. Estos autores consideraron que el proceso de
liberacién del activo depende de los fenémenos de disolucién/difusién acoplados (Ec. 2.3). Ademsds,
supusieron que (a) los principales fendmenos ocurren en la direccién radial, (b) la concentracién inicial
de activo (ca,) es mayor que su solubilidad en el sistema, (c) la matriz polimérica no se hincha ni
erosiona y (d) la variacién de R no es significativa durante el proceso de liberacién.

A _p, (LA
A\ or2 +r or

dca D%cy 2dca
ot

)—l—k(scs—cA) 0<r<R t>0 (2.3)
donde cy4 es la concentracién del activo [mol m~3], D4 es el coeficiente de difusién del activo en
la matriz [m? s71], r es la posicién radial [m], k es la constante de disolucién de primer orden que
caracteriza a la velocidad de disolucién del activo en ausencia de polfmero encapsulante [s7!], ¢ es la
porosidad del sistema [-] y ¢, es la concentracién de saturacién de activo en el sistema [mol m~3].
Por un lado, el primer término de la Ec. (2.3) describe la difusién del activo en los poros creados
en el sistema debido a la continua disolucién de activo. El coeficiente de difusion que caracteriza
a este fenémeno fue considerado constante. Por otro lado, el segundo término describe al proceso
de disolucion del activo. En la condicién en que la concentracion inicial del activo es menor que su

solubilidad en el sistema (ca < €cs), este término se desprecia y la Ec. (2.3) se reduce a la clasica

ecuacion de difusién de Fick.

38



Capitulo 2

La Ec. (2.3) fue resuelta teniendo en cuenta las condiciones iniciales y de contorno mostradas en
la Tabla 2.1. Las soluciones analiticas adimensionales para la condicién de sumidero perfecto (CSP)
y de resistencia convectiva externa finita a la transferencia de materia (CRF) estan dadas por las Ecs.
(2.8)-(2.9), respectivamente. La CSP implica considerar que el medio de liberacién del activo estd

caracterizado por un volumen infinito, es decir que la concentracién del activo en el medio puede ser

Tabla 2.1. Condicién inicial y condiciones de contorno para el modelo propuesto por Harland et al.

(1988).

Condicién inicial

CA=CAp 0<r<R t=0 (2.4

Condiciones de contorno

Condicion de simetria (CSP y CRF)

ea

5 =0 r=0 >0 (2.5

Condicion de sumidero perfecto (CSP)

ca=0 r=R t>0 (2.6)
Condicion de resistencia convectiva externa finita (CRF)

_DA%C: =h(cs—ca) r=R t>0 (2.7)

r=R

considerada igual a cero durante todo el proceso de liberacién. Ademads, en esta condicién se considera
que la resistencia convectiva externa a la transferencia de materia es despreciable (el coeficiente de
transferencia de materia h — oo) (Siepmann et al., 2012).

Solucién analitica para CSP,

o — My _ Gi (Dz' + n27r2) Di 7+ n’n? {1 — exp [— (Di + n27r2) 7']}
t (Di + n2n2)?

Solucion analitica para CRF,

Dz—|—042R2 Dit—a?R*{exp [~ (Di+a2R?) 1] — 1
(Di+ a2R?)?* [02R? + Bi (Bi — 1)]
donde Di es el nimero de disolucién/ difusién definido en la Ec. (2.10), n es el n-ésimo término de la

suma infinita, 7 es el tiempo adimensional definido en la Ec. (2.11), Bi es el nimero de Biot maésico
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definido en la Ec. (2.12) y «, es la n-ésima raiz de la Ec. (2.13). Por un lado, Di representa la
importancia relativa de los fenémenos de disolucién y difusién en el proceso de liberacion global. Por

otro lado, Bi relaciona la velocidad de transferencia de materia respecto a la velocidad de difusion.

Di=kR?/Dy4 (2.10)
T = Dt/ R? (2.11)
Bi=hR/D4 (2.12)
apRcot (apR)+ Bi—1=0 (2.13)

Harland et al. (1988) consideraron que, en los sistemas estudiados, el coeficiente de difusién del
activo es similar en la matriz polimérica y en el medio circundante. Por lo tanto y por simplicidad, los
autores asumieron un solo valor de coeficiente de difusién del activo (D4) en ambas fases y reempla-

zaron el Bi por el nimero de Sherwood (Sh, Ec. 2.14) en la Ec. (2.9).

Sh=hR/Dy4 (2.14)

2.2.3. Modelo de Wu y Brazel (2008)
2.2.3.1. Descripcién del sistema

Wu y Brazel (2008) consideraron un sistema de encapsulacién, inmerso en un medio acuoso, com-
puesto por un polimero inicialmente en estado vitreo, agua y un activo. El agua del medio puede
difundir hacia el interior del sistema de encapsulacién produciendo la relajacion del polimero, la va-
riacién del volumen del sistema y la liberacién del activo. Los autores consideraron un sistema de
geometria cilindrica. En la presente Tesis, el modelo propuesto fue extendido a un sistema de geo-

metria esférica y de radio inicial Ry.

2.2.3.2. Modelo matematico

Wu y Brazel (2008) propusieron un modelo para representar la liberacién de una droga desde una
matriz hinchable. Estos autores consideraron que los polimeros vitreos entrecruzados pueden relajarse
y alcanzar un estado gomoso por absorcién de un solvente termodinamicamente compatible. Esta
transicion de estado se produce cuando la concentracién de solvente en el polimero alcanza un valor
critico (c})). Es decir, la relajacién del polimero ocurre cuando la concentracién de agua en el polimero
cw alcanza un valor de ¢},. Debajo de este valor, dicha relajacién ocurre en una escala de tiempo mucho
mayor a la escala de tiempo de la difusién, por lo que resulta despreciable. Wu y Brazel (2008) se

basaron en las propuestas de Camera-Roda y Sarti (1990) y Grassi et al. (1998). Ademas, consideraron
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mezcla perfecta en la regién gomosa (¢, > ), que no hay expansién de volumen en la regién vitrea
(cw < ), que el volumen que ocupa el activo es despreciable y que los principales fendmenos tienen
lugar en la direccién radial r. En base a lo expuesto, los balances de materia para el agua y para el
activo estan dados por las Ecs. (2.15)-(2.16), respectivamente.

Agua (0 <r < Ry, t > 0):

Puw Ocy 10 (45,5 Ocw Pw O [ 9., Ocy
— = — — (2D ) + = (DL, 2.1
(pw —cw) Ot 120r <T v or * r2or \| Cwm gy (2.15)

Activo (0 <7 < Ry, t > 0):

aCA - 1 8 2 aCA CA 8011)
= (PP ) he s (210

donde R es el radio del sistema a tiempo ¢ [m], p, es la densidad del agua [mol m™3], DJ,, es el

coeficiente de difusién de agua en la matriz relacionado con el flujo Fickiano [m? s='], D, es el

w,m

2571, pw es un

coeficiente de difusién de agua en la matriz relacionado con el flujo no-Fickiano [m
factor de probabilidad de la absorcién de agua que representa qué tan rapido se relajan las cadenas
de polimero para acomodar la acumulacién de agua [-], D4, es el coeficiente de difusién del activo
en la matriz [m? s~!] y p, es la probabilidad de la expansién local de volumen [-].

En primer lugar, Wu y Brazel (2008) consideraron que los coeficientes de difusién del agua y del
activo en la matriz dependen de ¢, segin las expresiones propuestas por Camera-Roda y Sarti (1990)
y Grassi et al. (1998) (Ecs. 2.17-2.21). Ademas, los autores definieron las expresiones para py, y py

a través de la Ec. (2.22) y de las Ecs. (2.23)-(2.24), respectivamente.

D . = Du.s (2.17)
D;, . = Duexp =B (¢ — cu)] = D, Cw = €, (2.18)
Dy =0 Cw < Cpy (2.19)
D g = Dawexp [—03 (ci! — cw)] Cw = Cy (2.20)
Dgm =0 Cw < Cpy (2.21)
Puw = exp[(=A + ) Doy V' / (ViRo)?] (2.22)
py =1 Cw = o (2.23)
po=0 Cw < €, (2.24)

2

donde D,, 5 es el coeficiente de difusién de agua en la matriz seca [m s71], Dy, es el coeficiente de

auto-difusién del agua [m? s~ ci es la concentracién de agua en el equilibrio [mol m=3], D4, es el
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coeficiente de difusién del activo en agua [m? s71], Dy, ., es el coeficiente de difusién total del agua
(D = D{:,,m + Do) [m? s7!], X\ es una constante de relajacion y estd dada por la Ec. (2.25) [s],
A“? es la constante de relajacién para el hidrogel hinchado en el equilibrio [s], Vo y Vi son el volumen

inicial y el volumen a tiempo t del sistema [m?], respectivamente y 31 y 3 son constantes [m? mol~1].
A= X%exp [Ba (—cy + )] (2.25)

donde 3 es una constante [m* mol~!].

En segundo lugar, Wu y Brazel (2008) explicaron que cuando un hidrogel es sumergido en agua,
ésta ingresa a la matriz aumentando la movilidad de las cadenas poliméricas y disminuyendo su
temperatura de transicién vitrea. Cuando la concentracién de agua alcanza un valor critico cj, el
polimero se relaja y forma una capa gomosa. Este fenédmeno ocurre inicialmente en las regiones mas
externas del sistema y se va moviendo hacia el interior. Durante este proceso, las capas hinchadas se
expanden para acomodar la cantidad de agua que estd ingresando. En consecuencia, la regién vitrea
va disminuyendo su espesor hasta desaparecer mientras el volumen del sistema aumenta (Fig. 2.1).
Los autores propusieron que la evolucién del radio R; del sistema se puede estimar suponiendo que la
expansién de volumen solo se da en la regién gomosa y que el volumen del activo es despreciable. En

consecuencia,
Vi =Vo+ Vi — Vs (2.26)

donde V, es el volumen que ocupa el agua dentro del sistema [m?3] y V. es el volumen de agua que se

encuentra por debajo de ¢, [m?] y, en consecuencia, no contribuye al hinchamiento. Desarrollando la
Ec. (2.26) en coordenadas esféricas,

3 L ct R\ 1/
R; =R 1+/ r2Ydr — 2 1—(9> 2.27
' 0{ Ry Jr,  Puw Puw [ Ry (2.27)

donde Ry es el radio de la region del sistema que se encuentra en estado vitreo [m)].

Matriz en estado vitreo (Cw <c, )

Matriz en estado gomoso (CW >c, )

Medio circundante

Figura 2.1. Esquema de la variacién del tamano de particula debido a la absorcién de agua.
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En tercer lugar, para resolver el modelo propuesto, los autores consideraron las condiciones iniciales
y de contorno que se muestran en la Tabla 2.2.

En cuarto lugar, a partir de los perfiles locales de ¢, y ca, se obtuvieron los perfiles temporales de
la fraccién de agua absorbida promedio en el volumen (®,,) y la fraccién de activo liberado promedio
en el volumen (®y),

By = - <ﬁf>dv (2.28)

ce

1 CA >
b, =1— — — ) dV 2.29
L Vi /Vz (CA,O (229)

Tabla 2.2. Condicién inicial y condiciones de contorno para el modelo propuesto por Wu y Brazel

(2008).

Condicién inicial

Cw = Cuw 0<r< Ry t=20 (2.30)

CA = CAp 0<r< Ry t=0 (2.31)

Condiciones de contorno

Agua y Activo: condicion de simetria

dcy  Oca B

Agua: resistencia convectiva externa despreciable
Cow = I r=Ry t>0 (2.33)

Activo: condicion de sumidero perfecto

ca=0 r= Ry t>0 (2.34)
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Sistema en estudio

Los modelos matemaéticos descritos la Seccion 2.2 fueron empleados para ajustar datos de libe-
racién in vitro del sistema de encapsulacién disenado por Niizawa et al. (2019). El sistema consistié
en astaxantina (activo) encapsulada en una matriz de alginato de calcio (matriz encapsulante). A

continuacién se detallan las principales caracteristicas e importancia tecnolégica de estos compuestos.

2.3.1.1. Componente activo: astaxantina

La astaxantina es un subproducto metabdlico de varios microorganismos. Las fuentes mas comu-
nes de este compuesto son las microalgas Haematococcus pluvialis, levaduras Phaffia rhodozyma y
Xanthophyllomyces dendrorhous, desechos de crustaceos como camarones, bacteria Bacillus circulans,
Agrobacterium aurantiacum y también algunas plantas como Adonis sp. (Martinez-Delgado et al.,
2017). Sin embargo, la astaxantina para uso en alimentos es normalmente extraida de H. pluvialis
(Ambati et al., 2014).

Desde el punto de vista estructural, la astaxantina es un carotenoide xantéfilo de color rojo. Los
carotenoides son tetraterpenos constituidos por multiples unidades de isopreno con un anillo de ciclo-
hexano sustituido e insaturado en cada uno de los extremos. Son compuestos lipofilicos que interactiian
y se unen a las superficies hidrofébicas de las membranas celulares y son capaces de absorber luz y
capturar oxigeno singlete. Debido a que poseen 7 o mas enlaces dobles conjugados, tienen colores que
van del amarillo al rojo. Dentro de los carotenoides se encuentran las xantéfilas, que se distinguen de
los carotenos por contener oxigeno en sus anillos terminales (Martinez-Delgado et al., 2017).

Este compuesto representa un activo de interés debido a que posee mayor capacidad antioxidante
que la vitamina E y el S-caroteno y no muestra actividad pro-oxidante (Yamashita, 2013). Ademéds de
su aporte al color de un alimento, se ha demostrado que el consumo de astaxantina provee numerosos
beneficios para la salud, lo cual permite el diseno de alimentos funcionales sensorialmente atractivos
(Stachowiak y Szule, 2021). Sin embargo, debido a su estructura altamente conjugada e insaturada,
la astaxantina es inestable en las condiciones de procesamiento de alimentos y puede ser facilmente
degradada. En consecuencia, la degradacién de este compuesto produce la disminuciéon de su acti-
vidad biolégica y el alimento en el que fue incorporada pierde valor nutricional, ademds de color y
caracteristicas organolépticas (Martinez-Delgado et al., 2017). Asimismo, este compuesto presenta una
baja solubilidad en agua, lo que limita su uso en sistemas acuosos. Por esta razon, la encapsulacion
adecuada de la astaxantina previene su degradacién y facilita su manipulacién (Niizawa et al., 2019).

En la actualidad, el principal uso de la astaxantina es en la industria de alimentos para peces.
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Es uno de los principales pigmentos usados en acuicultura para la pigmentacién de salmén, trucha
y camarén. No obstante, durante los ultimos anos se ha extendido su uso a la industria cosmética,
nutraceudtica y de alimentos para el consumo humano. En algunos paises se ha usado para fortificar
alimentos y bebidas. Ademads, investigaciones cientificas han mostrado una influencia positiva de la
astaxantina sobre el color de la yema de huevos y en la piel y carne de pollos (Stachowiak y Szulc,
2021).

Respecto a la normativa para el empleo de astaxantina, la Food and Drug Administration (FDA)
de Estados Unidos aprobd su uso como colorante en animales y comida para peces, mientras que
la European Food and Safety Authority (EFSA) de la Unién Europea aprobd su uso en alimentos
destinados al consumo humano (Ambati et al., 2014). Esta udltima, estableci6 un indice de ingesta
diaria de astaxantina de 0,2 mg por kg de peso corporal por dia (14 mg dia~! para un adulto de
70 kg), ya sea por el consumo de pescados y crusticeos, suplementos dietarios u otras fuentes como
lacteos liquidos fermentados y no fermentados, productos fermentados de soja o bebidas de frutas

(EFSA Panel on Nutrition, Novel Foods and Food Allergens (NDA) et al., 2020).

Estructura quimica. Como se menciond previamente, la astaxantina se clasifica como un carote-
noide xantéfilo. Su nombre IUPAC es 3,3’-dihidroxi-3-5 caroteno-4,4’-diona (Rammuni et al., 2019),
mientras que su férmula molecular y masa molar son C4Hs204 v 596,84 g mol™!, respectivamente
(Martinez-Delgado et al., 2017).

La estructura molecular de la astaxantina estd compuesta por una cadena lineal de polieno y dos
anillos 8 terminales (Fig. 2.2). El sistema de 11 dobles enlaces conjugados determina su color rojo y
es responsable de su potencial antioxidante. Los anillos terminales contienen dos grupos funcionales
polares: un hidroxilo y un grupo ceto. La presencia de estos grupos es la caracteristica que diferencia
a la astaxantina del resto de los caroteniodes. Gracias a su estructura polar-no polar, este compuesto
puede unir su cadena hidrofébica de polieno dentro de la bicapa lipidica de las membranas celulares, y
localizar a sus anillos polares terminales cerca de su superficie. En consecuencia, la astaxantina presenta
una actividad antioxidante en sistemas lipidicos mucho mayor que otros carotenoides (Stachowiak y

Szulc, 2021).

Los dobles enlaces del polieno hacen que la astaxantina tenga cuatro isémeros geométricos (Fig.
2.3). Sin embargo, la mayoria de los carotenoides encontrados en la naturaleza son isémeros trans
debido a que usualmente son mas estables que los isémeros cis (Martinez-Delgado et al., 2017).

La molécula de astaxantina presenta dos carbonos asimétricos, localizados en las posiciones 3 y 3’
de los anillos de -ionona. Debido a esto, presenta tres estereoisémeros: 3R,3'R, 35,3’S y 3R,3’S (Fig.
2.4). Sin embargo, las formas 3R,3'R y 3S,3’S son las més abundantes en la naturaleza. Ademds,

los grupos hidroxilos ubicados en los carbonos asimétricos pueden estar o no esterificados con acidos
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Figura 2.2. Estructura molecular de la astaxantina (Martinez-Delgado et al., 2017).

grasos como el dcido palmitico, el dcido estedrico o el dcido linoleico (Martinez-Delgado et al., 2017).

La astaxantina es encontrada en la naturaleza como cualquiera de sus estereoisémeros, isémeros
geométricos, monoesterificada, diesterificada y libre. El contenido de cada una de las formas va a

depender de la fuente de la que fue extraida (Stachowiak y Szulc, 2021).

Solubilidad. La astaxantina presenta una solubilidad muy baja en agua (Stachowiak y Szule, 2021).
Sin embargo, es altamente soluble en solventes orgdnicos como acetona y acido acético. Ademas, la
solubilidad en medio acido de este compuesto aumenta de 10 a 20 veces respecto a condiciones de
pH neutras y bésicas (Kim et al., 2008). En la astaxantina extraida de H. pluvialis predomina el
isémero todo-trans-(3S,3’S)-astaxantina (Yuan y Chen, 1998). AK Scientific, inc. (2021) report6 una
solubilidad de 0,083 g L~! de este isémero en agua. Ademas, informé que la solubilidad de este

compuesto en cloroformo es de 6 y de 0,5 g L™! en dimetilformamida.

Estabilidad quimica. La astaxantina es altamente inestable debido a la presencia de grupos hidro-
xilo y ceto en su estructura, pero principalmente por el alto contenido de dobles enlaces conjugados en
la cadena de polieno. Los grupos hidroxilo y ceto tienden a hacer a la molécula inestable, especialmente
en condiciones alcalinas, mientras que la cadena de polieno es susceptible a la oxidacién, isomeriza-
cién y fragmentacion. Estas reacciones de degradacion provocan la pérdida de actividad bioldgica del
compuesto, la pérdida de color y la produccién de una serie de compuestos de bajo peso molecular
indeseables, similares a los obtenidos de la oxidacién de dcidos grasos (Martinez-Delgado et al., 2017).

Las reacciones de degradacién de la astaxantina son inducidas por el calor y la luz. Ademés, la
presencia de lipidos y acidos grasos insaturados pueden acelerar dichas reacciones. Por este motivo, es
importante seleccionar de forma adecuada el método para preservar la estabilidad de la astaxantina
segun la composicion del alimento en el que va a ser incluida y las condiciones de procesamiento a las

que va a estar expuesta (Martinez-Delgado et al., 2017).
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OH

Figura 2.3. Isémeros geométricos de la astaxantina. Estructura de la (a) todo-trans-astaxantina,
(b) 9-cis astaxantina, (c) 13-cis astaxantina y (d) 15-cis astaxantina (Liu y Osawa, 2007; Martinez-

Delgado et al., 2017).

Potenciales beneficios sobre la salud. El consumo de astaxantina tiene numerosos beneficios
sobre la salud debido a su elevada actividad antioxidante. Se ha demostrado que esta actividad an-
tioxidante es 10 veces mayor que la del fg-caroteno y 100 mayor que la de la vitamina E. Debido
a esto, se han realizado numerosas investigaciones que demuestran su potencial en la prevencién y
en el tratamiento de enfermedades asociadas con las especies reactivas del oxigeno, como el cancer,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades oculares, aterosclerosis y diabetes tipo 2. Ademads,

contrarresta la gastritis crénica tipo B, las tlceras pépticas y el carcioma gastrico. Asimismo, previene

47



Capitulo 2

(a) 0
\\\OH
5
NI
3
HOY
0
(b) o}
OH
S
NI
3
HO
0
(c) 0]
OH
>
XY YT
3
HOW
0

Figura 2.4. Estereoisémeros de la astaxantina. Estructura de la (a) 3R,3'R, (b) 3S,3’S y (¢) 3R,3’S

astaxantina (Stachowiak y Szulc, 2021).

los procesos fotooxidativos causados por la radiacién UV cuando es administrada oralmente o a través
de cremas, aceites o balsamos. Debido a esto, la astaxantina es un compuesto valorado en la industria
cosmética ya que previene el envejecimiento de la piel, reduce las manchas y la profundidad de las
arrugas y aumenta la elasticidad e hidratacién de la piel (Stachowiak y Szule, 2021).

Se recomienda un consumo diario en adultos de 4 — 12 mg de astaxantina para obtener sus beneficios.
Sin embargo, ensayos clinicos han demostrado que la astaxantina exhibe un efecto inmunomodulador
con un consumo diario de 2 mg. No se reportaron efectos pro-oxidativos por un consumo mayor a las
recomendadas (Stachowiak y Szulc, 2021).

En la Fig. 2.5, se resumen los potenciales beneficios para la salud asociados con el consumo de

antaxantina.

2.3.1.2. Componente de la matriz encapsulante: alginato

Los alginatos son un grupo de biopolimeros ampliamente investigado y utilizado en diversas areas
debido a su baja inmunogenicidad, baja toxicidad, un costo relativamente bajo y la capacidad de
formar geles estables e irreversibles (Ahmed, 2019; Bjornoy et al., 2016). En la industria de alimentos,

su uso fue implementado como espesante, agente gelificante, estabilizante, emulsionante, en forma de
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Brinda proteccién neurovascular ‘,/o-—‘#—"‘""'"l Reduce la fatiga ocular

Aumenta la respuesta inmune

Reduce la inflamacion gastrica,
la indigestion y la aparicidn de
Ulceras.

Mejora la salud cardiovascular

Reduce la toxicidad de la glucosa
en diabéticos y la inflamacion de
los rifiones.

Mejora la salud del higado y el
sindrome metabdlico

Aumenta la resistencia muscular,
previene el dafio y atrofia
muscular.

Aumenta la fertilidad

: L Mejora la circulacidn capilar
Previene el envejecimiento de la

piel

Figura 2.5. Potenciales beneficios para la salud asociados al consumo de astaxantina (Yamashita,

2013).

pelicula para cubrir y prolongar la vida 1til de alimentos frescos, y como material encapsulante tanto
de nutrientes como de microorganismos (Ahmed, 2019).

Desde el punto de vista quimico, los alginatos son polisacaridos aniénicos naturales que estan pre-
sentes como componentes estructurales en las paredes celulares de algas marrones (Phaeophyceae)
y como componente capsular de cepas bacterianas tales como Azotobacter y Pseudomonas. Comer-
cialmente se encuentran disponibles como sales de sodio, magnesio, potasio o amonio en forma de
filamentos, granular o en polvo. Generalmente son extraidos de las algas, aunque las sales provenien-
tes de las fuentes bacterianas son producidas en forma més controlada y tienen caracteristicas fisicas
y quimicas definidas. El peso molecular varia generalmente en un rango de 60 — 700 kDa y depende

fuertemente de la fuente de la que provienen (Ahmed, 2019; Lee y Mooney, 2012).

Estructura quimica. Los alginatos son copolimeros lineales formados por bloques de residuos de
a-L-guluronato (G) y de f-D-manuronato (M) (Fig. 2.6) unidos por enlaces glicosidicos (1,4). Los
bloques pueden estar constituidos por residuos consecutivos de G (bloques G: -GGGG-), residuos
consecutivos de M (bloques M: -MMMM-) y residuos alternados de M y G (bloques MG: -MGMG-)
(Fig. 2.7). Debido a la forma particular de los monémeros que los componen y la manera en que se
encuentran unidos, los bloques M, G y MG son sustancialmente diferentes. Especificamente, los bloques
G forman bucles, mientras que los bloques M tienen una disposicién méas extendida. En consecuencia,

las propiedades del alginato va a depender tanto de su peso molecular (grado de polimerizacién) como
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de la proporcion y la forma en que estédn unidos sus mondémeros. Esto ultimo es determinado por la

variedad de algas de la que fue extraido el alginato (Harris, 1990).

OH
"00C 0 HO oH
OH HO
OH
a-L-guluronato f-D-manuronato
(G) (M)

Figura 2.6. Estructura de los monémeros del alginato (Silva et al., 2017).
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Figura 2.7. Bloques de (a) poli-a-1,4-L-guluronato (-GGGG-), (b) poli-/3-1,4-D-manuronato
(-MMMM-) y (c) mondémeros aleatorios de MG (-MGMG-) (Silva et al., 2017).

Formacién de gel. Los alginatos son utilizados usualmente en forma de hidrogel. Los hidrogeles son

redes tridimensionales entrecruzadas formadas por polimeros hidrofilicos con un alto contenido de agua.

50



Capitulo 2

Los polimeros hidrofilicos pueden entrecruzarse fisica y/o quimicamente para formar los hidrogeles y
sus propiedades fisicoquimicas dependeran de ello, ademads de la densidad de entrecruzamiento y del
peso molecular y composicién quimica del polimero (Lee y Mooney, 2012).

Los hidrogeles de alginato se pueden obtener principalmente por entrecruzamiento iénico, covalente
o térmico (Lee y Mooney, 2012). Sin embargo, en la industria de alimentos la propiedad més valorada
de los alginatos es su capacidad de formar geles por entrecruzamiento iénico (Ahmed, 2019), mientras
que el entrecruzamiento covalente y térmico tienen mayores aplicaciones biomédicas (Lee y Mooney,

2012).

Entrecruzamiento i6nico. El método mas comun para preparar hidrogeles mediante una solucién
acuosa de alginato es combinar dicha solucién con un agente de entrecruzamiento iénico (Lee y Mooney,
2012). Los agentes de entrecruzamiento mas comunes son cationes divalentes, tales como el Ca?*, Co?*,
Cu?t, Mn?*, Ni?*, entre otros (Li et al., 2017). Se ha demostrado que segmentos de cadena de bloques
G se unen selectivamente a iones divalente en un sitio de unién compuesto por COO~, O(5) y O(4)
de una cadena y O(2) y O(3) de la cadena precedente (Smidsred, 1974). Debido a la forma de la
estructura que forman los bloques G y el cation, se la denomina modelo de entrecruzamiento caja
de huevos (Fig. 2.8) (Silva et al., 2017). La afinidad del alginato hacia diferentes iones divalentes
decrece en el siguiente orden: Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > Mn. Sin embargo,
el ion Ca’T es el agente de entrecruzamiento més utilizado debido a a que no presenta toxicidad y a
su bajo costo. El entrecruzamiento del alginato con calcio puede ser realizado principalmente por dos
métodos: método de gelificacién externa o difusién y método de gelificacion interna. En el método de

gelificacién externa, los iones difunden dentro de la solucién de alginado desde un reservorio exterior.

En el método de gelificacion interna, la fuente de iones es colocado dentro de la solucién de alginato
y la liberacién de cationes es controlada por la solubilidad de la fuente de iones o el pH (Silva et al.,
2017). El compuesto mas empleado como fuente de Ca?* es el cloruro de calcio (CaCls) debido a
su alta solubilidad en soluciones acuosas (método de gelificacién externa). Sin embargo, el sulfato de
calcio (CaSQy) y el carbonato de calcio (CaCO3) también son usados como fuente de Ca?* cuando se
requiere una velocidad de gelificacién lenta, debido a la baja solubilidad de estas sales en agua pura
(método de gelificacion interna) (Lee y Mooney, 2012; Silva et al., 2017).

La estructura de los geles de alginato obtenidos por entrecruzamiento iénico, va a depender de la
proporcién de bloques G de las cadenas de alginato y de su disposicion dentro de las mismas, por lo
tanto las propiedades de los geles de alginato formados por entrecruzamiento iénico dependen fuerte-
mente de la estructura quimica del polimero. Geles con un mayor contenido de residuos G exhibiran
mayor dureza que aquellos que tengan un menor contenido (Lee y Mooney, 2012). Ademas, las propie-

dades fisicas de los geles de alginato, tales como la porosidad, el volumen de agua, la esfericidad y la
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1 C32+ ,/’

(b) ’,’// ——————

/\/\/\/\/(\ . a2+o o ca2+-
N\

Figura 2.8. (a) Cadenas de alginato en solucién. (b) Modelo de entrecruzamiento caja de huevos.

(c) Interaccién de los bloques G del polimero con cationes Ca?* (Silva et al., 2017).

elasticidad, van a ser influenciadas también por el agente y el método de entrecruzamiento seleccionado

(Silva et al., 2017).

Estabilidad de geles de alginato en las condiciones del tracto gastrointestinal. Como se
mencioné previamente en la Seccién 1.2, uno de los principales objetivos de la encapsulacion en la
industria de alimentos es prevenir la degradacion de activos alimentarios y aumentar su estabilidad y
biodisponibilidad. La biodisponibilidad, se define como la porcién de ingredientes ingeridos que entra al
sistema circulatorio y esta accesible para los procesos biolégicos. Esta depende de la bioaccesibilidad,
que se define como la porciéon del ingrediente activo que es liberado desde el alimento dentro del
tracto gastrointestinal (TGI) para ser absorbido en el intestino delgado (Boostani y Jafari, 2021).
Debido a esto, es importante conocer el comportamiento del material encapsulante en las condiciones
predominantes del TGI.

En la Fig. 2.9, se muestran las condiciones de pH y tiempos de residencia aproximados durante el
proceso de digestién de alimentos en las partes mas importantes del TGI. Hoad et al. (2009) y Rayment
et al. (2009) realizaron ensayos in vitro e in vivo con el objeto de evaluar el comportamiento de
particulas de alginato durante su proceso de digestion. Estos autores no reportaron el comportamiento
de las particulas en el tramo boca-estémago, sin embargo notaron que las mismas llegaron intactas
al estomago. Alli, las particulas se contrajeron disminuyendo su tamafio y aumentando la densidad

del gel. Esto estarfa asociado a la elevada acidez del medio (pH ~ 2 luego de ingerir un alimento)
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que produciria la protonacion de los grupos carboxilicos del alginato y una reduccién de la repulsion
electroestatica. Ademas, a bajos valores de pH, los iones calcio se disocian y los grupos carboxilicos
protonados de cadenas de alginato adyacentes se unen a través de puentes de hidrégeno, generando
un gel acido més denso y menos poroso que el inicial. De esta manera, las particulas alcanzan las
condiciones intestinales. Los autores reportaron que alli las particulas se hincharon y el gel se hizo mas
poroso y débil. Esto pudo deberse a un aumento de las fuerzas repulsivas por un valor de pH mayor al
pKa de los mondémeros del alginato (pH ~ 6,5 — 7,5 ). Después de un tiempo, los autores observaron
que las particulas comenzaron a disolverse. Esto estaria asociado al aumento de la concentracién de
iones monovalentes en el medio que desplazarian a los cationes de entrecruzamiento dentro del gel,
produciendo la disociacién de las cadenas de alginato y disolucion del gel. Los autores notaron que al
final de la fase intestinal la mayoria de las particulas de alginato de los ensayos in vivo y todas las

particulas de los ensayos in vitro se habian desintegrado.

Boca
Masticacion y mezcla con saliva

t,.s: de 10 sa2 min
pH: 5-7
Involucra: saliva,

enzimas (amilasa, lipasa lingual)

Estdmago
Procesamiento mecdnico y enzimdtico

tes:15mina3h
pH: 1-5
Involucra: enzimas (lipasa gastrica),

HCL, pepsina

Colon
Fermentacion microbioldgica y
reabsorcion de agua

Intestino delgado
Reduccion de macromoléculas y
absorcion de nutrientes

te:12a24h tes:2a5h

pH: 5-7 pH: 6-7,5

Involucra: microbiota Involucra: jugo pancredtico, bilisy
NaHCO,

Figura 2.9. Procesos, condiciones y tiempos de residencia promedio (t,.s) de las principales regiones

del tracto gastrointestinal (TGI) (Guerra et al., 2012).

Una consecuencia del comportamiento de las particulas de alginato detallado en el parrafo anterior,
es su utilidad como material encapsulante en sistemas de encapsulaciéon cuyo activo deba liberarse

durante la fase intestinal del proceso de digestion.

2.3.2. Obtencion del sistema en estudio

El sistema de encapsulacién que se usé como referencia en esta Tesis forma parte de la linea de
investigacion experimental del grupo de trabajo en el tema de encapsulacién. Las condiciones de

encapsulacién y las experiencias de liberacién in vitro fueron presentadas por Niizawa et al. (2019). A
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continuacién, se detallan los aspectos experimentales que son necesarios para la validacién y anélisis

de los modelos matemaéticos de la presente Tesis.

2.3.2.1. Materiales

Astaxantina extraida de H. pluvialis obtenida de la Coleccién de Cultivos de Algas de la Univer-
sidad de Buenos Aires. Alginato de sodio de baja viscosidad (Kelco, Atlanta, USA), polisorbato 80,
etanol absoluto, etil acetato, NagHPO,4, NaH2PO,4, NaCl, HC]l, NaOH (Cicarelli Reagents S.A., San-
ta Fe, Argentina), aceite de soja (AGD, Cérdoba, Argentina), CaCly.2H20 (Anedra, Buenos Aires,
Argentina).

2.3.2.2. Obtencién de particulas de astaxantina/alginato

Las particulas de astaxantina/alginato fueron obtenidas mediante la técnica de gelificacién iénica
externa. La astaxantina fue encapsulada como oleorresina en aceite de soja debido a su baja solubilidad
en agua (Seccién 2.3.1.1). La metodologia consistié en obtener una dispersién homogénea de alginato
de sodio, oleorresina y emulsionante (polisorbato 80) con un homogeneizador UltraTurrax T25 Basic
(IKA, Staufen, Alemania). Luego, esta dispersién fue goteada dentro de una solucién agitada de
CaCly con un agitador IKA C-Mag HS7 (IKA, Staufen, Alemania). El goteo se realizé con una bomba
peristaltica ISCO Serie Wiz 1610-004 (ISCO, Lincoln, USA) a 0,37 mL min~! y con una aguja de
22G. En la Fig. 2.10, se muestra el sistema de goteo utilizado. Finalizado el goteo de la dispersion,
las particulas se mantuvieron en agitacion en la solucién de CaCly durante 30 min. Finalmente, las
particulas fueron filtradas, lavadas y secadas a 25 °C durante 2 h en una estufa TDC60 Tecno Dalvo
(Tecno Dalvo, Santa Fe, Argentina) para eliminar el exceso de agua. En la Tabla 2.3, se muestra la

formulacion de las particulas.

Tabla 2.3. Formulacién de las particulas de astaxantina/alginato.

Variable Unidad Valor
Concentracion de CaCly mM 250
Concentracion de oleorresina pg mL~t 60
Alginato/oleorresina viv 3
Concentracién de alginato % m:m 2

Concentracién de emulsionante % m:m 2
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Figura 2.10. Sistema utilizado para la obtencién de astaxantina encapsulada en una matriz de algina-

(b)

to de calcio. 1. Contenedor de la emulsién alginato/oleorresina/emulsionante. 2. Bomba peristéltica.
3. Aguja de goteo. 4. Contenedor de la solucién de CaCls. 5. Sistema de agitacién de la solucién de
CaCly. (a) Solucién de alginato de Na conteniendo oleorresina astaxantina/aceite emulsificada. (b)

Solucién de CaCly conteniendo particulas de oleorresina/alginato de calcio.

2.3.2.3. Liberacion in vitro de astaxantina desde particulas de alginato

La liberacién in vitro de astaxantina desde particulas de alginato fueron llevadas a cabo en condi-
ciones intestinales simuladas. El medio de disolucién fue una solucién de buffer fosfato de 0,05 M y pH
7,4. Las condiciones de temperatura de 37,0+0,5 °C y agitaciéon de 100 rpm fueron obtenidas mediante
un bano térmico Dubnoff digital (Vicking, Buenos Aires, Argentina). Una cantidad determinada de
particulas fue colocada en el fluido intestinal simulado y mantenidas durante diferentes intervalos de
tiempo (300, 600, 900, 1800, 3600, 7200, 10800 y 14400 s). Las experiencias fueron llevadas a cabo
por duplicado en 5 corridas independientes. Luego del tiempo de extraccién, se agregd etil acetato a
cada muestra y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min en una centrifuga Gelec modelo G-142
N° A04381 (Gelec, Buenos Aires, Argentina) con la finalidad de separar las particulas de alginato
remanentes de la fase organica. El sobrenadante fue usado para determinar la astaxantina liberada
desde las particulas. La concentracién de astaxantina fue determinada usando un método espectrofo-
tométrico derivativo de primer orden. La lectura se realizé en un espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) en el rango de longitud de onda entre 400 — 700 nm.
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2.3.3. Ajuste a los datos experimentales

Los modelos de He et al. (2005), Harland et al. (1988) y Wu y Brazel (2008) fueron ajustados a los
datos experimentales de liberaciéon de astaxantina. Para ello, se utilizé la funcién nonlin_curve fit del
paquete de optimizacién de GNU/Octave 6.2.0. La bondad del ajuste obtenido fue evaluado mediante
el error absoluto promedio porcentual (EAPP),

1 Drr

2.35
Dips (2.35)

J
100
EAPP = —

donde J es el nimero de datos experimentales y ®;7; y ®rg; son los j-ésimos valores téoricos y
experimentales de la fraccion de activo liberado promedio en el volumen, respectivamente. En general,
valores del EAPP menores al 10 % sugieren que el ajuste es altamente preciso, mientras que valores
entre 10 — 20 % son considerados buenos, entre 20 — 50 % son considerados aceptables y valores mayores
al 50 % son considerados ajustes imprecisos (Montano Moreno et al., 2013).

Los cédigos de implementacion de los modelos de He et al. (2005) y Harland et al. (1988) se muestran
en los Anexos A.2-A.4. Las simulaciones se llevaron a cabo en una computadora Intel Core i5 7200
de 2,70 GHz con 8 GB de RAM. Los modelos tardaron aproximamente 0,5 s en converger. El cédigo
de implementacién del modelo de Wu y Brazel (2008) se muestra en el Anexo A.5. Este modelo fue
discretizado usando un método de diferencias finitas centradas para las derivadas respecto a la posicién
y adelantadas para las derivadas respecto del tiempo. Se usé un método de resolucién explicito (Anexo
A.6). El radio de particula fue dividido en P = 200 segmentos y el paso del tiempo considerado fue
de At = 6 x 10~* 5. Se consideré que el espesor del paso radial (Ar = R;/P) puede variar ante una
variacion en el volumen del dominio en estudio. En el Anexo A.7, se muestran los resultados de
un test de independencia de malla. Estas simulaciones se llevaron a cabo en el cluster Pirayu. Este
cluster estd compuesto por 35 nodos (procesadores Intel(R) Xeon(R) E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB)
que conforman un total de 720 cores y 4,48 TB de memoria (Piray1, 2021). El modelo tardé 76 h en

converger.

2.3.3.1. Determinacién y adopcién de los valores iniciales de los parametros de los mo-

delos

El radio de particula R fue estimado experimentalmente. Dado que la funcién nonlin_curvefit
requiere un valor inicial de los pardmetros del modelo para comenzar a iterar, estos fueron obtenidos

de la literatura (D, Dy), adoptados (ks, Fg, ke, Tmax, k, XY, ¢, B1, B2, B3, Daw, Dw,s) 0 estimados
(h).
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Determinacién del tamano de particula (R). El tamano de particula fue medido por andlisis de
imagen de al menos 50 microparticulas por imagen (Niizawa et al., 2019). Para cada una de 5 corridas
independientes se obtuvo la distribucién del radio de particula y se calculé la moda del radio (R,,), el
radio promedio (R)) y el radio correspondiente al momento medio de area superficial (R32). El R,,
se define como el radio correspondiente a la mayor frecuencia de ocurrencia. E1 R, y el R32 fueron

calculados segun las Ecs. (2.36)-(2.37), respectivamente (Rawle, 2003).

Z
>R
_ z=1

R, = 2.36
P 7 ( )
z
> R
Ryp = =1 (2.37)

Z
DR
z=1
donde R, es el radio de la particula z [m] y Z es el nimero total de particulas.

Estimacién del coeficiente de transferencia superficial de materia (h). Para estimar los
valores de h, se usaron las expresiones propuestas por Welty et al. (2015) para una esfera dentro de

una corriente liquida.

Sh = (4 +1,21Pe2/3)1/2 Pe < 10000 (2.38)

Sh =1,01Pe!/3 Pe > 10000 (2.39)

donde Sh fue definido en la Seccién 2.2.2 como el nimero de Sherwood (Ec. 2.14) y Pe es el nimero

de Peclet considerando un D4 igual en ambas fases (Harland et al., 1988),

Vood

Pe = >=
e D

(2.40)

donde v, es la velocidad del fluido exterior [m s7!] y d es el didmetro de particula [m].

2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Datos experimentales de la liberacion de astaxantina
2.4.1.1. Fraccion de astaxantina liberada desde una matriz de alginato

En la Tabla 2.4, se muestra el valor promedio de la fraccién de astaxantina liberada (®r, ) desde
un sistema de encapsulacién astaxantina/alginato de calcio en condidiciones intestinales simuladas.
Los valores mostrados corresponden al promedio de 5 corridas independientes realizadas por duplicado

(Anexo A.8).
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2.4.2. Ajuste de datos experimentales
2.4.2.1. Determinacion del tamano de particula

El radio de particula presenté una distribucién aproximadamente gaussiana (Anexo A.9). Los
valores promedio obtenidos de R,,, R,, y R32 se muestran en la Tabla 2.5. Se consideré a R,, como

el estimador méas apropiado para R.

Tabla 2.4. Valores experimentales de la fraccién de astaxantina liberada (®7, ) a distintos tiempos
en condiciones intestinales simuladas. (pH 7,4, T' = 37 °C). La desviacién esténdar fue calculada a

partir de 5 corridas independientes realizas por duplicado.

t [min] t[s] @pp []

5 300 0,045 £ 0,023
10 600 0,095 £ 0,013
15 900 0,186 £ 0,027
30 1800 0,354 £ 0,025
60 3600 0,475+ 0,046
120 7200 0,674 +0,014
180 10800 0,826 £ 0,072
240 14400 0,924 £ 0,052

Tabla 2.5. Valores promedio de los estimadores propuestos del radio de particula (R).

Estimador Valor

de R (1073) [m]

Rp, 1,02
R, 1,03
Rso 1,03
SD 0,05

2.4.2.2. Determinacion de los valores iniciales de los parametros de los modelos

En la Tabla 2.6, se muestran los valores de inicializacion de los parametros de los modelos. Los
valores iniciales de Dy y D4 fueron obtenidos de la literatura. Los pardmetros ks, Fp y ke fueron
adoptados considerando el rango de valores obtenidos por He et al. (2005) para una amplia gama

de sistemas de encapsulacién. El valor de Ty 4 fue adoptado en el orden de magnitud del tiempo
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méaximo de simulacién. El valor de k fue adoptado en el orden de magnitud reportado por Harland
et al. (1988) y h fue estimado. Los parametros \°?, ¢}, 81, B2, B3, Daw y Dy s fueron adoptados en
base a los valores reportados por Wu y Brazel (2008) para un sistema encapsulado-encapsulante de

proxifilina-polivinil alcohol. Se usé un valor de cg! = 5,48 x 10* mol m™3 correspondiente a geles de

2 1

pectina de bajo metoxilo y de agar (Chiarappa et al., 2018), y un valor de D,, = 2,9 x 107 m? s~

(Holz et al., 2000).

Tabla 2.6. Valores iniciales de los pardmetros del modelo de He et al. (2005), Harland et al. (1988)
y Wu y Brazel (2008).

Modelo Parametro Unidades Valor Fuente
Dy m? 57! 2,03 (£0,01) x 10719 Karki et al. (2016)
ks s1 1x1077 Adoptado

He et al.

Fg - 0,5 Adoptado

(2005)
ke g1 1x10° Adoptado
Tinax S 15000 Adoptado
D m? s~ ! 2,03 (£0,01) x 10719 Karki et al. (2016)

Harland et al.

k s1 1x1073 Adoptado

(1998)

h m st 7,20 (£0,02) x 1076 Estimado
A S 264 Adoptado
e mol m™3 0,3 ¢3! Adoptado
51 m3 mol™' 54 x107° Adoptado

Wu y Brazel
B m?3 mol™! 3,6 x 107 Adoptado

(2008)

B3 m3 mol™' 1,6 x 107 Adoptado
D4 m? s~ ! 8,33 x 10710 Adoptado
Dy.s m? s 0,001 D,, Adoptado

Estimacién del coeficiente de transferencia superficial de materia (h). Este pardmetro fue
estimado a partir de las Ecs. (2.38)-(2.40) con d = 2,038 (0,100) x 10~3 m, correspondiente a la
moda del didmetro de particula (Tabla 2.5), D4 = 2,03 (£0,01) x 10719 m? s~ (Karki et al., 2016)
y un valor de vo, = 3,60 (£0,04) x 1072 m s~! estimado experimentalmente. Con estos valores, se
obtuvo Pe = 3,60 (0,04) x 10°, Sh = 72,20 £+ 0,24 y un valor de h = 7,20 (£0,02) x 107% m s~!. En

el Anexo A.10, se muestra la metodologia empleada para estimar vy y h.
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2.4.2.3. Ajuste del modelo de He et al. (2005) a los datos experimentales

En la Tabla 2.7, se muestra el valor de los pardmetros del modelo propuesto por He et al. (2005)
obtenidos para el sistema astaxantina/alginato. El valor de FAPP obtenido fue de 35,8 %, por lo

tanto se puede considerar que el ajuste fue aceptable (Montano Moreno et al., 2013).

Tabla 2.7. Valores de los pardmetros del modelo de He et al. (2005), Harland et al. (1988) y Wu y
Brazel (2008) obtenidos del ajuste.

Modelo Parametro Unidades Valor EAPP [%]
Dy m? s~ 4,57 x 10712
ks s 9,59 x 1075
He et al.
Fg - 0 35,8
(2005)
ke s~1 0
Tmax S 22758
Condicion de sumidero perfecto (CSP)
Dy m? s~ ! 6,00 x 10712
38,7
s~1 5,78 x 107°

Harland et al.
Condicion de resistencia convectiva externa finita (CRF)

(1998)
Dy m? s~ 8,51 x 10712
k s~! 474 %1076 17,6
h m s ! 8,33 x 1076
ed s 1314
cr mol m~3 0,9 cif
b1 m? mol™! 6,84 x 107°
Wu y Brazel
Bo m? mol™! 2,68 x 107 49,2
(2008)
B3 m?3 mol™' 4,14 x 107°
Daw m? ™! 9,27 x 10712
Dy s m? s~ ! 0,001 Dy,

En primer lugar, se observa que el valor de Frg obtenido del ajuste es igual a cero. Esto significa
que el término del modelo asociado con la erosién (tercer término de la Ec. 2.1) se hace nulo. Por lo
tanto, el efecto de la erosion sobre el proceso de liberacién de astaxantina seria despreciable frente al
efecto del mecanismo de difusién. Sin embargo, la erosién también se incluyé en el modelo a través
del pardametro ks. Este parametro considera el efecto de la erosién sobre el coeficiente de difusion del

compuesto encapsulado (Ec. 2.2). En la Fig. 2.11, se muestra el efecto que produce ks sobre un
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perfil puramente difusivo obtenido con un valor de D = Dy (Tabla 2.7). Se observa que si no se
considerase el efecto de la erosion, la liberacién del activo serfa mas lenta y a ¢ = 14400 s el valor de
®;, seria aproximadamente 32 % menor. Sriamornsak et al. (2007) estudiaron el comportamiento de
particulas de metronidazol encapsulado en una matriz de alginato de calcio en medios con diferentes
pH. El metronidazol es un compuesto ampliamente utilizado como antiparasitario y antibacteriano
de peso molecular igual a 171,15 g mol~!. Por un lado, estos autores reportaron que a pH cercanos
a la neutralidad, las particulas experimentaban pérdida de masa debido a la erosién de la matriz.
Esto coincide con el comportamiento del alginato reportado por Hoad et al. (2009) y Rayment et al.
(2009) detallado en la Seccién 2.3.1.2. Por otro lado, Sriamornsak et al. (2007) observaron que el
proceso de liberacién del metronidazol era mas rapido en condiciones cercanas a la neutralidad. Esto
estarfa asociado al efecto que ejerce la erosién sobre el proceso global de liberacién del compuesto
encapsulado, ya que el metronidazol es un compuesto poco soluble en agua pero soluble en soluciones
acidas (PubChem, 2021).

En segundo lugar, los valores de ke y Tiax obtenidos del ajuste (Tabla 2.7) no influyen en el
resultado final. Esto se debe a que Fr = 0 anula el término en que se encuentran estos parametros.

En tercer lugar, el valor de Dy obtenido del ajuste (Tabla 2.7) se encuentra en el orden de

magnitud reportado por Cussler (2009) para moléculas difundiendo en polimeros. Ademas, varios

1
08 1
— 06 | :
© 04 [ ]
He et al. (2005) |
0,2 Difusion ]
O Experimental
0 O 1 [T S R IRl SR T T SN S T 1
0 3 6 9 12 15

t (10%) [s]

Figura 2.11. Datos experimentales y perfil tedrico de la fraccién de astaxantina liberada (®r) obte-

nido con el modelo de He et al. (2005).

autores determinaron un valor de coeficiente de difusién de la astaxantina en diferentes medios. Por
un lado, Colin-Chavez et al. (2013) determinaron el coeficiente de difusién de astaxantina difundiendo
a través de un film monocapa de polietileno de baja densidad y de un film bicapa de polietileno de
alta densidad/polietileno de baja densidad. Los films fueron puestos en contacto con un simulante de
alimento graso (solucién de etanol al 95 %). El coeficiente de difusién de la astaxantina a 30 °C fue de

7,40 (£0,00) x 1075 m? s~! y 5,59 (£0,07) x 10715 m? s~! en el film monocapa y en el film bicapa,
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respectivamente. Por otro lado, Karki et al. (2016) estimaron un valor de 2,03 (£0,01) x 1071 m?
s71y 1,8 (£0,3) x 10719 m? s~! para la astaxantina difundiendo en agua y etanol, respectivamente.
Estos valores fueron obtenidos en forma tedrica a través de simulaciones de dindmica molecular. Para
ello, los autores consideraron a una tnica molécula de todo-trans-astaxantina con sus dos carbonos
asimétricos en configuracién R (Fig. 2.4) difundiendo a través del solvente, una temperatura de 300
K y una presién de 1 bar.

En la Fig. 2.11, se muestran los datos experimentales de liberacién de astaxantina y la curva
tedrica obtenida del ajuste. Se observa que la curva obtenida con el modelo se desvia de la forma de
la curva experimental a t < 900 s y ¢ > 10800 s. En ambos casos los valores tedricos son mayores
que los experimentales. Esto puede deberse a que a valores de t chicos, el modelo propuesto por He
et al. (2005) considera que la liberacién del activo sigue una cinética tipo Fick. Esto es, hasta ¢ ~ 900
s, la curva tedrica obtenida con el modelo de He et al. (2005) coincide con la curva obtenida con el
modelo puramente difusivo. Adicionalmente, la desviacién observada a valores de t grandes se puede
deber a que el modelo fue desarrollado partiendo de la ecuacién de difusién a través de una esfera que

considera coeficiente de difusién constante y tiempos cortos (M;/My < 0,6) (Seccién 2.2.1).

2.4.2.4. Ajuste del modelo de Harland et al. (1988) a los datos experimentales

En la Tabla 2.7, se muestra el valor de los pardmetros de los modelos propuestos por Harland
et al. (1988) obtenidos para el sistema astaxantina/alginato. El valor de EAPP obtenido fue de 38,7 %
para el modelo CSP y 17,6 % para CRF. Por lo tanto, se puede considerar que el ajuste fue aceptable
en el primer caso y bueno en el segundo (Montano Moreno et al., 2013).

Por un lado, los valores de D4 obtenidos con ambos modelos se encuentran en el mismo orden de
magnitud que el obtenido con el modelo de He et al. (2005). Por otro lado, el k obtenido con el modelo
CSP es un orden de magnitud mayor que el obtenido con el modelo CRF. Esto significa que en el
primer caso el activo se estaria disolviendo més rédpido que en el segundo caso (Peppas, 1983). Peppas
(1983) propuso un rango de valores para k entre 1 x 107* s7! y 5 x 1073 s~!. Gurny et al. (1982)
reportaron un valor de 1,7 x 1073 s~! para la disolucién de cloruro de potasio en agua en un medio
estanco. Este compuesto presenta una solubilidad en agua de 357,3 g L~=! a 26°C (Sunier y Baumbach,
1976). Es decir que el KCl es altamente soluble en agua (U. S. Pharmacopeia, 2021) y resulta esperable
que se disuelva rapidamente. En cuanto a la astaxantina, debido a que es practicamente insoluble en
agua (Seccién 2.3.1.1), valores de k pequenos resultan razonables.

Respecto al coeficiente de transferencia superficial de materia (h), se estimé un valor tedrico de
1,73x 107 m s=! (Anexo A.11). Este valor es ligeramente menor que el obtenido del ajuste (Tabla

2.7). Esto puede deberse a agitaciones y ondas no consideradas en la estimacién del valor tedrico
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(Treybal, 1988).

En la Fig. 2.12, se muestra el perfil de liberacién de astaxantina obtenido experimentalmente y
los perfiles tedricos obtenidos con los modelos propuestos por Harland et al. (1988). Se observa que el
perfil teérico obtenido con el modelo CRF ajusta mejor a los datos experimentales en todo el rango
de tiempo. Esto puede deberse a que el modelo CSP tiene implicito un valor de h tendiendo a infinito.
Esta condicién no es esperable en el caso particular de astaxantina difundiendo a través de una matriz
de alginato de calcio hacia un medio acuoso. Esto puede explicarse a través de la Ec. (2.41). Esta
expresién fue obtenida a través de la combinacién de la Ec. (2.39) y la Ec. (2.14). Por un lado, los

2/3
A

parametros que més afectan al valor de h son D4 y R. Aqui, h es proporcional a D/ e inversamente

proporcional a R%/3 . Sin embargo, en el sistema en estudio es esperable un valor de D menor a R
en varios 6rdenes de magnitud. Por otro lado, h es proporcional a v¥3. No obstante, debido a que el
modelo representa la liberacion in vitro del activo, la v, maxima estimada en el tracto gastrointestinal

es de 0,04 m s~ (Mohr y Steffen, 2011). En consecuencia, se esperaria que el valor de h en el sistema,

en estudio sea finito y tenga un valor pequeno.

1/3 2/3
h=1,01 (%’O) / (%) (2.41)

1 1 .
08 | ] 08 | ]
— 06 | ] — 0,6 F ]
S 04 1 ©o4 ]
— Harland et al. (1988) 1] - Harland et al. (1988) 1]
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Figura 2.12. Datos experimentales y perfil tedrico de la fraccién de astaxantina liberada (®r) obte-
nido con el modelo de Harland et al. (1988). (a) Condicién de sumidero perfecto. (b) Condicién de

resistencia convectiva externa finita.

Finalmente, es necesario resaltar que los modelos propuestos por Harland et al. (1988) fueron
planteados bajo las suposiciones de que el activo encapsulado es soluble en agua y que la matriz no
se erosiona. En este sentido, a pesar de que los ajustes obtenidos resultaron aceptables, no describen
la fisica del sistema astaxantina/alginato. Esto se debe a que, como se mencioné previamente, la
astaxantina es practicamente insoluble en agua (Seccién 2.3.1.1) y la matriz de alginato se erosiona

en las condiciones experimentales estudiadas (Seccién 2.3.1.2).

63



Capitulo 2

2.4.2.5. Ajuste del modelo de Wu y Brazel (2008) a los datos experimentales

En la Tabla 2.7, se muestra el valor de los pardmetros del modelo propuesto por Wu y Brazel
(2008) obtenidos para el sistema astaxantina/alginato. El valor de EAPP obtenido fue de 49,2 %. Por
lo tanto, se puede considerar que el ajuste no fue bueno (Montanio Moreno et al., 2013).

El valor ajustado de A\®? fue de 1314 s. Sin embargo, en la literatura se reportaron tiempos de
relajacién para el alginato de calcio en torno a los 10 s (Zhao et al., 2010). El efecto del tiempo de
relajacion de la matriz puede ser analizado a través de un indice del caracter no-Fickiano del flujo de

agua (Rg) y del nimero de Deborah (De) (Grassi et al., 1998),

Dy
A
De=——_ 243
© /D) .

Por un lado, un valor de R4 = 1 significa que el flujo de agua sigue una cinética tipo Fick. Cuanto
més alejado se encuentre Ry de 1, mayor serd la desviacién del flujo de agua de la cinética tipo Fick.
Por otro lado, De se define como la relacién entre el tiempo caracteristico relajaciéon de la matriz
y el tiempo caracteristico de difusion de agua. Si De < 1, la relajacién de la matriz se produce
instantdneamente. Por el contrario, si De > 1, la relajacién de la matriz ocurre a tiempos muy largos.
Mientras que si De = 1, los fenémenos de relajacion y de difusiéon de agua ocurren en la misma escala
de tiempo. Para el sistema en estudio se obtuvo R4 ~ 1000 y De = 3,7. Estos valores fueron calculados
a partir de Dy, y de A°? obtenidos del ajuste (Tabla 2.7), D,, obtenido de la literatura (Seccién
2.4.2.2) y R, determinado experimentalmente ( Seccién 2.3.3.1). En consecuencia, los valores de
R; y De indicarian un fuerte caracter no-Fickiano del flujo de agua en la matriz.

En bibliograffa, se reportaron valores de 31, B2 v 83 de 5,4 x 107> m? mol™!, 3,6 x 10° m? mol~!
y 1,6 x 107* m? mol~!, respectivamente, para el sistema proxifilina-PVC (farmaco-matriz) (Wu y
Brazel, 2008). Grassi et al. (1998) y Camera-Roda y Sarti (1990) propusieron valores de 2,52 x 1074
m?3 mol™! y 2,16 x 10™* m? mol~! para B y 32, respectivamente.

El valor ajustado de D, estd en el orden de magnitud de los valores obtenidos mediante los
modelos de He et al. (2005) y Harland et al. (1988).

En la Fig. 2.13.(a), se muestran los datos experimentales de la fraccién de astaxantina liberada
y la curva tedrica obtenida del ajuste. En la misma, se observa que el modelo de Wu y Brazel (2008)

no describié adecuadamente los datos experimentales para t < 0,6 x 103 s y ¢t > 7 x 103 s.

En la Fig. 2.13.(b), se muestran los perfiles teéricos de la fracciéon de agua absorbida (®,,) y
del radio de particula (R;/Rp). En primer lugar, se observa que el sistema alcanza rapidamente el

estado gomoso. Esto es, en t =~ 1,2 x 103 s, ®, > ®* = 0,9 (¢, = c,) (Tabla 2.7). Luego, @,
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Figura 2.13. (a) Datos experimentales y perfil teérico de la fraccién de astaxantina liberada (®) y
perfiles tedricos de (b) la fraccién de agua absorbida (®,,) y del radio de particula (R;/Ry) obtenidos
con el modelo de Wu y Brazel (2008).

tiende asintéticamente a 1. Esto significa que ¢, tiende a su valor de equilibrio en todo el volumen
del sistema. Respecto al tamano de particula, se observa un aumento lento hasta t ~ 7 x 10® s. Entre
t=7x10%syt =11 x 10 s, el aumento es mas acelerado. Finalmente, para ¢t > 11 x 103 s, el
tamafio de particula contintia aumentando, pero en forma mas lenta. Sin embargo, Bajpai y Kirar
(2016) reportaron que las particulas de alginato de calcio se degradan en un par de horas cuando son
expuestas a una soluciéon buffer de fosfato a pH = 7,4. Esto se debe a que los iones presentes en el
medio se intercambian con los iones Ca?* que estan formando la estructura de caja de huevos en el
gel de alginato de calcio (Fig 2.8).

En las Figs. 2.14-2.15, se muestra la evolucion temporal de los perfiles locales de la concentracion
adimensional de agua y de concentracion adimensional de activo en el dominio, respectivamente.
Respecto a la concentracién de agua, se observa que inicialmente ¢, /cy! =~ 0,2 en todo el dominio.

Luego, ésta aumenta en las regiones mas externas. Alli, la matriz alcanza el estado gomoso, mientras

que en las regiones interiores permanece en estado vitreo. Esto es, ¢, /ci = 0,9 en 7/Ry =~ 1. Para
t > 1,5 x 103 s, en todo el sistema c,,/cy > 0,9, es decir que la matriz se encuentra en estado gomoso
en todo el dominio. Ademas, en las regiones proximas a la superficie del sistema, la concentracién de
agua va alcanzado lentamente su valor de equilibrio (¢, /ci ~ 1). En cuanto a la concentracién de
activo, inicialmente su valor es uniforme e igual a c4/cao = 1 en todo el dominio. Luego, a medida
que la matriz alcanza el estado gomoso, el activo que se encuentra en las regiones mas externas del
dominio puede difundir hacia el medio circundante. Esto significa que c4/c4,0 disminuye en las regiones
mas externas. Luego, cuando todo el dominio alcanza el estado gomoso, el activo encapsulado puede

difundir, en principio dentro de la matriz (que va aumentando su tamafo) y luego desde la matriz al
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Figura 2.14. Evolucién temporal de los perfiles locales de la concentraciéon adimensional de agua
(cw/cul) en un rango de (a) 0 < ¢y /cy < 1y de (b) 0,8 < ¢y/cul < 1 obtenidos con el modelo de Wu

y Brazel (2008).
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Figura 2.15. Evolucién temporal de los perfiles locales de la concentracién adimensional de activo

(ca/cap) obtenidos con el modelo de Wu y Brazel (2008).

medio circundante.

2.5. Conclusiones

Se seleccionaron y utilizaron modelos, desarrollados para describir la cinética de liberacién de
farmacos, para representar la cinética de liberaciéon in wvitro de un activo alimentario encapsulado.
Cada uno de ellos considera que en el proceso de liberacion prevalece el efecto de la difusion del activo
en simultaneo con la erosion, la disolucién o el hinchamiento de la matriz. En general, se obtuvieron
ajustes aceptables de los datos experimentales. Sin embargo, los modelos seleccionados no fueron

suficientes para describir completamente los aspectos més importantes de la fisica del sistema.
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2.6. Nomenclatura

Bi Numero de Biot mésico, definido en la Ec. (2.12) []
ca Concentracién del activo [mol m~3]

capo Concentracién inicial del activo [mol m 2]

cs Concentracién de saturacién de activo en el sistema [mol m ™3]
¢t Concentracién critica de agua [mol m~3]

cw Concentracién de agua [mol m~3]

¢y Concentracion de agua en el equilibrio [mol m ™3]

d Didmetro de particula [m]

Dy Coeficiente de difusién inicial del activo [m? s™!]

D4 Coeficiente de difusién del activo [m? s71]

D4 m Coeficiente de difusién del activo en la matriz [m? s~1]

D 4 e Coeficiente de difusién del activo en el medio circundante [m? s71]
D4, Coeficiente de difusién del activo en agua [m? s—!]

D; Coeficiente de difusién del activo en la matriz a tiempo ¢ [m? s71]
D,, Coeficiente de auto-difusién del agua [m? s™]

Dy.m Coeficiente de difusién total del agua en la matriz [m? s~}

D{;m Coeficiente de difusién de agua en la matriz relacionado con el flujo Fickiano [m? s!]

Dy, ,,, Coeficiente de difusion de agua en la matriz relacionado con el flujo no-Fickiano [m?2 s71]
Dy, s Coeficiente de difusién de agua en la matriz seca [m? s™1]

Di Numero de disolucién/difusién, definido en la Ec. (2.10) [-]

EAPP Error absoluto promedio porcentual [ %]

Fg Factor que tiene en cuenta la contribucién de la erosién en el proceso de liberacién (Ec. 2.1) [-]

h Coeficiente de transferencia superficial de materia del activo [m s™!]

67



Capitulo 2

J Numero de datos experimentales [-]

k Constante de disoluciéon de primer orden que caracteriza a la velocidad de disolucién del activo en

ausencia de polfmero encapsulante [s7!]

k. Coeficiente de aceleraciéon que describe la probabilidad de corte de un sitio activado durante el

intervalo de tiempo comprendido entre la generacién del oligémero y su disolucion [s7!]
ks Constante de velocidad de escisién de la cadena polimérica [s~?]
My, Cantidad de activo liberado a tiempo infinito [mol m~—3]
M, Cantidad de activo liberado a tiempo ¢ [mol m~3]
n n-ésimo término de la serie infinita [-]
P Nimero de segmentos en que se divide el radio del dominio [-]
py Probabilidad de la expansién local de volumen [-]
pw Factor de probabilidad de la absorcién de agua [-]
Pe Numero de Peclet [-]
R Radio del dominio [m]
r Posicién radial [m]
Ry Radio inicial del sistema [m]
R32 Radio del momento medio de drea superficial [m)]
R, Radio de la regién en estado vitreo [m]
R,, Moda del radio de particula [m]
R, Radio de particula promedio [m]
R; Radio del sistema a tiempo ¢ [m)]
R, Radio de la particula z [m]
Sh Numero de Sherwood, definido en la Ec. (2.14) [-]
t Tiempo [s]

Tmsx Tiempo de maxima velocidad erosién de la matriz [s]
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Vo Volumen inicial del sistema [m?]

Voo Velocidad del fluido exterior [m s™!]
V. Volumen de la concentracién critica de agua [m?]

V; Volumen del sistema a tiempo ¢ [m?]

Vi, Volumen de agua [m?]

Z Numero total de particulas [-]

Stmbolos griegos

oy n-ésima raiz de la Ec. (2.13)[-]

31 Constante [m? mol~!]

B2 Constante [m3 mol™]

33 Constante [m? mol~!]

Ar Paso en la direccién radial [m]

At Paso de tiempo [s]

¢ Porosidad [-]

A Constante de relajacion del sistema a tiempo ¢ [s]

A¢? Constante de relajacién para el hidrogel hinchado en el equilibrio [s]
pw Densidad del agua [mol m~3]

7 Tiempo adimensional, definido en la Ec. (2.11) [-]

®; Fraccién de activo liberado [-]

®,, Fraccién de agua absorbida promedio en el volumen [-]
Subindices

FE Valor experimental

j Valor j-ésimo

T Valor tedrico

z z-ésima particula
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CAPITULO 3

Modelado matematico del proceso de liberaciéon de activos alimenta-
rios encapsulados

Resumen. En el presente capitulo, se desarrollé y validé un modelo matematico que
permite predecir la cinética de liberaciéon de un activo encapsulado. Se consideré que los
principales componentes del sistema son agua (ocluida y en el medio circundante), un
activo (disuelto y no disuelto) y la matriz encapsulante. Los mecanismos tenidos en cuenta
durante el proceso de liberacion fueron el ingreso de agua al sistema por difusién molecular
desde el medio circundante, provocando la erosién de la matriz, el desarrollo de tensiones,
la disolucién del activo no disuelto y la liberacién del activo por difusién. Se obtuvieron
parametros adimensionales caracteristicos relacionados con cada mecanismo considerado.
El modelo fue validado con datos de liberacién in vitro de astaxantina (activo) encapsulada

en una matriz de alginato de calcio (matriz) (error absoluto promedio porcentual < 10 %).

3.1. Introduccién

Un modelo matemaético es una construccion matematica resumida y simplificada desarrollada con el
propdsito de describir cualitativa y/o cuantitativamente las caracteristicas méas relevantes del sistema
en estudio (Bender, 2000). En general, dentro de las principales etapas que comprende su desarrollo
y optimizacién se encuentran la formulacién del problema, la validacién del modelo con datos experi-
mentales y la verificacion de la sensibilidad del modelo asociada a cada uno de sus pardmetros (andlisis
de sensibilidad) (Bender, 2000; Tilden y Seinfeld, 1982).

El modelado matematico consiste en cuantificar y desarrollar conceptualmente un proceso para
mejorar su comprension. Por lo tanto, la etapa de formulacién del problema comienza con la inden-
tificacién y definicién de dicho problema (Ramachandran, 2014). En particular, el desarrollo de un
modelo matemaéatico para describir la liberacién de activos consiste en identificar a los principales
mecanismos que puedan estar involucrados durante el proceso de liberacién. Estos mecanismos van
a depender de varios factores, tales como la composicién y naturaleza del material encapsulante, las
caracteristicas del activo encapsulado, el medio de liberacion, las propiedades fisicas del sistema de
encapsulacién (tamano, forma, morfologia), entre otros (Fig. 3.1) (Malekjani y Jafari, 2021). Luego
de identificar el problema, es necesario definir un volumen de control o sistema en estudio. Este es el

volumen en que el modelo desarrollado va a ser valido. Seguidamente, puede plantearse un modelo
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empirico o mecanistico. En el primer caso, los fenémenos que suceden en el sistema en estudio son
descritos a través de principios inciertos y los modelos resultan estocasticos o probabilisticos. En el
segundo caso, se utilizan las leyes de conservacién (balances de materia, energia y de momento) para

describir lo que sucede fisicamente en el sistema (Ferrareso Lona, 2018).

Matriz encapsulante Condiciones ambientales
- Composicion - Temperatura
- Estado fisico de las fases - Cambios de pH
- Carga de las particulas - Humedad, sales, enzimas y
- Reologia de las fases otros compuestos
- Tamafio inicial, forma 'y - Ultrasonido y luz

estructura - Potencial Redox
- Porosidad - Condiciones de agitacion
- Estabilidad

Liberacién controlada

Activo TGI
- Concentracion inicial - Tiempo de residencia
- Tamano, carga y estabilidad - pH
- Solubilidad y difusividad - Humedad, enzimas,
- Coeficiente de particién sales y otros compuestos

- Técnica de encapsulacion
- Gradiente de concentracion
- Localizacién

Figura 3.1. Principales factores que afectan a la liberacién controlada de activos encapsulados (Ma-

lekjani y Jafari, 2021).

Por un lado, los modelos mecanisticos se pueden clasificar en modelos de parametros distribuidos o
modelos de parametros agrupados. Los modelos de parametros distribuidos consideran que las variables
de interés varian de un punto a otro dentro del sistema en estudio (Ferrareso Lona, 2018). Este tipo
de modelos requieren de la definicién de condiciones de contorno, es decir, especificaciones sobre
el comportamiento de la variable de interés en la frontera del volumen de control (Hong, 2004).
En contraparte, los modelos de parametros agrupados consideran que las variables de interés son
homogéneas a través del volumen de control. Por otro lado, los modelos mecanisticos se clasifican en
modelos en estado no estacionario y modelos en estado estacionario. En el primer caso, los modelos
consideran que las variables de interés varian en el tiempo (Ferrareso Lona, 2018) y requieren de la
definicién de condiciones iniciales, es decir, de los valores de las variables de interés al inicio del intervalo
de tiempo considerado (Hong, 2004). En contraste, los modelos en estado estacionario consideran que
las variables de interés son estaticas. En muchos casos, el sistema en estudio no resulta estrictamente
dentro de una de las clasificaciones mencionadas, sin embargo, pueden plantearse hipotésis validas

dentro de un cierto rango que permitan simplificar la resolucién del modelo ya sea mediante métodos
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analiticos o0 métodos numéricos (Ferrareso Lona, 2018).

La etapa de validacién experimental de las predicciones derivadas de un modelo es una parte indis-
pensable del proceso de modelado. Esta etapa comprende comparar los resultados obtenidos a partir
del modelo con datos obtenidos experimentalmente. Esto no solo implica un ajuste cuantitativo de
los datos, sino que también se requiere un analisis cualitativo. Ambos criterios deben complementarse
para que la etapa de validacién sea exitosa (Dym, 2004). En cuanto a la etapa de andlisis de sensi-
bilidad, la misma consiste en analizar los cambios generados sobre las variables de salida cuando los
parametros de entrada son modificados en forma controlada (Iooss y Saltelli, 2017). Esta etapa sera
abordada detalladamente en el Capitulo 6.

El objetivo del presente capitulo fue desarrollar un modelo matematico que permita predecir la
cinética de liberacién de un activo encapsulado. Los principales componentes del sistema son: agua
(ocluida y en el medio circundante), un activo (disuelto y no disuelto) y la matriz encapsulante. Se
consideré que los mecanismos involucrados durante el proceso de liberacion son el ingreso de agua
al sistema por difusién molecular desde el medio circundante, provocando la erosiéon de la matriz, el
desarrollo de tensiones, la disolucién del activo no disuelto y la liberacién del activo por difusién. La
validacién del modelo se realizé con un sistema de encapsulacién activo/encapsulante de astaxanti-
na/alginato de calcio cuya liberacion se llevé a cabo en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

humano.

3.2. Teoria

3.2.1. Sistema en estudio

El sistema en estudio fue una esfera de radio R y volumen V inmersa en un fluido infinito. Las
principales especies que componen el sistema son la matriz polimérica encapsulante (matriz), agua
ocluida en la matriz y un compuesto activo (activo) (Fig. 3.2). El activo se encuentra distribuido
uniformemente en el sistema y puede estar disuelto en el agua ocluida o retenido fisicamente en la
matriz (no disuelto). Se consideré que el medio infinito estd constituido por una solucién acuosa. El
agua del medio circundante puede difundir dentro del sistema provocando la degradacién de la matriz

(erosién), la disolucién del activo no disuelto e inducir tensiones en la matriz (hinchamiento).

3.2.2. Desarrollo del modelo

Azhdari et al. (2016) propusieron un modelo mecanistico para describir la liberacién controlada
de un farmaco inicialmente distribuido en forma homogénea en una matriz encapsulante erosionable
y viscoeldstica inmersa en un medio acuoso. El modelo se basé en plantear los balances de materia

para las principales especies del sistema, es decir, para el agua, la matriz polimérica encapsulante, el
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Medio infinito

Activo encapsulado
disuelto

Agua ocluida

Matriz encapsulante

Activo encapsulado

no disuelto

Figura 3.2. Sistema en estudio.

activo no disuelto y el activo disuelto. Los balances (Ecs. 3.1-3.5) consideran la absorcién de agua, la

erosién de la matriz, la variacion de las propiedades viscoelasticas que experimenta la matriz debido

a la absorcién de agua, la disolucién del activo no disuelto y la difusién del activo disuelto desde el

sistema de encapsulacién hacia el medio circundante. Las principales consideraciones que se tuvieron

en cuenta para facilitar su resolucién fueron que (a) la matriz es homogénea e isotrépica, (b) el cambio

de volumen del dominio estudiado es despreciable (V' es constante), (c) no hay interacciones entre el

activo y la matriz y (d) la difusién del activo no disuelto es despreciable. Entonces,

Agua:

Ocy
ot

J J

~~

~
Difusién Hinchamiento  Erosién

Tensiones en la matriz:

@ B dey FE
ot ot I

Matriz polimérica:
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Erosién

Activo no disuelto:
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donde ¢, es la concentracién de agua ocluida [mol m~3],  es el tiempo [s], D,, es el coeficiente de

difusién de agua en la matriz [m? s~!], D, es el coeficiente de difusién viscoeldstico [mol Pa~! m~!

s71], o es la tensién de la matriz [Pa], k es una constante cinética de consumo de agua [Da~! s71],
M es el peso molecular de la matriz polimérica [Da], k1 es una constante de proporcionalidad entre
la deformacién de la matriz (¢) y la concentracién de agua (¢ = kic,) [m® mol~!], E es el médulo
elastico de la matriz polimérica [Pa], i es el médulo viscoso de la matriz polimérica [Pa s|, ky, es una
constante cinética de degradacién de la matriz polimérica [m® mol™! s71], ¢, es la concentracién de
’]

activo no disuelto [mol m™>], kg;s es una constante cinética de disolucién del activo no disuelto [mol

m~3 s71], 50 es la concentracién inicial de activo no disuelto [mol m™3], c4 es la concentracién de
activo disuelto [mol m_3], CA,ms €s la maxima concentraciéon de activo disuelto en la solucién del medio
circundante [mol m™3], ¢, o es la concentracién de agua en la solucién del medio circundante [mol
m~3], y D4 es el coeficiente de difusién del activo disuelto [m? s=1].

La ecuacién Ec. (3.1) tiene en cuenta la contribucién de tres mecanismos. El primer término
considera la difusién molecular de agua debido a la existencia de un gradiente de concentracién (flujo
Fickiano). Este flujo es caracterizado por D,,. El segundo término representa un flujo no-Fickiano
debido a la existencia de un gradiente de tensiones como consecuencia de la deformacién de la matriz
generada por la presencia de agua (Ferreira et al., 2015). Este flujo depende de las caracteristicas
viscoelasticas de la matriz y es caracterizado por D,. El tercer término considera que el agua es
consumida en una reaccién de depolimerizacién de la matriz polimérica (Rothstein et al., 2009).

La matriz polimérica puede exhibir un amplio rango de comportamientos viscoelasticos dependiendo
de las propiedades geométricas y fisicas del polimero que la conforma (Cohen y White, 1991). Las
ecuaciones constitutivas que describen gran parte de este rango suelen ser complejas, por lo tanto
se han propuesto ecuaciones simples para describir rangos mas chicos de materiales y deformaciones
(Vrentas y Vrentas, 2013). En base a esto, la evolucién de las tensiones en la matriz fue representada
por un modelo de Maxwell (Ec. 3.2). Se consideré el modelo de Maxwell méas simple compuesto por
un amortiguador conectado en serie con un resorte (Fig. 3.3) (Cohen y White, 1989). La deformacién
de la matriz fue considerada proporcional a la concentracién de agua ocluida (¢ x ¢,,) (Azhdari et al.,
2016).

La Ec. (3.3) representa la cinética de depolimerizacién de la matriz. Esta cinética fue propuesta
por Rothstein et al. (2009) como una reaccién de primer orden respecto a la concentracién y al peso
molecular del polimero encapsulante. Los autores reportaron que este modelo es adecuado tanto para
sistemas de encapsulacion cuyas matrices se erosionan en forma superficial, homogénea e incluso para

aquellas que experimentan una transicion de erosién superficial a erosién homogénea durante el periodo

de liberacion del activo.
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Figura 3.3. Modelo de Maxwell considerado para representar el comportamiento viscoelastico del

sistema en estudio.

El activo encapsulado puede estar no disuelto o disuelto. Por un lado, el activo no disuelto debe
disolverse antes de estar disponible para su liberacién. La cinética de disolucién del activo depende de
la cinética de solubilidad y concentracion del activo, asi como también de la concentracién de agua en
el sistema (Ec. 3.4) (Rothstein et al., 2009). Por otro lado, el activo disuelto puede difundir al medio.
La difusién del activo disuelto es caracterizado por Dy (Ec. 3.5).

Debido a la geometria y caracteristicas del sistema en estudio (Seccién 3.2.1), el sistema de Ecs.
(3.1)-(3.5) fue planteado en coordenadas esféricas. Se consider6 que los principales cambios ocurren
en la direccion radial r. Los balances para cada componente del sistema resultan,

Agua (0<r <R, t>0):

dcy 10

oc 10 0o
2 w 2
— = ———|m"Dy——) + 5= ("D, — keyM .
ot r2or (7’ or ) T or (T 37‘) ¢ (3.6)
Tensiones en la matriz (0 <r < R, t > 0):
do Oey, FE
B N i — .
ot ot I 7 (3.7)
Matriz polimérica (0 <7 < R, t > 0):
oM
—— = —kmcwM 3.8
ot ¢ (3.8)
Activo no disuelto (0 < r < R, t > 0):
dcs - Cs CAms — CA Cw
(1) () () o
Activo disuelto (0 < r < R, ¢t > 0):
Oca 1 0/ 45, Oca Ocs
— — 2 (2p, =2 1
ot r2or <7’ A or ) ot (3.10)

3.2.2.1. Coeficientes de difusién y propiedades viscoelasticas de la matriz

Coeficientes de difusion molecular. La estructura de la matriz puede variar durante el proceso de

liberacién del activo como consecuencia de la erosiéon (Thombre y Himmelstein, 1985). Estos cambios
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pueden afectar a la difusién de las moléculas de agua y de activo ya que dependen del espacio disponible
entre las cadenas del polimero que componen la matriz (Caccavo et al., 2016). Por un lado, si el efecto
de la erosién de la matriz polimérica no es apreciable durante el proceso de liberacién del activo, D,,
y D4 pueden considerase constantes. Por otro lado, si el efecto de erosién de la matriz polimérica
es considerable, el espacio disponible entre las cadenas del polimero aumenta en el tiempo como
consecuencia de la disminucién de su peso molecular. En este caso, D,, y D4 no pueden considerarse
constantes (Vorotnikov, 2009). Debido a esto, se consideré que D,, y D4 pueden variar durante el
proceso de liberacion debido a la pérdida de material polimérico. Esta funcionalidad fue representada

por las Ecs. (3.11)-(3.12), respectivamente (Thombre y Himmelstein, 1985).

Dy = Dy g exp [kw (1 - A]\Z)ﬂ (3.11)
D = Dagexp [kA(l - ]\]\Z})} (3.12)

donde D, 0 y Dap son los coeficientes iniciales de difusién de agua y de activo en la matriz [m2 s71],
respectivamente, My es el peso molecular inicial de la matriz polimérica [Da] y ky [-] v ka [-] son

constantes.

Coeficiente de difusién viscoeldstico. El coeficiente de difusién viscoelastico (D,) fue estimado
usando una aproximacién propuesta por Ferreira et al. (2014) basada en la ecuacién de Hagen-Poiseuille
(Ec. 3.13). La explicacién y deduccién para hallar esta expresion se encuentra en detalle en el Anexo

A.12.
cw R

(Cw,p - Cw) 8:“’1)

donde R, es el radio de sistema de encapsulacion seco (¢, = 0) [m], ¢y es calculado como la densidad

D, =

(3.13)

de agua sobre su peso molecular [mol m~3] y pu, representa la viscosidad de una solucién polimero-
solvente caracterizado por la concentracién local de agua [Pa s]. De esta expresién se deriva que D,
es positivo, aumenta en funciéon de ¢, y que D, ~ 0 cuando la concentracién de agua ocluida no es

apreciable (¢, =~ 0) (Ferreira et al., 2015).

Propiedades viscoelasticas de la matriz encapsulante. El comportamiento reolégico del siste-
ma depende del peso molecular del polimero que conforma la matriz (Vrentas y Vrentas, 2013). Debido
a ello, las propiedades viscoelasticas de la matriz (E y p) pueden variar cuando la erosién de la matriz

es apreciable. Esto fue incluido mediante las Ecs. (3.14)-(3.15) propuestas por Azhdari et al. (2016).

E = kpM® (3.14)

p=Fk,MP? (3.15)
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donde kg [Pa Da=%], k, [Pas Da=?], a [] y 8 [-] son constantes.

3.2.2.2. Condiciones iniciales y de contorno

El sistema de ecuaciones diferenciales parciales (Ecs. 3.6-3.10) fue completado con las condiciones
iniciales y de contorno. Las condiciones iniciales para el agua, las tensiones en la matriz, la matriz
polimérica, el activo no disuelto y el activo disuelto son ¢,,0, 00, Mo, ¢s0 ¥ a0, respectivamente. Estas
fueron consideradas uniformes en todo el dominio del sistema en estudio (0 < r < R). Las condiciones
de contorno para el agua y el activo disuelto son la condicién de simetria en r = 0 (Ec. 3.16) y la

condicién de transferencia de materia convectiva finita en r = R (Ecs. 3.17-3.18):

dcy B Oca _ _
ou %64 _ r=0 t>0 (3.16)
Ocy, Oo
— Dwﬁ Dva == Ac(cw - pro) r=R t>0 (317)
Oca

donde c4 o es la concentracién de activo en el medio circundante [mol m 3] y A. y h son los coeficientes

de transferencia superficial de materia del agua y del activo disuelto [m s~!], respectivamente.

3.2.3. Escalado y adimensionalizacion

El escalado y adimensionalizacién es una técnica ampliamente utilizada en el modelado matematico
y andlisis numérico. Dentro de los principales objetivos que persigue esta técnica, se encuentran: (a)
transformar en adimensionales a las variables dependientes e independientes, (b) hacer que dichas
variables tengan un valor en el orden de la unidad y (c¢) reducir el nimero de pardmetros fisicos inde-
pendientes en el modelo (Langtangen y Pedersen, 2016). El sistema de Ecs. (3.6)-(3.18) fue escalado
y adimensionalizado teniendo en cuenta las sugerencias propuestas por Bejan (2013) y Langtangen y
Pedersen (2016). La metodologia consistié en seleccionar convenientemente a valores caracteristicos

del sistema y emplear a estos valores para adimensionalizar a las variables del modelos (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Variables adimensionales.

t = Dy, ot/ R? F=r/R Dy = Dy/Duyo
Cuw = Cu/Cuoo & =0/o M = M/M,
Dy = Dy/Duy A= 1/ o E = E/E

Cs = Cs/Cs A =ca/CAms Dy =Da/Dag

Luego, estas variables adimensionales fueron incluidas en el modelo dimensional para obtener su forma

83



Capitulo 3

adimensional y escalada (Ecs. 3.19-3.35). La implementacién de la metodologia se muestra en detalle
en el Anexo A.13.
Agua (0 <7< 1,t>0):

Oy ~ [0y (2 oMy 9%,
— =Dy |—= = — kv—=
ot { or (r or ) or? ]
Cuw 0o 12 (2 —Cp) 0Cu1 - 0% 3.19
Fwi,v T~ | =Cw T~ N A~ W N~ ( * )
+ (1—cw){8r[rc (1—2¢y) 37“} o
- wzw]/\z
Tensiones en la matriz (0 <7 < 1, t > 0):
- 1 95 ~
Oew _ 105 40 (3.20)
ot E Ot e
Matriz polimérica (0 <7 < 1, > 0):
oM —
— = —0pCuM 3.21
5 M (3:21)
Activo no disuelto (0 <7< 1, > 0):
ae,
= = —05¢5(1 — Ca)cw 3.22
ot (1-24) (3.22)
Activo disuelto (0 <7< 1, > 0):
92a ~ 102 (2 OMy  0%a7 00
= = A~ \ = — k A< —0—= 3.23
ot A A[ar (r A8r>+ 877‘2} ot ( )
Coeficientes de difusién molecular:
D = exp [k;w (1 - 1\7)} (3.24)
Da = exp [kA (1 - M)] (3.25)
Propiedades viscoelésticas de la matriz:
E=M" (3.26)
fi=M° (3.27)
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Condiciones iniciales (0 <7 < 1, ¢t =0):

~ Cw,0
o =

Cw,c0
oc=1
M=1
cs=1
~ CA0
CA —

CAms

Condiciones de contorno:

0%, Oc - _
Ttw T4 =0 t>0
o o " >

Oy ¢z 0o ~
or + (1 —¢y) Or +he " ~

~ Jc - ~ ~
’YADAaif T aACA = aach 00 r=1 t>0
T

(3.28)

(3.29)

(3.30)

(3.31)

(3.32)

(3.33)

(3.34)

(3.35)

Luego de implementar la técnica de escalado y adimensionalizacion, se definieron parametros adi-

mensionales. Cada uno de ellos es una relacién de tiempos caracteristicos () de los fenémenos consi-

derados en el modelo (Tabla 3.2).

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Variables analizadas

Variables representativas fueron convenientemente seleccionadas para estudiar los fenémenos de

transporte del sistema en estudio: la fraccién de activo liberado promedio en el volumen (®r), la

fraccién de agua absorbida promedio en el volumen (®,,), la fraccién de tensiones desarrolladas en

la matriz promedio en el volumen (®,) y la fraccién de polimero remanente promedio en el volumen

(®ar). Entonces, las Ecs. (3.36)-(3.39) presentan las variables analizadas en funcién de las variables

del sistema:
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1 cs+ca
b, =1— — — ) dV 3.36
g Vv /V <Cs,0 + CA,0> (3:36)
1 Cw
B,y = — dv 3.37
v ) () @3
o, = 1/ Z)av (3.38)
7 |4 v \ 00 '

By — % /V (ﬁ)) v (3.39)

Tabla 3.2. Parametros adimensionales en funcién de los tiempos caracteristicos de los fenémenos

involucrados.

Parametro adimensional
Representacién matematica
(Tiempos caracteristicos)

Difusién de agua/Tensiones Ty = (R?/Dyo)/[8R? 1,/ (R200)]
Difusién de agua/Erosién 6w = (R?/Dyp)/[1/(kMp)]
Difusién de agua/Relajacion (viscoso-total) 86 = (R?/Duy )/ (k1cw.cotto/o0)

Relajacién (viscoso-eldstico)/Relajacién (viscoso-total) ¢ = (po/Eo)/(pok1cw,00/00)

Difusién de agua/Depolimerizacién Sar = (R?/ Dy o)/ 11/ (kmcw.co)]
Difusién de agua/Disolucién del activo 8s = (R?/Duy ) /(cs0/kais)
Difusién de agua/Difusion del activo Y4 = (R*/Dyyp)/(R%/Day)
Disolucién del activo/Méx. de disolucién 0 = [1/(kaiscams)l/[1/(Kdiscs0)]
Difusién de agua/Difusion externa de agua A = (R?/Dyy0)/(R/A.)
Difusién de agua/Difusion externa de activo as = (R?/Dyyp)/(R/h)

3.3.2. Validacién experimental

La validacién del modelo se realizé evaluando su capacidad para describir los datos experimentales
de la liberacién in wvitro de astaxantina encapsulada en una matriz de alginato de calcio (Seccién
2.3.1). El procedimiento involucré distintas etapas. La primera consistié en la determinacién y adop-
cion de algunos valores del sistema. La segunda consistio en el ajuste de los datos experimentales con
el modelo propuesto y la obtencién de los valores de los parametros adimensionales presentados en la
Tabla 3.2. En esta etapa se obtuvieron distintos conjuntos de valores que ajustaron adecuadamen-

te a los datos experimentales. Por ello, fue necesaria una tercera etapa de selecciéon del conjunto de
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parametros que mejor representé a la fisica del sistema en estudio.

3.3.2.1. Determinacién y adopcién de valores caracteristicos del sistema en estudio

La implementacién del modelo requiere la adopcién y/o determinacién de algunos valores que ca-
racterizan el sistema. Por un lado, los valores de R, ¢y 0 y ¢s,0 fueron determinados experimentalmente.
Por otro lado, Dy, a 'y 8 fueron tomados de la literatura y ca.00, €40, CAmss Cw,o0 Y Cw,p fueron
adoptados. Para ello, se consider6 (a) una relacién de volumen entre el fluido del medio circundante
y la esfera mucho mayor a 1 (es decir, ¢4 = 0), (b) que la solubilidad del activo estd en el orden de
1% del valor de ¢, (AK Scientific, inc., 2021), (c) que la concentracién inicial de activo encapsulado
era mucho mayor que ca s (es decir, c49 = 0) y (d) que el liquido del medio circundante era agua

pura (cy.co = 5,56 x 10* mol m=3).

Determinacién del radio de particula (R). El tamafio de particula fue medido por andlisis de

imagen (Niizawa et al., 2019). La metodologia se encuentra detallada en la Seccién 2.3.3.1.

Determinacién del contenido inicial de agua (c¢,,0). El contenido inicial de agua en la particula
fue estimado con la siguiente expresion,

o (3.40)

Cw,0

donde H es la humedad inicial de particula [g g~!], p, es la densidad de las particulas [g¢ m™3] y M,
es el peso molecular del agua [g mol~!]. H fue determinada experimentalmente por gravimetria. Para
ello, 750 mg de particulas humedas fueron secadas en una estufa Tecno Dalvo TDE60 (Tecno Dalvo,

Santa Fe, Argentina) a 100 °C hasta peso constante, luego H fue determinado por diferencia de peso.

Determinacién del contenido inicial de activo (cs0). Se considerd que la astaxantina contenida
inicialmente en las particulas se encontraba no disuelta, es decir que la concentracién inicial de activo

en las particulas es igual a ¢, . Su valor fue estimado con la siguiente expresion,

wW

3.41
VMg ( )

Cs,0 =

donde w es la concentracién inicial de astaxantina [g g!], W es el peso de particula seca [g] y Ma
es el peso molecular de la astaxantina [¢ mol~!]. El valor de w fue determinado experimentalmente.
Brevemente, se coloraron 250 mg de particulas en un tubo falcon de 15 mL, se agregé 4 mL de solvente
acetato de etilo/etanol (1:1 v:v) y la solucién fue homogeneizada durante 2 min a 20000 rpm (Ultra
Turrax T50, IKA, Staufen, Alemania). Esto provocé la disrupcién de las particulas y la liberacién de

astaxantina de la matriz. Luego, los tubos fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5 min. Se tomé 1
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mL del sobrenadante y se midié la concentracién de astaxantina con un método espectrofotométrico
derivativo de primer orden en un espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa

Clara, USA) (Niizawa et al., 2019). El peso W fue determinado gravimétricamente.

3.3.2.2. Ajuste de los datos experimentales

El ajuste de los datos experimentales y la obtencién de los parametros del modelo fueron llevados a
cabo con la funcién nonlin-min (GNU/Octave 4.4, paquete de optimizacién). Esta funcién obtiene el
conjunto de pardmetros que minimizan una funcién escalar. La funcién objetivo fue el error absoluto

promedio porcentual (EAPP) definido por la Ec. (2.35).

3.3.3. Resolucién numérica

Para resolver numéricamente el modelo, se implement6 el método de diferencias finitas. Este método
es considerado deterministico, es decir que para un dado conjunto de valores de las variables entrada,
las variables salida son siempre las mismas e independientes de la cantidad de veces que el modelo
sea resuelto o de la computadora utilizada para su resolucién. La implementacién del método de
diferencias finitas requiere la definicién de una malla para la posterior discretizacién de las ecuaciones
que conforman el modelo (Mazumder, 2016). Debido a que los cambios dentro del sistema en estudio
ocurren principalmente en la direccién radial, se definié una malla que divide radialmente al domino
espacial en P segmentos uniformes de espesor igual a A7 = 1/P. Los nodos fueron enumerados desde
i = 1 en el centro del sistema (7 = 0) hasta ¢ = P + 1 en la superficie (r = 1)(Fig. 3.4). En

consecuencia, la distancia al nodo ¢ desde el centro del sistema esta dado por,

Fo=(i— 1)AF (3.42)

, P+1
i+1 P-1 P

N ==~

Figura 3.4. Discretizacion espacial del sistema.

En cuanto al tiempo, fue dividido en N nodos temporales espaciados uniformemente por At, de
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forma que el tiempo transcurrido después de n pasos de tiempo estd dado por,

tp = nAt (3.43)
y el tiempo acumulado fue contabilizado de la siguiente manera,

tnt1 =ty + nAE (3.44)

Las ecuaciones que conforman el modelo (Ecs. 3.19-3.35) fueron discretizadas por un método
implicito. Es decir, las derivadas espaciales fueron evaluadas en ¢ = fnﬂ. Ademas, las derivadas
correspondientes a los nodos central e interiores fueron aproximadas con series de Taylor centradas,
mientras que en el nodo superficial se utilizé una aproximacioén cuadratica (Ecs. 3.45-3.53). El método
implicito requiere tiempos largos e importantes requerimientos computacionales para converger. No
obstante, presenta la ventaja de que es incondicionalmente estable numéricamente (Li et al., 2018).
Es decir, la convergencia de las soluciones son independientes de los valores de At y A7 utilizados.
Sin embargo, emplear valores muy grandes de ambos pardmetros implican soluciones poco precisas y
emplear valores muy chicos significan largos tiempos de simulacién (Schwedes et al., 2017). Debido a
esto, el valor de Ar utilizado en las simulaciones fue determinado a partir de un test de independencia
de malla, mientras que el valor de At fue adoptado igual a 2,8 x 107* (At = 0,1 s). Realizar un
test de independencia de malla consiste en realizar continuos refinamiento de la malla utilizada para
discretizar espacialmente al sistema en estudio (disminuir el valor de A7) hasta que la variacién de la
solucién entre refinamientos sucesivos no sea significativa (Schwedes et al., 2017).

En base a lo anterior, el sistema de ecuaciones usadas para resolver el modelo (Ecs. 3.19-3.35)
resulta,

Agua:
Nodo central (i =1)

. _ @)
AR + 6ATDYL ) = 6ATDY & + 6PwAt(1(_wg31) (a5~ a1+
w7

(3.45)
+ 3 AT (1 - 5Mz\7mt~)
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Nodos interiores (i =2 : P)

i—2  ky
11

et (a7 42D, A7) = 5371.&{5;7;11 [ (315t AZ»"?)]

i ke
+E’Z},i+1 |:7, -1 Z

+FwAt~<

2~n+1~n ~n+1 |~n i 1(2- EZ,Z' ~n+1 ~n+1
=20, Cuit Oy [Cu i1 + 1\ 1=z ) \Cwitr ~ Cwji-1

+ 5 (1 8, M7 AT) AP

—
NES
g
St
~

Nodo superficial (i = P+ 1)

auerlH (353),P+1 + 2A7A> = 2ATA + f)&PH <45?u+1>1 _ Eﬁgﬂ)

(EZJD-H)Q ~n+1 ~n+1 | ~n+l
— Ty (1—¢n P+1) (3UP+1 —dop + UPfl)
w7

Tensiones en la matriz (i =1: P+ 1):

gl = @(gn A Atdy Efof
7 g w,t w,? C ﬁn
K3

Matriz polimérica (i =1: P+ 1):
= 37 (1 - a7

Activo no disuelto (i =1: P+ 1):

att=e 1-6,(1—24,) T At

w, %

Activo disuelto:

Nodo central (i =1)
ayi (A7 + 6D%,17aAT) = 6D% 1ya AT + 07 () — 2t + AP

Nodos interiores (i =2 : P):

at! (MQ +2AtD} 1y A) = AtD} ;74 {5;@1_1 [(,

1 i ka (+ 1 Frn+l
#h o - o (- m) |}

(3.46)

(3.47)

(3.48)

(3.49)

(3.50)

(3.51)

(3.52)
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Nodo superficial (i = P + 1)
o (mﬁgfﬂ + QMaA) — 2AFATA 0o +¥a D poy (45;33% - a';g;;fl) (3.53)

Las variables con superindice n + 1 estén evaluadas en £, (“tiempo actual”) y son las incégnitas
del sistema. Las variables evaluadas en t,, (“tiempo viejo”) tienen un valor conocido.

Debido a la complejidad del sistema de ecuaciones, el modelo fue resuelto por un método iterativo.
Ademsds, este tipo de métodos generalmente son estables y amortiguan los errores (Vrahatis et al.,
2003). En consecuencia, el sistema de Ecs. (3.45)-(3.53) fue resuelto iterativamente a través del
método de Gauss-Seidel con un error de convergencia de 107°. La seleccién del método se debi6 a que
es simple de implementar y mas efectivo que otros métodos iterativos disponibles, como el método de
Jacobi (Mazumder, 2016).

El modelo fue implementado en GNU/Octave 4.4. El cédigo de implementacién se encuentra en el
Anexo A.14. Las simulaciones fueron llevadas a cabo en el cluster Pirayu. Este cluster estd compuesto
por 35 nodos (procesadores Intel(R) Xeon(R) E5-2650 v3 @ 2.30GHz 25 MB) que conforman un total
de 720 cores y 4,48 TB de memoria (Pirayi, 2021).

3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Independencia de malla

El test de independencia de malla fue realizado usando los perfiles de @1, ®,,, @, y s (Fig. 3.5).
El refinamiento de malla se realizé variando P entre 5 y 20. Los perfiles de las variables analizadas
practicamente no variaron para valores de P > 10. Por lo tanto, para las simulaciones se utiliz6 un

valor de P = 20.

3.4.2. Validacién del modelo
3.4.2.1. Valores caracteristicos del sistema en estudio
Los valores que caracterizan el sistema en estudio requeridos para resolver el modelo se muestran

en la Tabla 3.3.

Determinacién del radio de particula. El valor de R utilizado como estimador del radio de

particula corresponde a la moda del radio determinado en la Seccion 2.4.2.1.

Determinacién del contenido inicial de agua (c,,0). El contenido inicial de agua en las particu-
las fue estimado a partir de la Ec. (3.40). El valor promedio de H obtenido experimentalmente fue

de 50,0 (£7,0) % (m:m), p, fue estimado en 3,7 x 10° g m~3 y M4 = 18 g mol~!. Con estos valores,
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t (10%) [s] t(10%) [s]

Figura 3.5. Independencia de malla usando los perfiles de (a) la fraccién de activo liberado (®r),
(b) la fraccién de agua absorbida (®,,), (c) la fraccién de tensiones desarrolladas en la matriz (®,) y

la fraccién de polimero remanente (®,/) para distintos valores de P.

el valor de ¢, obtenido fue 1,0 (40,1) x 10* mol m~3. El valor de ¢, obtenido en cada experiencia

se muestra en el Anexo A.15.

Determinacién del contenido inicial de activo (cs0). El contenido inicial de astaxantina encap-
sulada fue estimado por la Ec. (3.41). Los valores de w y W fueron determinados experimentalmente
en 5 experiencias independientes (Anexo A.16). El volumen V fue estimado con R = R, y M4 fue
considerado igual a 594,84 ¢ mol~! (Martinez-Delgado et al., 2017). El valor de cs,0 obtenido fue de
5,02 £ 0,15 mol m~3.

3.4.2.2. Valores de los parametros adimensionales del modelo

En la Tabla 3.4, se muestra el conjunto de valores de los parametros adimensionales que mejor
ajustaron a los datos experimentales y mejor describieron a la fisica del sistema en estudio. Se considerd
que el ajuste obtenido fue altamente preciso (FAPP < 10%) (Montano Moreno et al., 2013). La Fig.

3.6 muestra a los datos experimentales y al perfil teérico de ®;. Para analizar el efecto de cada
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Tabla 3.3. Valores que caracterizan el sistema en estudio requeridos para resolver el modelo.

Parametro Unidades Valor Fuente

CA,00 mol m™—3 0 Adoptado

CA0 mol m—3 0 Adoptado

CA,ms mol m™3 5,56 x 1072 Adoptado

Cs.0 molm™3  5,02+0,15 Medido

Cuw,00 mol m™3 5,56 x 10* Adoptado

Cw.0 mol m™3 1,0 (£0,1) x 10* Medido

Cw,p mol m ™3 5,56 x 10% Adoptado

Do m? s} 2,9 x 107° De’Nobili et al. (2015)
R m 1,02 (£0,05) x 1073 Medido

0,2
0,7

Azhdari et al. (2016)
Azhdari et al. (2016)

fenémeno sobre el perfil de liberacién del activo, se considerd que los fenémenos de transporte ocurren

en paralelo. Esto implica que la velocidad global del proceso de liberacion estd determinada por los

fendmenos que ocurren en menor tiempo (Morgenroth, 2008).

Tabla 3.4. Valores de los parametros adimensionales obtenidos del ajuste a los datos experimentales.

Parametro Parametro
Valor Valor
adimensional adimensional
Ty 2,5 x 10717 44 7,7 x 1076
0w 0,005 0 1,424
O 0,006 A 0,797
¢ 0,078 Qs 0,040
O 0,090 ko 10,000
s 0,107 kA 9,993

Error absoluto promedio porcentual = 6,1 %

La cinética de absorcién de agua es determinada por tres mecanismos (difusién, hinchamiento y

erosién) y cada uno esté caracterizado por un pardmetro adimensional. I',, caracteriza el efecto de las

tensiones y se define como la relacién entre la cinética de difusién molecular y la cinética de difusién

viscoelastica (Tabla 3.2). El valor de T, obtenido del ajuste fue de 2,5 x 107! (Tabla 3.4), es decir

que el t. de difusion molecular es mucho menor que el ¢, de difusién viscoelastico. Esto significa que el
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o Experimental ]
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Figura 3.6. Datos experimentales y perfil tedrico de la fraccién de activo liberado promedio en el

volumen (®). Las barras de error representan la desviacién estandar de 5 experiencias independientes.

efecto de las tensiones en la matriz es despreciable en comparacién con el efecto de la difusién molecular.
Ferreira et al. (2015) reportaron que la cinética de absorcién de agua puede ser representada por la
ley de Fick cuando la velocidad de entrada de agua es mucho menor o mucho mayor que la velocidad
de relajacién de la matriz. Asimismo, cuando el flujo asociado a ambos fenémenos se encuentran
dentro del mismo orden de magnitud, la cinética de absorcién de agua muestra una desviacion del
comportamiento Fickiano. Esto puede deberse a que el agua difunde dentro de la matriz antes de que
su estructura se relaje completamente, mientras tanto las cadenas poliméricas pueden reacomodarse
causando una eliminacién parcial de agua de la matriz. Esta exclusién de solvente es mas pronunciada
cuando el ¢, de relajacion (viscoso-eldstico) es mucho mayor que el . de difusién de agua (De Kee et al.,
2005). Esta relacion es el nimero de Deborah (De) (Vrentas y Vrentas, 2013) y puede ser representado
por la relacién entre ¢ y 5, es decir De = (/d, (Tabla 3.2). En este caso, De ~ 13. Sin embargo,
Chiarappa et al. (2018) observaron que el comportamiento reolégico de la matriz encapsulante no
afectd considerablemente a la cinética de liberacién del activo.

El parametro k,, representa el efecto de la degradacién de la matriz encapsulante sobre la difusion
de agua. El valor obtenido (k,, = 10, Tabla 3.4) es similar al reportado por (Thombre y Himmelstein,
1985) para la erosiéon de una matriz de poli (orto-éster). Esto implica que la erosién de la matriz
aumenta el espacio difusivo y acelera la absorciéon de agua por difusién.

El efecto del consumo de agua debido a la degradacién del polimero estd caracterizado por §,,. Este
parametro relaciona la cinética de difusién molecular del agua y la cinética de su consumo (Tabla
3.1). El valor obtenido del ajuste fue mucho menor a uno (§,, = 0,005, Tabla 3.4), es decir que la
velocidad de difusiéon de agua es mayor a la de su consumo. Esto significa que el consumo de agua
debido a la reaccién de degradacion del polimero no tiene un efecto considerable sobre la cinética de

absorcién de agua.
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En conclusién, el mecanismo que méas influy6 en la cinética de absorcion de agua fue la difusion
molecular y la erosién de la matriz. Sin embargo, la desviacién del comportamiento Fickiano observada
puede deberse a los cambios estructurales que experimenta la matriz encapsulante (De Kee et al., 2005).

Las propiedades viscoeldsticas de la matriz fueron caracterizadas por 6, y (. Estos pardmetros
representan a los componentes viscoso y eldstico del modelo de Maxwell (Ec. 3.2), respectivamente.
El valor obtenido para d, (0,006) fue menor que el obtenido para ¢ (0,078) (Tabla 3.4), por lo tanto
el comportamiento viscoso resulta despreciable frente al comportamiento eldstico de la matriz. Debido
a ello, se podria inferir que la matriz encapsulante se encuentra en estado vitreo (Fong et al., 1998).

El pardmetro d)s, que caracteriza a la erosién de la matriz, es la relacién entre el ¢, de difusién
de agua y el t. de degradacién del polimero (Tabla 3.2). El valor de dj; obtenido del ajuste fue
de 0,090 (Tabla 3.4), es decir que la difusién de agua fue més rapida que la depolimerizacién de
la matriz. Esto significa que la matriz encapsulante experimenté una erosiéon homogénea (Rothstein
et al., 2009). Por un lado, Arifin et al. (2006) reportaron que los polimeros con grupos funcionales
poco reactivos tienden a tener una velocidad de degradacién menor a la velocidad de difusion del agua
dentro de la matriz. Como consecuencia, la disponibilidad de agua como reactivo de la reaccién de
depolimerizacién (Ec. 3.3) tiende a ser alta y uniforme dentro del sistema. Por otro lado, T¢nnesen y
Karlsen (2002) observaron un escaso hinchamiento en particulas de alginato de calcio en condiciones
estomacales. Sin embargo, reportaron que en condiciones intestinales estas particulas experimentaban
hinchamiento y degradacién. Esto coincide con el comportamiento observado por Hoad et al. (2009)
y Rayment et al. (2009) en particulas de alginato de calcio durante el proceso de digestiéon y que
fue descrito en la Seccién 2.3.1.2. Bajpai y Sharma (2004) explicaron que si geles de alginato son
sumergidos en un medio fosfato con pH alcalino, los cationes presentes en el medio ingresan a la
estructura y desplazan al Ca?* unido iénicamente con los grupos carboxilicos de los bloques M (Fig.
3.7). Esto produce un aumento en el nimero de COO™ libres y, como consecuencia, un aumento de
la repulsién electrostatica. Debido a esto, las cadenas de alginato se relajan, absorben agua y el gel se
hincha. Sin embargo, la estructura mantiene su integridad debido a que se encuentra estabilizada por
las interacciones entre el Ca?t y los COO~ de los grupos G de los bloques G (estructura de caja de
huevos) (Fig. 3.7). Estas interacciones se caracterizan por ser fuertes y auto-cooperativas. Después
del hinchamiento, los cationes que ingresan al gel desde el medio comienzan a intercambiarse con los
Ca?t que estdn formando parte de la estructura de caja de huevos. Esto provoca que el gel comience
a perder material polimérico y finalmente se desintegre. Esta descripcién resulta consistente con los
fendmenos observados en las fotos de liberacién de astaxantina (Fig. 3.8).

La cinética de disolucién del activo no disuelto fue caracterizada por §s. Este pardmetro se define

como la relacién entre el ¢, de difusion molecular del agua y el t. de disolucion del activo no disuelto
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(Tabla 3.2). El valor obtenido del ajuste para ds fue de 0,107 (Tabla 3.4), es decir que la cinética

de difusién de agua es mas rapida que la correspondiente a la disolucion del activo no disuelto.

(a) Y\ (b)
coo \/\/\/\/

Ca%* Ca% Ca%t CaZ

Figura 3.7. Interacciones i6nicas del Ca?* con los grupos carboxilicos de los (a) bloques M y (b)

bloques G en un gel de alginato de calcio.

Figura 3.8. Liberacién in vitro de astaxantina de microcapsulas de alginato de calcio bajo condiciones
intestinales simuladas a diferentes tiempos: (a) 0 s, (b) 300 s, (c) 600 s, (d) 900 s, (e) 3600 s y (f)
14400 s.

La difusién del activo disuelto en la matriz fue caracterizado por 4. Este parametro se define
como la relacién de t. de difusién molecular de agua respecto al t. de difusién molecular de activo
disuelto (Tabla 3.2). El valor obtenido del ajuste para v4 fue de 7,7 x 107 (Tabla 3.4). Es decir,
la difusién de agua es mas rapida que la del activo. En general, los coeficientes de difusion de solutos
en hidrogeles son menores que en solucién debido a la presencia de la red polimérica que limita el
volumen libre disponible para la difusién (Golmohamadi y Wilkinson, 2013). Sin embargo, De’Nobili
et al. (2015) encontraron que el coeficiente de difusién del agua en geles de pectina y pectina/alginato
eran similares a su coeficiente de auto-difusién. Holz et al. (2000) reportaron un valor de coeficiente
de auto-difusién para el agua a 37 °C de 2,9 x 1079 m? s~!. Karki et al. (2016) estimaron valores de
2,03 (£0,01)x107 m? 571 vy 1,8 (40,3) x107% m? s~! para los coeficientes de difusién de astaxantina
en agua pura y etanol, respectivamente. Por lo tanto, usando estos valores de coeficiente de difusiéon
se obtienen valores de 74 mayores que el obtenido del ajuste. Sin embargo, como se mencioné en el

Capitulo 2, los valores de coeficientes de difusién reportados por Karki et al. (2016) fueron obtenidos
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en forma tedrica a través de simulaciones de dindmica molecular.

El parametro k4 es una constante del modelo que representa la variacion del coeficiente de difusién
del activo en el agua ocluida debido a la degradacién de la matriz encapsulante (Ec. 3.25), mientras
que k4 multiplicado por 4 representa el efecto de la degradacién sobre la difusién del activo (Ec.
3.23). El valor de k4 obtenido en el ajuste fue de 9,993 (Tabla 3.4). Este valor se encuentra dentro
del orden de magnitud del valor reportado por Thombre y Himmelstein (1985).

El pardmetro 6 representa a la generacion de activo disuelto a partir de activo no disuelto. El valor
de 6 obtenido del ajuste fue 1,424 (Tabla 3.4). Este valor es mucho mayor que v4 y que kav4. Por
lo tanto, la generacion de activo disuelto es el mecanismo que mas afecta al proceso de liberacion
del activo. Rothstein et al. (2009) reportaron que en sistemas donde las moléculas encapuladas son
hidrofébicas, el fenémeno de disolucién afecta considerablemente a su perfil de liberacién.

Finalmente, los pardmetros A y a4 representan a las condiciones de contorno asociadas al transporte
de agua y de activo, respectivamente. Por un lado, el valor de A obtenido del ajuste fue de 0,797 (Tabla
3.4). Esto significa que la resistencia interna se encuentra dentro del mismo orden de magnitud que
la resistencia externa a la difusién de agua. Por otro lado, el valor de vy obtenido fue de 0,040. Es
decir, la velocidad de difusién externa del activo es menor que la velocidad de difusion interna del

agua (Achanta et al., 1997).

3.4.2.3. Perfiles tedricos

La Fig. 3.9 muestra los perfiles teéricos de @, @, ®5; v ®, obtenidos a partir del modelo y
de los valores de los parametros adimensionales de la Tabla 3.4. Los perfiles son convenientemente
presentados en funcién de ¢ /2. Por un lado, un proceso de sorcién/desorcién en el cual la cantidad de

1/2

materia absorbida/desorbida resulta proporcional a tY/2 puede ser definido como un proceso Fickiano.

Por otro lado, cualquier otra dependencia de la cantidad de materia absorbida/desorbida respecto a

t1/2 conduce a que los procesos sean generalmente clasificados como no-Fickianos o anémalos (Grassi
et al., 1998).

El proceso de liberacion del activo presenta tres etapas, segiin las regiones que se distinguen en los
perfiles de la Fig. 3.9. En la primera etapa, cuando t*/2 < 20 (t = 400 s), la concentracién de agua
en el sistema aumenta, mientras las tensiones en la matriz disminuyen. Ambos varifan linealmente con
t1/2. Arifin et al. (2006) reportaron que los polimeros hidrofilicos son susceptibles al hinchamiento
debido a que el agua penetra y produce que la matriz polimérica se relaje. Chiarappa et al. (2018)
explicaron que cuanto mas negativo es el valor de las tensiones en la matriz, mayor es su hinchamiento.
Ahearne et al. (2005) notaron que los geles de alginato pierden su fuerza mecénica rapidamente bajo

condiciones fisiolégicas donde el sodio esta presente. Sin embargo, la velocidad de degradacién de la
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Figura 3.9. Perfiles tedricos de (a) la fraccién de activo liberado (®1) y (b) de la fraccién de agua
absorbida (®,,), la fraccién de polimero remanente (®s) y de la fraccién de tensiones desarrolladas

en la matriz (®,) en funcién de t'/2.

matriz encapsulante es lenta durante esta etapa. Los fenémenos descritos coinciden con los observados
en las Figs. 3.8 (a)-(b).

En la segunda etapa, 20 < t'/2 < 30 (400 < t < 900 s), el sistema de encapsulacién alcanza su
maxima hidratacién e hinchamiento, mientras que la velocidad de degradacién de la matriz aumenta
(Fig. 3.9.b). Esto se visualiza en las Figs. 3.8.(c)-(d). Alli, se observa un desarrollo de turbidez en
el sobrenadante debido a que las particulas comienzan a perder matriz encapsulante. Este compor-
tamiento es similar al descrito por Bajpai y Sharma (2004). Estos autores reportaron que particulas
de alginato de calcio inicialmente ganan peso debido a la absorcién de agua. Luego, el peso de las
particulas alcanzan un valor maximo y, finalmente, disminuye debido a la degradacién de la matriz.

Por tltimo, en la tercera etapa, t'/2 > 30 (t > 900 s), el perfil de &, comienza a variar linealmente
con t1/2, mientras ®, aumenta hasta valores cercanos a cero con una tendencia similar al decrecimiento
de @,/ (Fig. 3.9). Dalaty et al. (2016) relacionaron la reduccién del hinchamiento con la pérdida de la
integridad y pérdida de peso de la matriz. Por lo tanto, el proceso de liberacién de activo es afectado
principalmente por la erosién durante esta etapa (Serrano-Aroca et al., 2017). Las imédgenes de las

Figs. 3.8.(e)-(f) muestran mayor turbidez en el sobrenadante. Adem4s, se pueden observar las gotas
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naranjas de la astaxantina liberada. Arifin et al. (2006) y Harland et al. (1988) reportaron que para
matrices poliméricas biodegradables, la liberacion de activos es normalmente controlada por el proceso

de escisién hidrolitica de las cadenas de polimero que provocan la erosién de la matriz.

3.5. Conclusiones

Se presenté y validé un modelo mecanistico para predecir la cinética de liberacién de un activo
encapsulado. El sistema en estudio consistié en un activo encapsulado uniformemente distribuido
en la matriz (no disuelto) y en el agua ocluida (disuelto). La matriz puede hincharse y erosionarse
después de interactuar con el agua del medio circundante. Se obtuvieron pardmetros adimensionales
caracteristicos relacionados a cada mecanismo considerado. Estos parametros brindan informacion
sobre el efecto de cada fenémeno en el comportamiento del sistema de encapsulacién. La validacion
del modelo se realizé con datos experimentales de liberacion in vitro de astaxantina encapsulada en
una matriz de alginato de calcio. El modelo presentado resulta relativamente simple. Debido a ello
puede ser utilizado como una herramienta de disefio y optimizacion de la cinética de liberacién de un

amplio rango de sistemas de encapsulacién.

3.6. Nomenclatura

A, Coeficiente de transferencia superficial de materia del agua [m s™1]
¢4 Concentracién adimensional de activo disuelto (Tabla 3.1) [-]

ca Concentracién de activo disuelto [mol m ™3]
capo Concentracién inicial de activo [mol m~3]
cA o Concentracién activo en el medio circundante [mol m~3]

cAms Maxima concentracién de activo disuelto en la solucién del medio circundante [mol m_3]

¢s Concentracién adimensional de activo no disuelto (Tabla 3.1) [-]
cs Concentracién de activo no disuelto [mol m~3]

cso Concentracién inicial de activo no disuelto [mol m 3]

¢y Concentracién adimensional de agua ocluida (Tabla 3.1) [-]

cw Concentracién de agua ocluida [mol m~3]

cwo Concentracién inicial de agua ocluida [mol m ™3]
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Cwoo Concentracién de agua en la solucién del medio circundante [mol m~?]
cwp Densidad del agua sobre su peso molecular [mol m™3]

Dy Coeficiente de difusién adimensional de activo (Tabla 3.1) [-]
D4 Coeficiente de difusién del activo disuelto [m? s

Dy Coeficiente inicial de difusién de activo [m? s7!]

D, Coeficiente de difusién viscoeldstico adimensional (Tabla 3.1) []

D, Coeficiente de difusién viscoeldstico [mol Pa=! m~! s71]

D, Coeficiente de difusién viscoeldstico inicial [mol Pa=! m~! s7!]

D,, Coeficiente de difusién adimensional del agua en la matriz (Tabla 3.1) [-]
D,, Coeficiente de difusién de agua en la matriz [m? s~1]

Dy, Coeficiente inicial de difusién de agua [m? s

De Nimero de Deborah -]

E Médulo eléstico adimensional de la matriz (Tabla 3.1) [-]

E Moédulo eléstico de la matriz polimérica [Pal

Ey Moédulo eléstico inicial de la matriz poliméica [Pa]

EAPP Error absoluto promedio porcentual [ %)]

H Humedad inicial de la particula [g g7}]

h Coeficiente de transferencia superficial de materia del activo disuelto [m s™1]
k Constante cinética de consumo de agua [Da~! s71]

k1 Constante [m?® mol~!]

k, Constante [Pa s Da™"]

k4 Constante [-]

kq4;s Constante cinética de disolucién del activo no disuelto [mol m3 sfl]

kg Constante [Pa Da™?]
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k, Constante cinética de degradacién de la matriz polimérica [m3 mol=! s=1]
k., Constante [-]

M Peso molecular adimensional de la matriz polimérica (Tabla 3.1) [-]
M Peso molecular de la matriz polimérica [Dal

My Peso molecular inicial de la matriz polimérica [Da

M4 Peso molecular del activo [g mol ~!]

M,, Peso molecular del agua [g mol ~!]

N Numero de nodos en que se divide el dominio temporal [-]

P Numero de segmentos en que se divide el dominio radial [-]

R Radio del dominio [m)]

7 Posicién radial adimensional (Tabla 3.1) [-]

r Posicién radial [m)]

R,, Moda del radio de particula [m)]

R, Radio del sistema de encapsulacién seco [m]

t Tiempo adimensional (Tabla 3.1) [-]

t Tiempo [s]

t. Tiempo caracteristico [s]

t, Tiempo adimensional transcurrido después de n pasos de tiempo -]
V' Volumen del dominio [m?]

W Masa de particula seca [gss]

w Concentracién inicial de activo [g g™!]
Stmbolos griegos

a Constante -]

a4 Pardmetro caracteristico de difusién externa de activo (Tabla 3.2) [-]
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f Constante [-]

v4 Pardmetro caracteristico de difusién del activo (Tabla 3.2) [-]

I'y, Pardametro caracteristico de tensiones (Tabla 3.2) [-]

A7 Tamano adimensional del segmento en que se divide el dominio radial [-]
At Tamano del paso de tiempo [s]

At Tamaiio adimensional del paso de tiempo [-]

d, Pardmetro caracteristico de relajacién (viscoso-total) (Tabla 3.2) [-]
oy Pardmetro caracteristico de depolimerizacién (Tabla 3.2) [-]

ds Pardametro caracteristico de disolucién del activo (Tabla 3.2) [-]

0 Pardmetro caracteristico de erosién (Tabla 3.2) [-]

¢ Deformacién de la matriz [-]

e, Deformacién viscosa de la matriz [-]

ep Deformacion eldstica de la matriz [-]

¢ Pardmetro caracteristico de relajacién (viscoso-eldstico) (Tabla 3.2) [-]
0 Parametro caracteristico de méxima disolucién del activo (Tabla 3.2) [-]
A Pardmetro caracteristico de difusién externa de agua (Tabla 3.2) [-]

f Médulo viscoso adimensional de la matriz (Tabla 3.1) [-]

g Médulo viscoso de la matriz polimérica [Pa s

po Médulo viscoso inicial de la matriz poliméica [Pa s

1y Viscosidad de una solucién polimero-solvente caracterizado por una concentracién de agua igual a

cw [Pa s
pp Densidad de la particula g m_3]
o Tensién adimensional de la matriz (Tabla 3.1) [-]
o Tensién de la matriz [Pa]

oo Tension inicial de la matriz [Pa]
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®, Fraccién de tensiones desarrolladas en la matriz promedio en el volumen [-]
®;, Fraccién de activo liberado promedio en el volumen [-]

®)s Fraccién de polimero remanente promedio en el volumen [-]

®,, Fraccién de agua absorbida promedio en el volumen |[-]

Subindices

¢ i-ésimo nodo radial

n n-ésimo paso de tiempo
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CAPITULO 4

Determinacion de parametros. Caracterizacion del polimero que

constituye la matriz encapsulante

Resumen. En el presente capitulo, se caracterizé el alginato de sodio utilizado como
matriz encapsulante en el sistema de encapsulacién alimentario empleado para validar los
modelos matemédticos presentados en los Capitulos 2 y 3. Para ello, se determiné su
peso molecular medio y la relaciéon cuantitativa de las fracciones de los monémeros que
lo componen (grupos M y grupos G) a través de las técnicas de viscosimetria capilar y
de resonancia magnética nuclear de protén (\H RMN), respectivamente. El valor del peso
molecular medio en peso obtenido fue de 192 + 1,81 kDa y el valor de la relacién entre M
y G fue de 1,809. Ambos pardmetros estdn intimamente relacionados con las propiedades

fisicas de los geles de alginato y con su funcionalidad como material encapsulante.

4.1. Introduccién

El alginato es un polisacarido abundante en la naturaleza. Se encuentra como componente estruc-
tural de algas marrones (Phaeophyceae) y como componente capsular de ciertas cepas bacterianas
(Azotobacter, Pseudomonas). Se emplea principalmente en la industria de alimentos, médica, far-
macéutica y textil debido a su capacidad de gelificar, aumentar la viscosidad del medio y sus pro-
piedades estabilizantes de dispersiones (Fertah et al., 2017; Hecht y Srebnik, 2016). Las aplicaciones
biotecnoldgicas de este polisacarido estan basadas fundamentalmente en su capacidad de formar geles
por entrecruzamiento iénico con cationes miiltivalente (Ca?"). Este proceso es instantédneo y practi-
camente independiente de la temperatura. En consecuencia, obtener geles de alginato con un amplio
rango de propiedades mecanicas resulta un proceso simple y de bajo costo (Hecht y Srebnik, 2016).

Como se mencioné en el Capitulo 2, a nivel molecular los alginatos son copolimeros lineales
binarios de residuos del &cido f-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) unidos mediante enlaces
glicosidicos (1-4) (Fig. 2.6). Los mondémeros pueden estar unidos formando secuencias homogéneas
(bloques M o bloques G) o secuencias heterégeneas (bloques MG) (Fig. 2.7). Debido a que el alginato
proviene de fuentes naturales, la composicién quimica y las secuencias de sus monémeros dentro de la
cadena polimérica pueden variar dependiendo de la especie de algas de la que fue extraido e incluso

dependiendo del tejido dentro de la misma especie (Hecht y Srebnik, 2016).
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Los alginatos son tipicamente descritos por su peso molecular medio y la relacién cuantitativa entre
sus mondémeros (Fyy/Fg), ya que estos pardmetros estan intimamente relacionados con la funcionalidad
de los alginatos como material encapsulante (Helmiyati y Aprilliza, 2017). Es decir, las propiedades
fisicas de los geles de alginato estan fuertemente relacionadas con el peso molecular, la composicion
y la secuencia estructural del polimero (Martinsen et al., 1989). Por un lado, la viscosidad de las
soluciones de alginato dependen de su peso molecular medio. Esto es, el alginato de sodio es soluble en
agua y la viscosidad de soluciones de igual concentracién aumenta con el peso molecular del polimero
(Donnan y Rose, 1950). Por otro lado, sus propiedades gelificantes son afectadas por la distribucién
de unidades M y G dentro de la cadena polimérica (Jensen et al., 2015). En general, un alginato con
una baja relacién de Fys/Fg forma geles quebradizos, mientras que uno con una alta relacién forma
geles més débiles y flexibles (Jensen et al., 2015; Salomonsen et al., 2008). Hecht y Srebnik (2016)
explicaron que esto se debe a que la gelificacién del alginato es un resultado de la unién selectiva de los
iones Ca?* a las regiones de la cadena del polimeros ricas en residuos G. Esto permite la asociacién de
las cadenas y la formacién de una estructura de caja de huevos (Fig. 2.8). Estos autores reportaron
que bloques G aislados y purificados actiian como moduladores de gel, formando zonas de unién de
alto orden compuestas por dos o mas cadenas. Por su parte, los bloques M y los bloques MG tienen
una baja selectividad hacia el ién Ca?*. Esto estarfa asociado a que sus estructuras son mas planas y
los lugares disponibles para que ocupe el catién son maés superficiales.

El peso molecular de biopolimeros puede ser determinado a través de tecnologias como osmometria,
cromatografia por permeacién en gel, dispersion de luz, viscosimetria, entre otros (Masuelli y Illanes,
2014). Dentro de la viscosimetria existen tres tipos principales de viscosimetros disponibles: capilar,
rotacional y de caida de bola (falling-ball). Sin embargo, los viscosimetros capilares son los mas em-
pleados (Kulicke y Clasen, 2004). Ademas, presentan la ventaja de tener un bajo costo operativo y los
resultados obtenidos a través de esta técnica son de buena calidad cuando los biopolimeros analizados
son solubles en agua (Masuelli y Illanes, 2014). Esta técnica analiza la forma en que un polimero afecta
el movimiento de la solucién. Esto se debe a la capacidad de este tipo de compuestos de aumentar la
viscosidad del medio, ain a muy bajas concentraciones, debido a su elevado peso molecular (Kulicke
y Clasen, 2004).

El método de referencia para la determinacion de la relacién Fy;/Fg es la espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear de protén (\H RMN) (Jensen et al., 2015). Este método requiere la solubilizacién
y depolimerizacién del alginato, ademds de una alta temperatura (> 80 °C) durante la adquisicién
de los datos. La finalidad de ambas etapas radica en (a) disminuir la viscosidad de la solucién para
aumentar la resolucion del espectro y (b) desplazar la resonancia del agua lejos de la regién espectral

de interés y evitar solapamientos (Grasdalen et al., 1979). La depolimerizacién suele realizarse a través
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de una hidroélisis suave con acidos inorganicos. Esta debe ser controlada con el objetivo de evitar una
hidrolisis completa, posibles epimerizaciones y lecturas erréneas de Fy;/Fg. Sin embargo, esta meto-
dologia suele resultar laboriosa y costosa. Vilén et al. (2011) propusieron un método basado en una
secuencia de pulsos editada para difusién estandar en RMN. El fundamento de esta técnica se basa en
la diferencia de velocidad de difusion de las moléculas de agua y del alginato debido a la diferencia de
tamanos. Esto permite que la resonancia del agua se pueda separar de la correspondiente al polimero
sin hidrolizar y a temperatura ambiente (Jensen et al., 2015).

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar al alginato de sodio utilizado como matriz encap-
sulante en el sistema de encapsulacién alimentario empleado para validar los modelos matematicos de
los Capitulos 2 y 3. Para ello, se determiné su peso molecular medio y las fracciones de los monéme-
ros que lo componen a través de las técnicas de viscosimetria capilar y de 'H RMN con una secuencia

de pulsos editada para difusién estandar, respectivamente.

4.2. Teoria

4.2.1. Determinacién del peso molecular del alginato de sodio por viscosimetria capilar

La medicién de la viscosidad es una de las técnicas mas simples para estimar el peso molecular de
una macromolécula (Lépez Serrano Ramos y Mendizabal Mijares, 2015). Sin embargo, se debe tener
en cuenta que la viscosidad de una solucién polimérica no depende tinicamente del peso molecular del
polimero, sino que ademéds depende de su concentracién, del solvente y de la temperatura (Kulicke y
Clasen, 2004).

Las aproximaciones tedricas para determinar la estructura de un polimero en solucién suponen
un estado de solvatacién pseudo-ideal. En este estado, las fuerzas de solvatacién del solvente (inter-
acciones polimero-solvente) y las fuerzas de agregacién de los segmentos de las cadenas poliméricas
(interacciones polimero-polimero) estan en equilibrio. Aqui, el polimero permanece en un estado no
perturbado (Fig. 4.1.b). El solvente y la temperatura que producen este estado pseudo-ideal son de-
nominados solvente y temperatura theta (6), respectivamente (Kulicke y Clasen, 2004). Sin embargo,
la determinacién del peso molecular de un polimero a través de la técnica de viscosimetria requiere que
las cadenas poliméricas se encuentren mutuamente aisladas, es decir, que las interacciones polimero-
polimero sean minimas. Esto se puede conseguir a través de soluciones poliméricas diluidas y utilizando
un solvente termodindmicamente bueno (Podzimek, 2011). Esto significa que cuando un polimero se
disuelve en un solvente termodindmicamente bueno, las fuerzas de atraccién entre los segmentos de las
cadenas de polimeros son menores que la interacciones polimero-solvente. Aqui, el polimero adquiere
una conformacién extendida (Cowie y Arrighi, 2007; Podzimek, 2011). La interaccién de los dos com-

ponentes provocan un aumento de las dimensiones del polimero con respecto al estado sin solvatar
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(Fig. 4.1.a). Debido a la gran diferencia de tamafio entre el solvente y el soluto, las propiedades de
friccién del solvente en la mezcla cambian considerablemente y se produce un aumento de la viscosi-
dad. El efecto sobre la viscosidad refleja el tamano y la forma del soluto disuelto, incluso en soluciones
diluidas (Chanda, 2013). En contraparte, cuando un polimero es disuelto en un solvente termodindmi-
camente pobre, las interacciones polimero-solvente no estén favorecidas y predominan las fuerzas de
atraccion entre las cadenas. Aqui, las cadenas adoptan una conformacién cerrada y contraida (Fig.
4.1.c). Debido a esto las cadenas de polimero tienden a colapsar o agregarse (Cowie y Arrighi, 2007;
Podzimek, 2011).

La viscosidad de un liquido depende fuertemente de la temperatura. Debido a ello, las medidas
de viscosidad deben realizarse en condiciones de temperatura controlada (40,1 °C). Ademds, antes
de realizar las medidas, el viscosimetro debe estar a la temperatura requerida y en equilibrio térmico

(Chanda, 2013).

(b) (c)

. o
. .
LETTE

Buen solvente Solvente & Solvente pobre

Figura 4.1. Conformacién de una cadena polimérica (a) en un solvente termodindmicamente bueno,

(b) en un solvente theta (0) y (c) en un solvente termodindmicamente pobre.

4.2.1.1. Viscosimetria capilar

En la Fig. 4.2, se muestran diferentes tipos de viscosimetros capilares. En la presente Tesis, la
determinacién del peso molecular del alginato se realizé con un viscosimetro del tipo Cannon-Fenske
de dos brazos. En la Fig. 4.3, se muestran las principales partes de este tipo de viscosimetros. En
general, la técnica consiste en colocar a través del tubo de llenado un volumen especifico V' de la
solucion cuya viscosidad se desea determinar. La muestra queda almacenada en el reservorio. Luego,
se aplica una determinada presion en el tubo de llenado. Esto provoca el ascenso de la solucién hasta
la bola de entrada. En ese momento, la presién es suprimida y el fluido comienza a caer por su propio
peso a través de un capilar de longitud [ y radio R. Se mide y se registra el tiempo que el volumen
conocido de muestra tarda en atravesar dos puntos de medida (marca anular superior de medida y

marca anular inferior de medida) (Schott-Gerite, 2004). A partir de este valor de tiempo se puede
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calcular la viscosidad cinematica v y la viscosidad dindmica 1 de la solucion. A diferencia de otros
tipos de viscosimetros, los del tipo capilar permiten regular la temperatura de operacion. Esto se debe

a que pueden ser sumergidos en un bano térmico (Kulicke y Clasen, 2004).

(a) o (b)) (c) )

D)

Figura 4.2. Diferentes tipos de viscosimetros capilares: (a) viscosimetro de Ostwald, (b) viscosimetro

de Ubbelohde y (c¢) viscosimetro Cannon-Fenske (Kulicke y Clasen, 2004).

Tubo
capilar Tubo de

llenado
-

Bola de
entrada \(

Marca anular sup.
de medida

Bola de —< >

medicion

Marca anular inf. =~
de medida

Capilar —,

— Reservorio

Figura 4.3. Partes de un viscosimetro capilar Cannon-Fenske (Schott-Gerite, 2004).

La determinacién de la viscosidad a través de esta técnica se realiza bajo las suposiciones de que
dentro del capilar (a) el flujo es isotérmico y laminar, (b) existe una condicién de flujo estacionario, (c)
la muestra se comporta como un fluido newtoniano, (d) la viscosidad es independiente de la presién,

(e) la muestra es un liquido incompresible, (f) hay adherencia del liquido a las paredes y (g) la longitud
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[ del capilar es lo suficientemente grande para hacer despreciable la influencia del flujo a la entrada y
a la salida del capilar. En estas condiciones ideales, el fluido se mueve por influencia de la gravedad
describiendo un perfil de velocidad parabdlico (Fig. 4.4) y la ley de Hagen-Poiseuille (Ec. 4.1) es la

base de la estimacién de la viscosidad (Wilke et al., 2015).

TRYgH |,
_ ¢ 41
YT TRV (4.1)

donde g es la aceleracién de la gravedad [mm s~2], H es la altura hidrostdtica media del capilar [mm]

y t' es el tiempo [s]. Esta expresion puede reescribirse,
v=Kt (4.2)

donde K es un factor de proporcionalidad entre v y ¢’ que depende de las caracteristicas del capilar.

En general, el valor del parametro K es brindado por el fabricante del capilar.

A
—>
P>
r a
L > Ve,
2R > -

Jv/e

\ 4 s 2

Ve=0

Figura 4.4. Perfil de velocidad del fluido dentro del tubo capilar. Aqui, r es la direccién radial, R es

el radio del capilar, Ve es la velocidad del fluido y Ve,q, es su velocidad méxima (Wilke et al., 2015).

Usualmente, el flujo de la solucién dentro del capilar se desvia del comportamiento ideal. Esto
significa que hay un aumento aparente de viscosidad debido (a) a la conversién de energia potencial en
energia cinética, que a su vez se disipa formando vértices a la salida del capilar y (b) al trabajo inicial
requerido para la formacién del gradiente de velocidad de perfil parabdlico (Elias, 1977). Debido a
esto es necesario incluir en la Ec. (4.2) un término de correccién que es especialmente relevante para

tiempos cortos de medicién (Kulicke y Clasen, 2004).
v=K{t' —71)=Kt (4.3)

donde ¢ es el tiempo [s] medido en el viscosimetro corregido por el factor de correccién Hagenbach-
Couette 7 [s]. El valor del factor 7 puede ser determinado por comparacién de medidas en capilares
de igual R, pero de diferentes [. Sin embargo, en general su valor es brindado por el fabricante del

capilar y depende del tiempo de flujo y del capilar utilizado (Kulicke y Clasen, 2004).
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En conclusion, la viscosidad cinemaética de soluciones con flujo newtoniano pueden ser determinada
a partir de los valores de t registrados en un viscosimetro capilar a través de la Ec. (4.3). Ademss,
se puede obtener un valor para la 7 multiplicando el valor de v por la densidad de la solucién (Wilke

et al., 2015).

4.2.1.2. Viscosidad intrinseca

Cuando la finalidad de las medidas de viscosidad se llevan a cabo para caracterizar a un polimero,
resulta més adecuado determinar el valor de la viscosidad intrinseca [n] en lugar de medir el valor de v
o 7. Este pardametro representa una forma de medir la capacidad del polimero en estudio para aumentar
la viscosidad de la solucién respecto a la del solvente (Lu y Mays, 2021), depende del tamano y de
la forma de la molécula del polimero y es funcién de la concentracién del polimero (Podzimek, 2011).

Para determinar un valor de [n] de un polimero particular, se requiere medir la viscosidad relativa 7,

= % (4.4)

donde 7 es la viscosidad dindmica de la solucién polimérica [cP] y ng es la viscosidad dindmica del
solvente puro [cP]. Considerando la Ec. (4.3), la relacién entre v y n y la Ec. (4.4), 0, se puede
expresar,

_1p
topo

r

(4.5)

donde t y p son el tiempo corregido medido en el viscosimetro capilar [s] y la densidad correspondientes
a la solucién polimérica [g mL~!], mientras que ¢y y po son el tiempo corregido [s] y la densidad
correspondientes al solvente puro [g mL~!]. Adem4s, considerando que las soluciones poliméricas
estan altamente diluidas, el valor de p puede considerarse igual a py (Lu y Mays, 2021) y la expresién

de 7, resulta,

t

= 4.6
"= (4.6)

A partir de n,, otras viscosidades de interés pueden ser definidas y calculadas (Tabla 4.1). Por un
lado, la viscosidad especifica (1) caracteriza la contribucién relativa del polimero a la viscosidad de
la solucién (Lépez Serrano Ramos y Mendizabal Mijares, 2015). Por otro lado, la viscosidad reducida
(Mreqd) v la viscosidad inherente (7;,,) se definen con el fin de eliminar el efecto de la concentracién del
polimero sobre la viscosidad. Sin embargo, ambas viscosidades no son totalmente independientes de la
concentracién, ya que ain en soluciones muy diluidas existen pequenas interacciones polimero-polimero
que deben ser consideradas. Estas interacciones disminuyen con la disminucién de la concentracién de

las soluciones (Kulicke y Clasen, 2004). La funcionalidad de 7,¢q ¥ Minn con la concentracién pueden
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ser expresadas como una serie de potencias (Meira y Gugliotta, 2019). Las expresiones usualmente

utilizadas son la ecuacién de Huggins (Ec. 4.7) y la ecuacién de Kraemer (Ec. 4.8) (Chanda, 2013),
Nrea = [0] + kr[n)*e + K nPPe® + ... (4.7)

Nink = (1] + kxc[n)2c + ke [n)>c® + ... (4.8)

donde kg, kY, ki, K} son constantes [-] y ¢ es la concentracién de polimero en solucién [g mL~1].
En ambas expresiones, [n] es la viscosidad intrinseca y caracteriza a la interaccién polimero-solvente
[mL g~!], mientras que el resto de los términos representan la interaccién polimero-polimero (Meira
y Gugliotta, 2019). Para soluciones lo suficientemente diluidas, los términos cuadréticos de las Ecs.

(4.7)-(4.8) se pueden despreciar y la funcionalidad de 7eq ¥ 7inn con ¢ se reducen a expresiones

lineales,
Nred = [77] + kg [77]26 (49)
Ninh = 1] + kx [n]*c (4.10)

En estas condiciones, kp y ki se relacionan mediante (Podzimek, 2011),
ki =ky — 0,5 (4.11)

Entonces, el valor de [n] puede ser obtenido en la condicién de dilucién ideal (¢ — 0). En esta
condicién solo se cuantifica la interaccién de las moléculas de polimero aisladas con el solvente. No
obstante, experimentalmente no se puede lograr la condicién ideal de solucién diluida (Kulicke y
Clasen, 2004). En consecuencia, el procedimiento para obtener un valor de [7] consiste en determinar
los valores de 1.cq ¥/0 Ninn para soluciones diluidas de polimeros a varias concentraciones. Luego,
estos valores son ajustados con las Ecs. (4.9) y (4.10), respectivamente. Finalmente, [n] se obtiene

extrapolando dichas funciones a ¢ = 0 (Chanda, 2013; Kulicke y Clasen, 2004; Lu y Mays, 2021).

Tabla 4.1. Nomenclatura y definicién de viscosidades (Lu y Mays, 2021).

Simbolo Nombre comin Nombre IUPAC Definicion

Nr Viscosidad relativa Relacion de viscosidad n/mo

Nep Viscosidad especifica  Viscosidad especifica n — 1

Nred Viscosidad reducida  Numero de viscosidad Nsp/ €

Ninh Viscosidad inherente  Numero logaritmico de viscosidad log(n,)/c

] Viscosidad intrinseca Numero limite de viscosidad Nred—0 O Minh—0
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4.2.1.3. Ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada (MHS)

La viscosidad intrinseca [n] de un polimero en un determinado solvente se puede relacionar con su
peso molecular (M) a través de la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada (MHS) (Kulicke y Clasen,
2004; Meira y Gugliotta, 2019),

n] = kM*® (4.12)

donde k [g mL~!] y a [-] son constantes empiricas que dependen del polimero, el solvente, la tempera-
tura a la que se determina la viscosidad y del estimador de M que se pretende obtener. En la literatura,
se definen diferentes valores de pesos moleculares promedio: peso molecular promedio en peso (M,,),
peso molecular medio viscoso (M,) y el peso molecular medio en ntimero (M,,) (Oberlerchner et al.,

2015). Estos estimadores son definidos por las Ecs. (4.13)-(4.15).

P
=1
P
My =" (w; M) (4.14)

—1

~

M, (wiM;) ™" (4.15)

Il
-MW

=1

donde w; y M; son la fraccién mésica [g g7!] y el peso molecular [kDa] de la fraccién 4, respectiva-
mente, e N es el nimero de pesos moleculares de las cadenas que componen al polimero. Como una
consecuencia de sus definiciones, los valores de los estimadores del peso molecular en orden creciente
es: M,, < M, < M,, (Meira y Gugliotta, 2019). Adicionalmente, se puede estimar la polidispersidad de
los pesos moleculares de una muestra de polimero (Ec. 4.16). Este pardmetro permite tener una idea
de la distribucién de la longitud de las cadenas que componen al polimero. Un valor de () = 1 significa
que la muestra estd compuesta por cadenas de polimeros de igual peso molecular. En contraparte,
cuanto mayor es el valor de Q, mayor es el nimero de pesos moleculares de las cadenas (Kulicke y

Clasen, 2004). Notar que Q > 1 (M,, < M,).

Q= (4.16)

5“5\

4.2.2. Determinacién de las fracciones de monémeros que componen al alginato de sodio

por espectrometria de resonancia magnética nuclear de protén (\H RMN)

La espectroscopia estudia la interaccién entre la radiacion electromagnética y la materia. En esta

interaccién, la radiacién electromagnética puede comportarse como onda o como particula (Fenandez,
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2014). En su comportamiento de onda, cada rayo de radiaciéon puede ser caracterizado por su frecuencia
f o longitud de onda A (Macomber, 1998). En consecuencia, el espectro electromagnético clasifica
las diferentes radiaciones electromagnéticas segiin su f o A. Las ondas de radio son las de mayor
longitud de onda y menor frecuencia y las de rayos gamma son las de menor longitud de onda y mayor
frecuencia (Fig. 4.5). En general, existen tres zonas del espectro electromagnético de especial interés
en la determinacion de compuestos quimicos. En particular, la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) emplea longitudes de onda en el orden de las radiofrecuencias (Fig. 4.5) (Fendndez,

2014). Respecto al comportamiento corpuscular de la radiacién electromagnética, ésta interacciona

Menor Mayor
energia energia

Energiade | | | | | | | o o0y
unfotéon T+ T T T T T T T T 1T T T T T T 1
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| | | | | | | |
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Magnética

Nuclear (RMN)

Figura 4.5. Espectro electromagnético y zonas de interés en la determinacién de compuestos quimicos

(Fenandez, 2014).

con la materia en forma de particulas llamadas fotones. Cada fotén tiene una cantidad discreta de
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energia F dada por la ecuacién de Planck (Fenandez, 2014; Macomber, 1998),
E=nhf (4.17)

donde h = 6,63 x 1073* J s es la constante de Planck.

En RMN, las interacciones de interés entre la radiacion electromagnética y las particulas de materia
son la absorcién y la emisién. Brevemente, cuando una particula absorbe radiacion, el fotén desaparece
y toda su energia es transferida a la particula. Como consecuencia, la particula de materia tiene
un exceso de energia y se dice que estd en un estado excitado. Luego, la particula puede relajarse,
volver a su estado basal y emitir un fotén. Sin embargo, para que una particula de materia pueda
absorber (o emitir) un fotén, inicialmente debe tener algiin tipo de movimiento periédico uniforme
con una frecuencia caracteristica fija. Ademads, dicha frecuencia debe ser exactamente la misma que
la frecuencia del fot6n absorbido (o emitido). Cuando existe esta condicién se dice que el sistema estd

en resonancia (Macomber, 1998).

4.2.2.1. Propiedades magnéticas de los niicleos

Nicleos atémicos. Los datomos estdn formados por una nube de electrones dispuestos alrededor de
un nucleo. Ademas, el nicleo estd compuesto por protones y neutrones. El nimero de protones que
tiene el nicleo caracteriza al a&tomo y es el nimero atémico Z. Sin embargo, el niimero de neutrones
N puede ser diferente en nicleos de un mismo atomo dando origen a los isétopos de dicho atomo.
Por ejemplo, todos los dtomos cuyos nicleos tienen Z = 1 son atomos de hidrégeno (H). Sin embargo,
algunos dtomos de H pueden carecer de neutrones (N = 0) o pueden tener un neutrén (N = 1).
Ambos constituyen isétopos estables de H, denominados 'H y 2H, respectivamente. El superindice de

cada isétopo representa la suma Z + N (Macomber, 1998).

Momento angular de espin de los niicleos. Los nicleos atémicos rotan sobre si mismos (espin)

y presentan un momento angular L determinado por la expresién,
L=+\I(I+1)h (4.18)

donde i = h/(2m) [J s] e I [] es el nimero cudntico de momento angular o espin nuclear (Fenandez,
2014; Levitt, 2008). Por un lado, en los dtomos cuyos valores de Z y N son pares, I = 0. Esto significa
que sus nicleos no presentan movimiento de espin. Por otro lado, en aquellos &tomos cuyos valores de
Z, N o Z + N son impares, sus nucleos presentan movimiento de espin e I toma valores especificos
distintos de cero. Los niicleos con forma esférica (*H, '3C, 5N, etc.) presentan un valor de I = 1/2,

mientras que los no esféricos tienen un I > 1 (2H, 1B, 4N, etc.) (Lambert y Mazzola, 2004).
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Los estados cudnticos de espin permitidos estan dados por m;. El ntimero de valores que toma mjy
para un valor dado de I son 21 + 1. Asi, para un nucleo con I = 1/2 existen dos estados cudnticos

posibles de espin dados por my = —1/2,1/2 (Fenandez, 2014; Levitt, 2008).

Momento magnético nuclear. Los niicleos atémicos que no presentan momento de espin (I = 0)
no poseen propiedades magnéticas y son invisibles a experimentos de RMN. Sin embargo, aquellos
ntcleos que presentan un movimiento de espin generan un campo magnético debido a que son particulas
cargadas (Lambert y Mazzola, 2004). El momento magnético u producido debido al movimiento de

espin del nicleo varia de dtomo a dtomo segin (Fenandez, 2014; Harris, 1986),
uw=~L (4.19)

donde ~ es la constante giromagnética [-]. El valor de v describe cuénto varia la energia del estado de
espin de un dado nicleo debido a los cambios en el campo magnético externo. Cada isétopo con espin

nuclear distinto de cero tiene un valor de v tnico y caracteristico (Macomber, 1998).

Niveles de energia. En ausencia de un campo magnético, los estados cuanticos de espin se orientan
al azar y presentan la misma energia (Fig. 4.6.a). A este estado de los espines se lo denomina
degenerado. Sin embargo, cuando se aplica un campo magnético externo, los nicleos pueden adoptar
21 + 1 orientaciones de espin no degenerados (Fig. 4.6.b) (Harris, 1986; Macomber, 1998). Esto
significa que si se aplica un campo magnético By en una direccién definida z a nticleos con [ = 1/2,
los momentos magnéticos se orientan de forma que los nicleos con my = 1/2 presentan su momento
magnético alineado con el campo y los nicleos con m; = —1/2 tienen su momento magnético opuesto
al campo aplicado (Fenandez, 2014). A esta separacion de estados de espin de los ntcleos se lo conoce
como efecto nuclear Zeeman (Levitt, 2008). La tendencia que presentan los nicleos para adquirir un
determinado estado de espin puede ser estimada a través de la ley de Bolztmann. En el caso de I = 1/2
(Lambert y Mazzola, 2004),

Mm=1/2 < AE)
——— =exp | —— 4.20
Mny=—1/2 P kT (4.20)

donde n,,,—1/2 ¥ My,——1/2 €s la poblacién que tiende a adquirir un estado de espin m; = 1/2 y
my = —1/2, respectivamente, AE es la diferencia de energia entre ambos estados [J], kp es la constante
de Boltzmann [J K] y T es la temperatura [K].

La cantidad de energia E asociada al estado de espin m; generado por By aplicado en la direccién

z, se puede calcular a partir de,

E=—u,B=—ymrhB (4.21)
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donde p, es el momento magnético de espin en la direccién z generado por el estado de espin my [-].
En base a esto, el estado de espin con el mayor valor positivo de mj sera el de menor energia y el mas
estable. En el caso de I = 1/2, el estado mds estable es el de m; = 1/2. Respecto a la diferencia de

energia para este caso particular (Macomber, 1998),

AE = Em;:—1/2 - Em1:1/2 (422)
AE = —[(—-1/2) — (1/2)]vhBo (4.23)
AE = ~hB, (4.24)

Como puede observarse en la Ec.(4.24) y en la Fig. (4.6.b), la diferencia de energia depende del
campo magnético aplicado. Si el campo magnético es bajo, AE es pequeno. Esto a la vez produce
que la diferencia de poblacién entre los dos estados de espin posibles también sea baja (Ec. 4.20)

(Fenéndez, 2014).

>
‘d\m

Figura 4.6. Orientacién y energia (F) de los espines nucleares en (a) ausencia y en (b) presencia de

un campo magnético externo (B) (Lambert y Mazzola, 2004).

Precesiéon. Como se menciond previamente, para que los niicleos puedan absorber (o emitir) fotones
deben tener algin tipo de movimiento peridédico uniforme. Dicho movimiento es generado a partir de
la aplicacién de un campo magnético externo By. Brevemente, al aplicar By en la direcciéon z sobre
ntcleos con I = 1/2, una parte de los nicleos adoptaran un momento magnético en la direccién +z,
mientras que el resto lo hard en —z. Sin embargo, dichos nticleos no presentaran una alineacion paralela
al eje z. Esto se debe a que By acttia sobre el componente z de p generando una fuerza en la direccion
y (F = By, X p,). Como consecuencia, el movimiento de p describe una trayectoria cénica alrededor
del eje z (Fig. 4.7). A este movimiento periédico se lo denomina precesiéon (Harris, 1986; Lambert y

Mazzola, 2004). Los ntcleos preceden a una frecuencia fija caracteristica llamada frecuencia de Larmor
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(wr) dada por (Macomber, 1998),
wy, = ’YBO (4.25)

A través de esta expresion se observa que wy, solo depende de v y By y es independiente del valor
de mj. Es decir, que todos los niicleos con un mismo valor de v dentro de un campo magnético fijo van
a adquirir un movimiento de precesién con igual frecuencia, independientemente de la orientacién de
su espin (Macomber, 1998). Respecto a 7y, su valor depende de las propiedades del nicleo considerado

y es diferente incluso entre isétopos de un mismo elemento (Lambert y Mazzola, 2004).

<: ju B, (2)

. Hy - .

l,=+1/2 l,=-1/2

Figura 4.7. Movimiento periédico de precesién que adquieren los espines nucleares al aplicar un

campo magnético By en la direccién z (Lambert y Mazzola, 2004).

4.2.2.2. Resonancia magnética nuclear

Un experimento de RMN se basa en aplicar un campo magnético By en la direccién z con el objeto
de generar el efecto de Zeemann. La mayor parte de los nicleos adquiriran una orientacion de espin
con my = 1/2 (Ec. 4.20). Sin embargo, su movimiento de precesién tendrd la misma frecuencia
wr, (Ec. 4.25). Luego, se aplica un segundo campo magnético By, de menor intensidad que By y
con una frecuencia igual a wy que se encuentra en la region de las radiofrecuencias del espectro
electromagnético (Fig. 4.5). Esto produce que los ntcleos con m; = 1/2 absorban energia y los
nicleos con m; = —1/2 emitan energia. Debido a que el niimero de nitcleos con estado de espin
inicial de m; = 1/2 es mayor, el efecto neto serd la absorcién de energia. La cantidad de energia
absobida puede ser detectada electrénicamente y mostrada en un grafico de frecuencias vs. cantidad
de energia absorbida. Por un lado, la magnitud de ~ tiene una influencia importante en la magnitud
de la resonancia. Esto se debe a que la AF es proporcional a v (Ec. 4.24) y cuando AF es grande hay
una gran diferencia de poblacién entre los estados de espin (Ec. 4.20). En consecuencia, la energia
neta absorbida serd mayor. En este sentido, los protones tienen uno de los mayores -y, por lo tanto, la
sefial que emiten en RMN es muy fuerte. Sin embargo, otros ntcleos importantes, como 3C y 1°N,

tienen valores de v mucho menores y sus senales son menos intensas. Por otro lado, debido a que la
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frecuencia de resonancia es fuertemente dependiente del entorno quimico (ampantallamiento nuclear),

la RMN puede ser utilizada para determinar estructuras quimicas (Lambert y Mazzola, 2004).

4.2.2.3. Apantallamiento nuclear

Las frecuencias de resonancia no son iguales para todos los nticleos de hidrégeno, sino que dependen
del entorno quimico que rodea a cada ntucleo. Esto se debe a que la nube de electrones que rodea a los
nicleos también presenta carga, movimiento y, por lo tanto, momento magnético. Como consecuencia,
los electrones generan un campo magnético que se opone a By en el microentorno alrededor de los
nucleos. Esta modulacién electréonica del campo By se denomina apantallamiento nuclear y el campo
local alrededor de los nicleos puede calcularse (Fendndez, 2014; Lambert y Mazzola, 2004). Aqui, el

campo magnético neto (B.) que actia sobre el protén se estima como,
B.=(1-0)By (4.26)

donde o es la constante de apantallamiento [-].
Como resultado del apantallamiento nuclear, la frecuencia de resonancia varia (Fenandez, 2014;

Lambert y Mazzola, 2004),

_ "
wyr, =
™

(1—-0)By (4.27)
Esto significa que una disminucion del apantallamiento resulta en una mayor frecuencia de resonancia
para un determinado valor de By. Por ejemplo, la presencia de un grupo aceptor de electrones reduce la
densidad de electrones alrededor de un protén. Esto reduce el apantallamiento y aumenta la frecuencia
de resonancia respecto a una molécula que carece de un grupo aceptor de electrones (Lambert y
Mazzola, 2004).

En conclusién, los niicleos con distinto entorno quimico presentan una constante de apantallamiento

diferente, generando diferentes senales en el espectro de RMN (Fenandez, 2014).

4.2.2.4. Desplazamiento quimico

Las senales del espectro de RMN se miden en una escala independiente del campo magnético

aplicado llamada desplazamiento quimico ¢ [ppm)],

5= dm = Iy (4.28)

fr
donde f,,, y f son la frecuencia de la muestra y de un compuesto de referencia [Hz], respectivamente.
Para protones y carbonos, la sustancia de referencia es el tetrametilsilano (Si(CHgz)s4, TMS). Esto
se debe a que esta sustancia es soluble en la mayoria de los solventes orgéanicos, es inerte y volatil.

Ademids, su baja electronegatividad genera que los protones y carbonos estén rodeados por una nube
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relativamente densa de electrones. Esto produce un gran apantallamiento y una muy baja frecuencia

de resonancia (Lambert y Mazzola, 2004).

4.2.2.5. Método de pulsos

Durante los inicios de la RMN, se utilizaban equipos de onda continua. Estos equipos estan cons-
tituidos por tres bobinas que se colocan perpendiculares entre si alrededor de la muestra: la bobina
generadora del campo magnético By, la bobina que irradia a la muestra con una frecuencia f en el
orden de las radiofrecuencias y la bobina receptora, que registra senales de radiofrecuencia y es capaz
de detectar cuando la muestra estd absorbiendo (Fig. 4.8). En estos equipos, el experimento de re-
sonancia puede hacerse manteniendo fijo el valor de campo y variando la frecuencia aplicada (barrido
de frecuencias) o manteniendo fijo el valor de frecuencia aplicada y variando el campo (barrido de
campo). En el momento en que se alcanza la condicién de resonancia, la bobina receptora registra
una sefnal e indica que a esa frecuencia los nicleos de la muestra estan en resonancia. Sin embargo, el

empleo de los equipos de onda continua tienen la desventaja de ser lentos (Laurella, 2017).

y
Bobina emispra Muqstra 7
\
Bobina receptora X
VA N N NANN N/
T Bobina generadora
Transmisor (iman)
N s Fuente de
i corriente del iman
Receptor y
amplificador
l \VAV) \V/ V'V
) )
( )

I Procesador de datos I

Figura 4.8. Esquema de un equipo de RMN de onda continua (Laurella, 2017).

En la actualidad, los equipos de RMN son maés sofisticados que los equipo de onda continua y
registran las senales a través del método de pulsos. La base de este método radica en el efecto Zemman.
Como se mencioné en la Secciéon 4.2.2.1, al aplicar un campo magnético By, los ntcleos de los
protones comienzan a precesar alrededor de él (Fig. 4.7). Ademés, el niimero de nicleos que adquieren
un estado de espin m; = 1/2 es mayor que los nicleos con m; = —1/2 (Ec. 4.20). A pesar de que esta
diferencia es pequena, el resultado de la suma vectorial de los momentos magnéticos es un vector en la

direccién +z denominado magnetizacién macroscépica (My) (Fig. 4.9). Si en esta condicién se aplica

124



Capitulo 4

un pulso de radiofrecuencia Bj en la direccién z y su frecuencia coincide con la frecuencia de resonancia
de algunos ntcleos, la componente magnética de By interacciona con My. Como consecuencia, My se
mueve hacia la direccién perpendicular a ambos, es decir, hacia el eje y (Fig. 4.10). El dngulo de
rotacion de My () aumenta mientra B esté presente. Esto significa que el valor exacto de ¢ puede
ser determinado por el tiempo de aplicacién de By (t,). En general, un ¢, aproximado de 3 pus genera
un ¢ = 30°, mientras que un ¢, de 8 y de 16 pus generan un ¢ de 90° y 180°, respectivamente (Fig.
4.10) (Lambert y Mazzola, 2004; Laurella, 2017).

Bo (2)
Hy / Fy
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