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RESUMEN EJECUTIVO

En la actualidad, el aumento de residuos alimentario ha alcanzado cifras alarmantes,
ascendiendo a 3.400 millones de toneladas, esto se debe al crecimiento de la poblacion
mundial. Ante este desafio global, se han explorado nuevas alternativas, entre la cual se
destaca la reutilizacion de céscaras de tomate de arbol, por su contenido significativo de
carotenoides, compuestos conocidos por su capacidad de prevenir diferentes

enfermedades.

En este estudio, se extrajeron carotenoides mediante el método de solventes, utilizando
principalmente etanol al 96 por ciento, debido a sus rendimientos superiores, mientras que
en la cuantificacion de los carotenoides fueron de 0.40 a 0.50 mg por L. Posteriormente,
se microencapsuld el extracto concentrado con maltodextrina y goma arabiga, polimeros
altamente solubles y biocompatibles, logrando eficiencias superiores al 90 por ciento.
Los indices de Carr de 20 por ciento y el indice de Hausner de 1.25, indican uniformidad
y firmeza en la formulacion de las cépsulas. La evaluacion de la actividad antioxidante
mostrd porcentajes de 88.29 para el extracto, 28.54 en los microencapsulados y 32.98 para

la formulacion inicial, disminuyendo gradualmente con el tiempo.

Finalmente, se evaluaron parametros fisicos, incluida la inspeccion visual que confirmé
la estabilidad externa de las capsulas. A lo largo del tiempo, se not6 un aumento gradual
en el peso, mientras que en el tiempo de desintegracion exhibid una tendencia decreciente,
atribuible a factores ambientales como la humedad y aglomeracién. Asimismo, se
determind la vida util de las cépsulas de gelatina dura teniendo un valor de 5 meses con

43 dias.

Palabras clave: Residuos agroindustriales, microencapsulacion, carotenoides, capsulas

de gelatina, tomate de arbol.
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ABSTRACT

Currently, the increase in food waste has reached alarming figures, amounting to 3.4
billion tons, due to the growth of the world population. Faced with this global challenge,
new alternatives have been explored, among which the reuse of tomato tree peels stands
out for its significant content of carotenoids, compounds known for their ability to prevent

different diseases.

In this study, carotenoids were extracted by the solvent method, mainly using 96 percent
ethanol, due to its superior yields, while in the quantification of carotenoids were 0.40 to
0.50 mg per-L!. Subsequently, the concentrated extract was microencapsulated with
maltodextrin and gum arabic, highly soluble and biocompatible polymers, achieving
efficiencies above 90 percent. Carr's index of 20 percent and Hausner's index of 1.25
indicate uniformity and firmness in the capsule formulation. The evaluation of antioxidant
activity showed percentages of 88.29 for the extract, 28.54 in the microencapsulates and

32.98 for the initial formulation, gradually decreasing with time.

Finally, physical parameters were evaluated, including visual inspection that confirmed
the external stability of the capsules. Over time, a gradual increase in weight was noted,
while the disintegration time exhibited a decreasing trend, attributable to environmental
factors such as humidity and agglomeration. Likewise, the shelf life of the hard gelatin

capsules was determined, with a value of 5 months and 43 days.

Key words: agro-industrial wastes, microencapsulation, carotenoids, gelatin capsules,

tree tomato.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Residuos alimentarios y su impacto en la Seguridad Alimentaria

La poblaciéon mundial esta creciendo a pasos agigantados provocando la generacion
mundial anual de residuos alimentarios logrando hasta 3.400 millones de toneladas en los
siguientes 30 afios, lo cual trae consigo problemas a la salud y el medio ambiente (The
World Bank, 2018). Para el afio del 2021 se gener6 alrededor de 170 millones de
toneladas de emisiones de efecto invernadero, pérdida de la biodiversidad y la

competencia por la tierra y el agua (Buzby, 2024).

Existen muchos tratamientos para el control de los residuos alimentarios como: la
incineracion sinérgica, fermentacion anaerdbica y compostaje; sin embargo, este tipo de
procesos son altamente costosos y la gran cantidad de humedad de los residuos dificultan

su digestion (Thapa et al., 2022).

El uso de los desechos de frutas y verduras contienen altos niveles de sustancias bioactivas
como: flavonoides, antocianinas, carotenoides y acidos fendlicos, cabe mencionar que,
este tipo de compuestos se los encuentra principalmente en cascaras de tomate, calabaza,
papaya y melon, los cuales resultan utiles para las diferentes industrias (‘Aqilah et al.,
2023; A. Hussain et al., 2021; Pellicano et al., 2020). Es relevante sefialar que, en el
procesamiento del tomate aproximadamente el 3 al 5 % se desecha, siendo sus principales
residuos las céscaras, las semillas y la pulpa (Eslami et al., 2022; Pataro et al., 2018).

Los dos tipos de carotenoides mas importantes es el -caroteno y el licopeno, lo cual se



encuentra en mayor parte en la cascara y semillas del tomate de arbol, la cantidad de
compuestos bioactivos en el tomate completo es de tan solo 82 g, mientras que, en las

cascaras la cifra incrementa oscilando entre 173 a 175 g (Allagaband et al., 2022).

Segiin Perera y Yen (2007) , mencionan que los carotenoides ultimamente se los
considera como una fuente rica y dietética de vitamina A para las personas, pues en paises
tanto desarrollados como en vias de desarrollo sufren la deficiencia de vitamina A en la

mayoria de las personas.

Algunos problemas ocasionados por la falta de vitamina A generan ceguera infantil y
patologias por la mala absorcion intestinal como: insuficiencia pancreédtica hepatica
cronica, entre otras; es por ello que el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF) han implementado dosis de vitamina A en Africa Oriental y el Pacifico, con el

objetivo de disminuir la mortalidad infantil (Hodge y Taylor, 2023; Wirth et al., 2017).

Por tal motivo se sugiere el consumo de alimentos ricos de carotenoides, debido a que
reduce la incidencia de enfermedades como: las neurogenerativas, el cancer, deficiencia
de vitamina A (VADD) y la diabetes, siendo las principales causas de muerte a nivel
mundial, debido a que 10 millones de muertes se dieron por dichas enfermedades en el

2020 (Dutta et al., 2023; WHO, 2022).

1.1.2. Generalidades de Solanum betaceum

S. betaceum es una baya carnosa de forma ovoide a elipsoide que se distingue por su sabor
agridulce y su jugosidad, ademas posee una amplia gama de colores caracteristicos como:

amarillo, naranja, rojo oscuro y purpura (Herniandez y Martinez, 2022). Este cultivo es



originario de la zona andina de Sudamérica; ademads los paises que desarrollan el cultivo

son: Ecuador, Colombia y Nueva Zelanda (FAQO, 2013; Suarez-Montenegro et al., 2021).

Este cultivo frutal crece en altitudes de 2.000 a 2.800 msnm en la Sierra, pero en la
Amazonia se encuentra entre 100 a 1.500 msnm (Viera et al., 2022). Es importante
mencionar que, las provincias del Ecuador que producen mayor cantidad de tomate de
arbol son: Imbabura, Tungurahua y Pichincha, siendo el décimo cultivo de fruticolas con
mayor rendimiento (MAG, 2016; MAGAP, 2018). Algunos de los nombres mas comunes
para el tomate de arbol son: Chilto, tomate de campo, tamarillo, yunca tomate y
Sachatomate (Buono et al., 2018). A continuacion, en la tabla 1 se indica la clasificacion

taxondmica del tomate de arbol.

Tabla 1

Clasificacion taxondomica

Reino Plantae

Divisién Angiospermae

Clase Magnoliopsida

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

E . Solanum betaceum
specie

Nota. Adaptado de “Tomate Arbol”, por Buono et al. (2018), Instituto Interamericano de

Cooperacion para la Agricultura (IICA).

1.1.2.1. Caracterizacion botanica



La planta de tomate de arbol se caracteriza por tener una altura entre 2 a 4 m, mientras
que su base tiene un diametro de 5 a 10 cm, ademas dicha planta posee un crecimiento
rapido y sus raices son poco profundas (Arcaya, 2022). Referente a sus hojas presentan
diferentes peculiaridades, ya que son anchas, perennes y simples que logran medir
alrededor de 30 a 40 cm de largo y de 20 a 35 cm de ancho (Ramirez y Kallarackal,
2019).

Mientras que, las flores poseen tamaios entre 1.3 a 1.5 cm, sus cinco pétalos tienen un
color caracteristico a blanco-rosaceo y poseen cinco estambres con filamentos (Cabrea
A, 1977) . El fruto es en forma de una baya llegando a medir entre 4.5 a 7 cm, cabe

mencionar que, el peso promedio oscila en 40 y 70 g (Buono et al., 2019).

1.1.2.2. Caracteristicas nutricionales

El tomate de arbol es una fruta la cual posee valiosas propiedades nutricionales, ya que
es una fuente rica en antioxidantes, fosforo, hierro, calcio, potasio, azlicares, pectinas,
acidos hidrobenzoicos, flavonoles, y flavonoides (Diep et al., 2022). Segun Martin et al.,
(2021), mencionan que el tomatillo se puede emplear en diversas aplicaciones
nutracéuticas, debido a la gran cantidad de compuestos antioxidantes como: acidos grasos,
carotenoides y polifenoles, los cuales se caracterizan por inhibir trastornos relacionados a
la oxidacion, cancer, enfermedades neurogenerativas, entre otras (Cory et al., 2018). En
la siguiente Figura 1, se indican los principales compuestos antioxidantes que posee el

tomate de arbol mediante la técnica de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).



Figura 1

Compuestos antioxidantes del tomate de arbol
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Nota. Adaptado de “Nutraceutical properties of tamarillo fruits: A vibrational study”, por

Martin et al (2021), Spectrochim Acta A Molecular and Biomolecular Spectroscopy.

Los componentes bioactivos obtenidos de residuos como: semillas, cascaras y orujo de las
frutas poseen un enfoque altamente beneficioso para la salud como para el medio
ambiente. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) registra datos del desperdicio de verduras y frutas en paises desarrollados siendo
del 40 al 50 %, lo cual genera problemas tanto ambientales como econdomicos (FAQ,

2023).

Es relevante sefalar que las cascaras de tomate de arbol son especialmente ricas en
licopeno, siendo este el principal caroteno presente, ademas contiene una cantidad
significativa de B-caroteno (Lépez Bermudez et al., 2022). En la siguiente Figura 2 se

indican las formulas estructurales predominantes en S. betaceum.



Figura 2

Formulas estructurales de los compuestos bioactivos presentes en el tomate de arbol
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Nota. Adaptado de “Valorization of Tomato Residues by Supercritical Fluid Extraction”,

por Aniceto et al (2021), Processes.

De acuerdo con diversos autores, se sostienen que el tamarillo posee un contenido

antioxidante superior en comparacion con el tomate Cherry (Damayanti et al., 2021).

Asimismo, segiin Lopez Bermudez et al (2022), en la cascara de tomate de arbol, la

cantidad de licopeno existe cinco veces mayor que en la pulpa, alcanzando un notable

contenido de 2.22 mg/100 g. Es por ello, que la presente investigacion utilizo cascara de

tomate de arbol para la obtencion de carotenoides, debido a que el 80% es contenido total

del pigmento, trayendo consigo la reutilizacion de los desechos y beneficios a la salud

humana (Hussain et al., 2022).

1.1.2.3.

Carotenoides y sus propiedades

Los carotenoides son pigmentos que se caracterizan por ser tetraterpénicos que se

encuentra en la naturaleza especialmente en hongos, arqueas, bacterias fotosintéticas,

algas y plantas (Jaber et al., 2022). Cabe mencionar que sus principales funciones son:



fotoprotectoras, antioxidantes, precursores de la vitamina A, entre otros (Swapnil et al.,

2021; Wang y Zhu, 2020).

Agregando a lo anterior, los carotenoides constan de 8 unidades de isopreno con un
esqueleto de 40 carbonos y se determind que existen alrededor de 850 carotenoides
naturales (Maoka, 2020). Asimismo, sus moléculas son hidrofobicas y lipofilicas, siendo
solubles en solventes no polares como: acetona, hexano y cloroformo, de igual modo, se
dividen en dos grupos grandes que son los carotenos y las xant6filas (Bhawani et al.,

2023).

Segun Baliyan et al (2022), los metabolitos secundarios son producidos por las plantas y
contienen una variedad de antioxidantes; estas sustancias quimicas actuan como
neutralizantes que reducen el dafio a los procesos bioldgicos. En lo que respecta a la
actividad antioxidante de los carotenoides, estos son altamente eficaces ya que tienen la
capacidad de eliminar el oxigeno singlete y los radicales perdxidos, por ende, estos
pigmentos se los considera parte integral del sistema de defensa antioxidante (Stahl y
Sies, 2003). Ademas, sus dobles enlaces de carbono-carbono les permite donar electrones
para eliminar o neutralizar los radicales libres toxicos, es decir, los carotenoides inhiben

el dafio celular (Srivastava, 2021).

1.1.3. Extraccion de los carotenoides

En la extraccion de los carotenoides se emplean distintas técnicas a fin de separar los
componentes de interés de la mezcla o residuo con liquidos, procesos mecanicos y
enzimaticos (Prado et al., 2013). Segiin Cheng et al (2020), afirman que para la
extraccion de los carotenoides se emplean métodos convencionales y no convencionales,

los cuales seran explicados a continuacion.



1.1.3.1.Soxhlet

El proceso de Soxhlet se distingue por ser una técnica continua-discontinua, compuesta
por tres sistemas esenciales: un deposito, una parte central y un condensador. En este
método, el disolvente se calienta inicialmente en el deposito, posteriormente, el vapor
generado se desplaza a través del cuerpo central hasta llegar al condensador; este ciclo se
repite continuamente hasta llenar el cuerpo central y el liquido resultante regresa al

deposito arrastrando consigo los componentes activos (Lozano et al., 2012).

Las ventajas notables de este método se destacan que mantiene una temperatura constante,
el rendimiento de la extraccidon es elevada y el consumo del disolvente es bajo en
comparacion a una percolacion o maceracion (Lopez-Bascon y Luque de Castro, 2020;

Zhang et al., 2018).

1.1.3.2.Solventes

La técnica de extraccion con solventes se fundamenta en la utilizacion de un solvente
especifico en contacto con un sustrato sélido o liquido; a través de mecanismos de
disolucion y difusion se logra la separacion de uno o varios componentes (Jassim, 2020;
Lo y Baird, 2000). En este proceso se identifican tres mecanismos, la disolucién del
soluto en el solvente pues permite la transferencia efectiva de los componentes al medio
liquido, seguido el soluto ya disuelto se desplaza desde el interior de la célula al medio de
la disolucion y finamente se aplica la agitacion para distribuir uniformemente el solvente

y mejorar la eficiencia de extraccion (Lozano et al., 2012).

Dicha técnica presenta inconvenientes asociados a las altas temperaturas, sin embargo, el
uso de dichos solventes es amigable con el medio ambiente, ademas esta metodologia

tiende a ser muy costosa en comparacion con otras alternativas (Prado et al., 2013).



1.1.3.3.Ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido se distingue por generar ondas acusticas entre 20 a
100 kHz en la matriz de la muestra; ademas, las ventajas de esta técnica es que es rapida
y eficaz para recuperar pigmentos naturales, asimismo, disminuye el tiempo de la
extraccion y permite utilizar solventes ecoldgicos que no afecten al medio ambiente

(Linares y Rojas, 2022; Mehta, S, et al., 2022).

1.1.3.4.Fluidos supercriticos

Referente a la extraccion por fluidos supercriticos es un método empleado en diferentes
areas como la industria alimentaria, farmacia, petroquimica, textil, etc (Ahmad et al.,
2019). Este método se compone principalmente de un enfriador para reducir la
temperatura del gas disolvente, una bomba disolvente que impulsa el fluido a través de
todo el sistema, una columna de extraccion, separadores que recolectan el extracto y un
regulador de contrapresion para mantener la estabilidad del sistema (Uwineza y
Waskiewicz, 2020). Cabe indicar que, dicho método emplea las propiedades de los
liquidos y de los solidos a temperaturas y presiones criticas, cabe indicar que el CO2es el
compuesto mas empleado en dicha técnica, debido a que es facil de manipular, su costo y

la toxicidad son bajos (Dias et al., 2021).

Sin embargo, Kapadia et al. (2022), la técnica mas empleada en el aislamiento de
compuestos antioxidantes es la extraccion con solventes, debido a que dicha técnica se
destaca por generar rendimientos elevados, reducir el tiempo de procesamiento y ser
sustentable al no generar desechos. Ademads, la eficacia de las extracciones de los
materiales vegetales depende del disolvente empleado, ya que los compuestos pueden o
no ser solubles en el solvente especificos, siendo asi los solventes mas empleados: el

metanol y el etanol, los cuales han sido ampliamente utilizados para extraer compuestos



de origen vegetal como: arroz, semilla de mango, grano de trigo, cascara de citricos y otras

cascaras (Sultana et al., 2009).

1.1.4. Microencapsulacion

La microencapsulacion se caracteriza por ser una técnica capaz de crear una barrera fisica
a un compuesto sensible, con la finalidad de reducir la reactividad con agentes externos y
proporcionar una dindmica de liberacion controlada (Baltrusch et al., 2022). Segin
Pifion-Balderrama et al. (2020), mencionan que este proceso se basa en colocar una
solucidn liquida en forma de emulsion, la cual pasa por una bomba y entra a la camara de
secado convirtiéndose en gotas diminutas de rocio. Las particulas obtenidas en el proceso
de la microencapsulacion poseen diferentes tamafios que van desde 1 a 1.000 pm (Duran

et al., 2022; Onsaard y Onsaard, 2019).

De acuerdo con las afirmaciones de Tomaro-Duchesneau et al. (2013), las condiciones
fundamentales en el proceso de microencapsulacion se derivan en la seleccion cuidadosa
de la técnica a emplear, siendo estas categorizadas en tres métodos distintos: fisico,
quimico y fisicoquimico. En la Tabla 2, se detallan especificamente los métodos aplicados

en el proceso de microencapsulacion.
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Tabla 2

Métodos de microencapsulacion

Categoria Métodos especificos

Método fisico Secado por aspersion, centrifuga porosa, electrostatica, evaporacion con

solventes, separacion rotatoria.

Método Polimerizacion in situ, perforacion, solidificacion, polimerizacion
quimico interfacial.

Método Coacervacion simple, coacervacion compleja, molienda en lecho de
fisicoquimico polvo, separacion de fases.

Nota. Adaptado de “Microencapsulation for the Therapeutic Delivery of Drugs, Live
Mammalian and Bacterial Cells, and Other Biopharmaceutics: Current Status and Future

Directions”, por Tomaro-Duchesneau et al. (2013), Journal of Pharmaceutics.

De igual forma, es esencial considerar diversos factores durante la formacion de la
emulsion entre estos factores criticos se incluyen la concentracion total de sélidos, la
viscosidad, la estabilidad y tamafo de la gota (Frascareli et al., 2012). Sin embargo, un
aspecto en particular es la seleccion del material para la microencapsulacion, debido a que
juega un papel importante en la mayor estabilidad de las microcapsulas, dado que los
materiales de la pared deben ser fundamentalmente solubles en agua y capaces de
enmascarar olores degradables, especialmente en el caso de algunos extractos destinados

a aplicaciones alimentarias y farmacéuticas (Mehta, Kumar, et al., 2022).

Es importante mencionar que la microencapsulacion al ser antigua posee un bajo costo, la
produccion de las particulas es elevada, posee una rapida solubilidad de las capsulas y
sobre todo es flexible (Jafari et al., 2008). Peanparkdee et al. (2016), la técnica de la

microencapsulacion se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica, debido a que
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presentan cualidades unicas como: la liberacion controlada de farmacos, el

enmascaramiento del sabor y la mejora de la estabilidad de los medicamentos.

Segun Champagne y Fustier (2007), en la actualidad, el uso de los compuestos naturales
como agentes terapéuticos o alimentarios presenta ciertas limitaciones, ya que estos
tienden a degradarse ante condiciones adversas como altas temperaturas, exposicion a la

luz, variaciones de pH, entre otros factores.

Se han llevado a cabo diversos estudios centrados en la microencapsulacion de
compuestos activos naturales, entre los que se incluyen la astaxantina, el B-caroteno,
carotenoides, betalainas, azafran y otros. De igual forma, la técnica de secado por
aspersion se ha utilizado para la encapsulacion de enzimas y vitaminas, tales como tiol,
vitamina E, vitamina C, celulasas, hemicelulasas, entre otros, con el objetivo de preservar

su integridad frente a las condiciones ambientales (Mehta, Kumar, et al., 2022).

1.1.5. Secado por aspersion en carotenoides

Sosnik y Seremeta (2015), atestiguan que el método de secado por aspersion se
caracteriza por ser rapido, continuo, rentable y escalable, ademas este método se distingue
por comprender cuatro etapas fundamentales: la atomizacion de la alimentacion liquida,
el secado de aspersion en gas, la formacion de particulas secas y la recoleccion del

producto.

Los carotenoides al ser un tipo de pigmento natural poseen una alta sensibilidad a la luz,
oxigeno, metales y radicales libres, por esta razon se emplea una técnica de
microencapsulacion fisica para prevenir la degradacion de las actividades antioxidantes
de los bioactivos (Gonzalez-Pefia et al., 2021). Segun Santos et al. (2021), la

microencapsulacion de los carotenoides protege contra las condiciones ambientales y

12



prolonga la estabilidad, ademas el método de secado por aspersion es el mas utilizado para
los carotenoides, debido a las ventajas que presenta. Adicionalmente, el proceso de
microencapsulacion mejora la hidrofilia de los carotenoides, dando como resultado una
mayor estabilidad y proteccion contra la oxidacion (Ordofiez-Santos et al., 2018; Su et

al., 2023).

Los polimeros usados en la microencapsulacion son utiles, ya que estabilizan las formulas
complejas y prolongan la eficacia de los principios activos, del mismo modo, el tipo de
polimero a emplear debe ser de facil obtencion, biodegradables y biocompatibles (Parente
et al., 2022). Estos compuestos se caracterizan por ser estructuras macromoleculares
formadas por unidades repetitivas de mondmeros, los cuales pueden ser naturales y
sintéticos, siendo muy utiles para diferentes aplicaciones farmacéuticas (Jarai et al.,
2019). Los polimeros mas empleados en la técnica son los naturales, puesto que son faciles
de obtener, son solubles en agua, tienen la capacidad de emulsionar con aceites y son los
Optimos para la administracion controlada de farmacos, mientras que los sintéticos son

toxicos (Bhatia, 2016).

Algunos de los compuestos naturales y sintéticos mds empleados en la
microencapsulacion son: almidon, quitosano, dextrano, alginato, celulosa, maltodrextina,

poliamidas, poliésteres, gomas, zeiona, entre otros (Li et al., 2023).

La goma arabiga (GA) es un tipo de polimero formado principalmente por D-galactosa,
proteinas, L-arabinosa y sales como Ca’"> Mg 2" y K, ademas posee propiedades
antimicrobianas, es econdmica, abundante en la naturaleza, biocompatible, soluble en
agua y biodegradable (Ibrahim et al., 2020; Renjini y Bindhu, 2019). Mientras que, el
polimero maltodextrina (MD) se obtiene de la hidrdlisis 4cida o enzimatica del almidén y
se usa en la microencapsulacion, pues posee una alta solubilidad en el agua, es econdmico,
presenta una viscosidad baja, su aroma es neutro, ademas tiene alta estabilidad térmica y

de congelacion (Xiao et al., 2022).

13



La polaridad de los carotenoides puede ser alterada por la presencia de grupos funcionales
polares y su interaccion con otras moléculas (Kirti et al., 2014). En este contexto,
Janiszewska-Turak (2017), afirma que la eficacia en la microencapsulacion de
carotenoides esta intrinsecamente ligada a diversos factores como: la concentracion de la

solucion y la eleccion de los vehiculos.

Estudios realizados por, Mkhari et al. (2023) reafirman que, los polimeros como la
maltodextrina, almidon modificado y la goma arabiga son los mas empleados en la
obtencion de productos liofilizados, esto se debe a que poseen una alta solubilidad,

biocompatibilidad, estabilidad y una viscosidad 6ptima.

La relevancia de estos parametros radica en el proceso de formacion de las microcapsulas,
donde se crea una solucidn al disolver los polimeros en un solvente organico, como el
agua, y se mezcla con el ingrediente activo, dicha mezcla se coloca en un estabilizador
con agitacion para formar pequefias gotitas, las cuales se transforman en microcépsulas
mediante la eliminacion del solvente, proceso que implica la aplicacion de calor (Rama
Dubey et al., 2009). Segtin Isla et al. (2022), afirman que, el microencapsulado de tomate
de arbol puede ser utilizado para diversos &mbitos como ingrediente alimentario funcional,

cosmético o nutracéuticos siendo rentables en la industria.

1.1.6. Formas farmacéuticas solidas

En la fabricacién de los productos farmacéuticos se pueden encontrar en formas solidas y
liquidas, pero para la administracion oral de los medicamentos se emplea en una mayor
parte los comprimidos, capsulas, sellos y polvos (Shaikh et al., 2018). Segun Jezerska et

al. (2022), en la industria farmacéutica se emplean capsulas, debido a que poseen
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diferentes ventajas como: desintegracion rapida, alta biodisponibilidad, enmascaramiento

del sabor y liberacion de los farmacos.

Las capsulas son elaboradas principalmente de gelatina o almidén; sin embargo, las
capsulas de gelatina tienen la capacidad de desintegrarse mas rapido al estar en contacto
con el agua (Aliyu et al., 2020). Las capsulas de gelatina se caracterizan por ser pequefios
recipientes compuestos por una tapa y un cuerpo, asimismo, poseen diferentes tamafos
desde la N° 000 siendo la mas grande, mientras que, el N° 5 es la mas pequena (The
United States Pharmacopeial Convention, 2007). Este tipo de recipiente se emplea
principalmente para encapsular firmacos o compuestos nutracéuticos para posteriores
analisis como orientacion gastrointestinal y control en la liberacion de los farmacos

(Kalmer et al., 2023).

Por otro lado, para la administraciéon de un medicamento junto con el ingrediente activo
se emplean excipientes, los cuales se caracterizan por ser compuestos inertes y cumplen
diversas funciones, por ejemplo: evitan la degradacion, la contaminacién microbiana,
actian como vehiculo, aumentan la estabilidad de la forma de dosificacion, relleno y
diluyente (Kar et al., 2018). Algunos ejemplos de excipientes que se encuentran en el
mercado son: ciclodextrinas, croscarmelosa sddica, celulosa microcristalina, glicolato de
almidon de sodio, crospovidona, carbonato de calcio, entre otros (Van der Merwe et al.,

2020).

Para la formulacion de las capsulas de gelatina elaboradas con los microencapsulados de
carotenoides se emplean excipientes como el didoxido de silicio coloidal, debido a que,
mejora la fluidez del polvo y actua igual que un agente dispersante, su uso adecuado es
del 2 al 10 % de concentracion (Blanco et al., 2021; Rowe et al., 2009). De igual modo,
se usa el sodio almidon glicolato, el cual actia como un superdesintegrante y mejora la
desintegracion de las capsulas, de hecho, sus concentraciones idoneas son del 2 al 8%

(Choudhury et al., 2022; Roquette, 2023). Finalmente, se emplea la celulosa
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microcristalina, en virtud de que, mejora la absorcion del liquido y la compactibilidad para
formar tabletas, ademas, sus concentraciones adecuadas son del 20 al 90 % (Rowe et al.,

2006; Viera-Herrera et al., 2020).

Es importante indicar que, el 90% de los farmacos se absorben en el intestino delgado,
debido a la presencia de las enzimas digestivas como: la peptidasa y la lipasa (Azman et
al., 2022). Segtin, Desmarchelier y Borel (2017), el duodeno situado en la parte central
del tracto intestinal se destaca como el principal sitio de absorcion de los carotenoides,
siendo la enzima lipasa responsable de la hidrélisis de estos pigmentos. Mientras que, los
polimeros naturales al tener un pH 4acido se hinchan por tener una naturaleza hidréfoba y

se absorben principalmente en el colon humano (Thakur et al., 2016).

1.1.7. Estudios de Estabilidad en formas farmacéuticas

Los estudios de estabilidad de productos farmacéuticos tienen como finalidad garantizar
la calidad del fdrmaco y la variacion que se genera por los factores ambientales, cabe
recalcar que, se emplea la directriz ICH Q1A al ser un producto nuevo en el mercado.
(McMabhon et al., 2021 y European Medicines Agency, 2003). Segun Salazar (2023),
la Guia ICH Q1A se caracteriza por ser un documento por la Conferencia Internacional
sobre Armonizacion garantizando la calidad y eficacia de los productos. Es importante
mencionar que existen alrededor de tres tipos de estudios de estabilidad siendo pruebas de
largo plazo de 12 meses a 3 afios, acelerada de 6 meses y en condiciones intermedias de

12 meses (European Medicines Agency, 2003).

Los estudios de la vida util de productos farmacéuticos juegan un papel importante en el
desarrollo de nuevos medicamentos, pues aseguran un mantenimiento de calidad, eficacia

y seguridad del producto (Capen et al., 2018). Potnuri et al. (2019), los estudios de
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estabilidad se caracterizan por ser el tiempo en el que se conserva las propiedades,

quimicas, fisicas y microbiologicas de los productos farmacéuticos.

Para la evaluacion de las capsulas de gelatina elaboradas con los microencapsulados de
carotenoides se utilizo la prueba a largo plazo de al menos 3 meses de trabajo de
laboratorio experimental (Gonzalez-Gonzalez et al., 2022). En consecuencia, se
realizaron pruebas fisicoquimicas y biologicas para la identificacion de las caracteristicas
organolépticas, ensayos de desintegracion, actividad antioxidante, entre otros (Kim et al.,

2019).

1.1.8. Envases y condiciones de almacenamiento

Segtin Cunha et al., (2021), las botellas de vidrio &mbar son ampliamente preferidas para
el almacenamiento de compuestos bioactivos, ya que tienen la capacidad de preservar la

actividad de dichos compuestos.

La importancia de las condiciones de almacenamiento desempeia un papel crucial en la
extension de la vida util de estos compuestos, garantizando asi la entrega de productos de

alta calidad (Chen et al., 2020).

1.1.8.1.Almacenamiento de extractos

En cuanto al almacenamiento de extractos, Kishimoto (2019), recomienda utilizar
envases de vidrio &mbar para resguardar pigmentos como los carotenoides, debido a que
desempefian un papel crucial al proteger contra los procesos de oxidacion, lo que a su vez

tienen un impacto positivo en la calidad del extracto. Ademads, el almacenamiento dptimo
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para preservar la estabilidad y reducir la oxidacion de los carotenoides es a una

temperatura de 4 °C (Calvo-Brenes y O 'Hare, 2020; Yang et al., 2010).

1.1.8.2.Almacenamiento de microencapsulado

En lo que respecta al almacenamiento de los microencapsulados, se opta por el uso de
fundas de aluminio, debido a que actian como una efectiva barrera frente al oxigeno, la
humedad y otros aromas volatiles (Lamberti y Escher, 2007). Schubert (2003), este tipo
de material de aluminio se distingue por ofrecer una proteccion 0ptima contra la luz y por
ser flexible, facilitando asi su transporte. Mientras que, la temperatura adecuada para el
almacenamiento de los microencapsulados es de 20 + 2°C. En caso contrario, si las
condiciones de almacenamiento son inferiores pueden generar una mayor tasa de
degradacion, provocando un decrecimiento en la vida media de los microencapsulados

(Dhuzewska et al., 2019; Eun et al., 2020).

1.1.8.3.Almacenamiento de capsulas

Golonka et al. (2020), afirman que la radiacion ultravioleta como la temperatura son dos
factores que tienen efectos negativos sobre la descomposicion de productos
farmacéuticos, lo cual pueden generar productos toxicos. Sabah et al. (2020), corrobora
que, aquellas formas farmacéuticas sensibles a la luz deben ser envasadas en frascos

ambar, especialmente de vidrio o pléstico.

El-Sayed et al. (2007) y Pillai et al. (2016), afirman que para el vidrio &mbar se utiliza
hace mucho tiempo en las industrias farmacéuticas, debido a que es un buen material inerte

y genera estabilidad en las cépsulas, en comparacion con el blister.
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Cabe indicar que, para el almacenamiento de las cépsulas de gelatina dura, Mallik et al.
(2013), recomiendan que, deben conservarse en recipientes bien cerrados, los cuales no
deben someterse a temperaturas superiores a 30 °C, ademas no estar en contacto con la

luz y exceso de humedad.

1.1.9. Aplicaciones potenciales de los carotenoides

Algunas de las principales aplicaciones que presentan los carotenoides se basan en ser
suplementos dietéticos, piensos y productos farmacéuticos, colorantes alimentarios, entre
otros (Vilchez et al., 2011). En la siguiente tabla 3, se indican algunos de los carotenoides

y sus principales funciones en la salud.

Tabla 3

Principales carotenoides y sus beneficios en la salud

Carotenoide Funciones

-caroteno Previene el cancer y fotoproteccion para la piel
Licopeno Reduce la aterosclerosis y sindromes coronarios
Luteina Reduce las cataratas

Mantiene la funcidn visual normal

Evita la infeccion gastrica por Helicobacter pylori

Astaxantina Posee propiedades anti-inflamatorias

Nota. Adaptado de “Marine Carotenoids: biological functions and comercial

applications”, por Vilchez et al (2011), Marine Drugs, 9 (3).
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Los carotenoides en la industria se los emplea como colorantes para las bebidas o
alimentos, debido a que son mas saludables y seguros a comparacion de los sintéticos,
adicionalmente, este tipo de pigmentos poseen diferentes propiedades organolépticas pues
mejoran la vida util y su valor nutricional (Lourenco-Lopes et al., 2022; Zakynthinos y

Varzakas, 2016).

El licopeno, es uno de los carotenoides prominentes de los tomates, pues emerge como un
elemento clave en el abordaje con el alivio de diversos trastornos como: cancer,
enfermedades en la piel, diabetes, complicaciones cardiacas, entre otras (Imran et al.,

2020).

Existen varios estudios, realizados en células cultivas y modelos animales que respaldan
los beneficios de los carotenoides, revelando impactos positivos en la prevencion de la
diabetes, como se evidencid en un modelo de rata diabética, donde se logrd reducir los
niveles de glucosa en sangre y orina (Metibemu y Ogungbe, 2022). Mientras que, Ozkan
et al (2023), llevaron a cabo estudios que implican la administracion de dosis de licopeno
en células de cancer colorrectal humano, dando como resultado una diminucién en la

viabilidad celular y la poblacion de las células apoptoticas.

Otro analisis revelé que el consumo de licopeno, tanto en ratas como en gallinas
portadoras de tumores de ovario, condujo una reduccion notable en la carga metastasica

del cancer (Crupi et al., 2023).
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1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Evaluar la estabilidad de las capsulas de gelatina formuladas a partir de
microencapsulados de carotenoides extraidos de la cascara del tomate de arbol

(S. betaceum).

1.2.2. Objetivos Especificos

e Formular tres lotes de capsulas duras de gelatina empleando como ingrediente
activo los microencapsulados de carotenoides.

e Verificar los parametros fisicoquimicos y biologicos de calidad de las capsulas
de gelatina duras formuladas con los microencapsulados de carotenoides.

e Determinar el periodo de vida util de las capsulas elaboradas a partir de los

microencapsulados de carotenoides extraidos de la cdscara de tomate de arbol.

1.3. Hipotesis

e Hipotesis nula

Durante los 3 meses de almacenamiento no se observaron diferencias significativas en la
estabilidad de las capsulas duras de gelatina formuladas a partir de los microencapsulados

de carotenoides extraidos de la cascara de tomate de arbol.

e Hipotesis alternativa

Durante los 3 meses de almacenamiento se observaron diferencias significativas en la
estabilidad de las capsulas duras de gelatina formuladas a partir de los microencapsulados
de carotenoides extraidos de la cascara de tomate de arbol.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. Materiales

En el presente trabajo de investigacion se emplearon los materiales, equipos y reactivos

descritos a continuacion, los cuales se enlistan en las tablas del 4 al 6.

Tabla 4

Equipos de laboratorio empleados

Equipos de laboratorio Cantidad
Balanza Analitica 1
Balanza de humedad 1
Buchi Mini Spray Dryer (B-290) 1
Deshidratador por conveccion 1
Espectrofotémetro 1
Homogeneizador 1
Plancha de calentamiento 1
Refrigerador 1
Rotavapor (IKA HB100) 1
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Tabla 5

Reactivos de laboratorio empleados

Equipos de laboratorio Cantidad
Acetato de sodio trihidratado 9¢g
Acido acético glacial 6 mL
Agua destilada 5L
Celulosa microcristalina I1g
Diodxido de silicio coloidal 4¢g
Etanol 96 % 5L
Goma arabiga 150 g
Magnesio de estearato 1,7¢
Maltodextrina 150 g
Metanol 160 mL
Sodio almidon glicolato 10g
Solucion madre DPPH 0,0118 g
Solucién madre Trolox 0,0129 g
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Tabla 6

Material fungible de laboratorio empleados

Equipos de laboratorio Cantidad
Agitador magnético 3
Balon de aforo de 100 mL 1
Capsulas 1000
Embudo de vidrio 1
Envases &mbar de boca ancha 5
Frascos ambar 4
Gradilla 1
Micropipeta (10 — 100 uL, 20 — 200 uL, 100 — 1000 uL) 1
Micropocillos 1
Papel aluminio 2
Papel filtro 2
Paquete de fundas ziploc herméticas 1
Caja de guantes 1
Paquete de papel Kraft 1
Probeta (250 mL - 1000 mL) 1
Termocupla 1
Termometro 1
Tubos de microcentrifuga 10
Vasos de precipitacion (100 mL, 250 mL, 1000 mL) 1
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2.2. Métodos

2.2.1. Formulacion de tres lotes de capsulas duras de gelatina empleando como

ingrediente activo los microencapsulados de carotenoides

2.2.1.1.Recoleccion y desinfeccion de la cascara de tomate de arbol

El material vegetal fue recolectado en el mercado mayorista del canton Ambato, luego se
realizo una desinfeccion del material vegetal con agua caliente a 80 °C por 5 minutos,
eliminando la mayor cantidad de carga microbiana sensible al calor (Kassim et al., 2016;

Vasudeva et al., 2018).

2.2.1.2.0btencion del material vegetal

Para obtener el material vegetal, se sometio a un proceso de deshidratacion mediante un
deshidratador por convencion (SMART HEAT) a una temperatura de 40-50 °C por 55
horas; este proceso permitié la evaporacion del agua presente en los residuos de las
cascaras. Posteriormente, las pieles secas del tomate de arbol fueron trituradas en un
molino para obtener particulas finas y se almacenaron en fundas herméticas (Pellicano et

al., 2020; Urbina et al., 2020).

2.2.1.3. Extraccion de carotenoides de las cascaras de tomate de arbol
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Para extraer los carotenoides de la cdscara de tomate de arbol, se empled el método de
extraccion dinamica. Se utilizo etanol industrial con una concentracion del 96% en una
relacion de 1:70, es decir, una parte de los residuos vegetales y setenta partes de alcohol;
el disolvente se calentd a 50 °C en una plancha de calentamiento (Corning), antes de ser
mezclado con los residuos de la cascara (Pérez, 2019). Posteriormente, la mezcla fue

agitada a 600 rpm durante 30 minutos, se filtrd y finalmente se almacen6 en frascos &mbar

(Solaberrieta et al., 2022).

2.2.1.4.Cuantificacion de los carotenoides

En la cuantificacion de los carotenoides se utilizé un espectrofotdometro (Fisher Scientific)
para medir la concentracion de los carotenoides con una longitud de onda de 472 nm para
el analisis del extracto (Pazmifio et al., 2022; Strati y Oreopoulou, 2011). En la siguiente

ecuacion 1, se indica la féormula para determinar la concentracion de los carotenoides.

A 104
C ==na— (1)

icm

Donde,

A .m = Coeficiente de absorcion (absorbancia a la longitud de onda maxima de la
solicitud al 1% usando una cubeta de espectrofotometro con paso de luz a 1cm). El

coeficiente de absorcion del etanol es 3950.

A xmax =Absorbancia Amax especificada para el extracto.
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2.2.1.5.Microencapsulacion de los carotenoides

Se utiliz6 un Rotavapor (IKA HB100), donde el disolvente se fue evaporando a elevadas
temperaturas, mientras que los carotenoides se precipitaron por debajo del punto de
ebullicion (Santoso et al., 2021). El rotavapor se operd a 280 rpm a una temperatura de

60 °C por bafio maria (Urbina et al., 2020).

En el proceso de microencapsulacion, se obtuvo una emulsion compuesta por un 35 % de
maltodextrina, un 35 % de goma arabiga y un 30 % del extracto de los carotenoides, para
lo cual se empled un equipo Buchi Mini Spray Dryer (B-290) con temperaturas de entrada
de 120°C y de salida de 80°C, dichas temperaturas permitieron la atomizacion del aire
caliente eliminado el disolvente y creando la pelicula para proteger a los carotenoides
(Jana et al., 2017; Pazmiiio, 2022). Finalmente, dichas microcapsulas se almacenaron en

bolsas ziploc (Lopez Bermudez et al., 2022).

2.2.1.6.Formulacion de los tres lotes de capsulas

En la elaboracion de las cépsulas duras de gelatinas de forma manual, se siguieron los
pasos de Aliyu et al., (2020), dichos pasos permitieron la separacion de las tapas, el
llenado, la dosificacion y el cierre de las capsulas llenadas, seguidos por el sellado y un
cepillado. Los excipientes principales empleados en la preparacion de las capsulas duras
de gelatina incluyeron: 350 mg del ingrediente activo microencapsulado, 8mg de didéxido
de silicio coloidal, 22 mg de celulosa microcristalina y 20 mg de sodio almidon glicolato

(Pazmiio, 2022).
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2.2.1.7.Analisis de la fluidez de los polvos

En la evaluacion de la fluidez de los polvos, se emplearon el indice de compresibilidad de
Carr y el indice de Hausner, reconocidos por ser métodos rapidos y ampliamente utilizados
para analizar las caracteristicas de la fluidez (Razuc et al., 2019). Para llevar a cabo este
analisis, se utilizd una probeta volumétrica de 250 mL y se vario los pesos de la muestra,
cabe indicar que, para la determinacion de la densidad de asentamiento se realizaron 150
golpes (The United States Pharmacopeial Convention, 2007). En la siguiente ecuacion
2 se indica el indice de compresibilidad de Carr, el cual proporciona informacion sobre la
propension del polvo a consolidarse. Por otro lado, la ecuacion 3 se indica el indice de
Hausner y en la Tabla 7 se muestran los parametros de la fluidez de los polvos segun los

indices (Qiu et al., 2017).

e Indice de comprensibilidad de Carr

indice de Carr = 100 x (

ppor asentamiento— paparente>

ppor asentamiento
Donde,
p por asentamiento= densidad de asentamiento= masa/ volumen final.

p aparente= densidad aparente= masa/ volumen inicial.

e Indice de Hausner

4 . ppor asentamiento
Indice de Hausner = <

pap arente

Donde,
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p por asentamiento= densidad de asentamiento= masa/ volumen final.

p aparente= densidad aparente= masa/ volumen inicial.

Tabla 7

Escala de Fluidez
Indice de Fluidez Indice de
Hausner Comprensibilidad

(%)

1,00-1,11 Excelente <10
1,12-1,18 Buena 11-15
1,19-1,25 Adecuada 16-20
1,26-1,34 Aceptable 21-25
1,35-1,45 Pobre 26-31
1,46-1,59 Muy pobre 32-37
> 1,60 Extremadamente pobre >38

Nota. Parametros establecidos por la Farmacopea de Estados Unidos para la
determinacion de la escala de fluidez de los polvos. Fuente: The United States

Pharmacopeial Convention (2007).

2.2.2. Verificacion de los parametros fisicoquimicos y bioldgicos de calidad de las
capsulas de gelatina duras formuladas con los microencapsulados de

carotenoides

2.2.2.1.Analisis de la capacidad antioxidante de los carotenoides mediante el método

de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
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Proestos et al., (2013), destacan que, el método de DPPH tiene la capacidad para evaluar
los compuestos que actuan como eliminadores o proveedores de hidrégeno, ademas sefiala
que dicho compuesto se presenta en forma cristalina y un color oscuro. Cabe indicar que,
la solucion que contiene los radicales libres DPPH-H exhiben una tonalidad purpura
oscuro; sin embargo, cuando se eliminan o reducen estos radicales, la solucion

experimentada genera un cambio de color a amarillo claro (Baliyan et al., 2022).

Para determinar la actividad antioxidante de los carotenoides, se emple6 DPPH (2,2-
difenil-1-picrihidrazil) utilizando una placa de 96 pocillos. En cada pocillo se coloco el
blanco, control y las muestras diluidas. Las muestras se incubaron y agitaron a temperatura
ambiente durante 40 minutos y 60 segundos. Posteriormente la placa se midi6é con una
absorbancia a 515 nm; es importante mencionar que, para la curva de calibracion se utilizo

soluciones estandar de Trolox entre 50 a 500 umol L.

Blanco: se utiliz6 180 pL de metanol-agua y 20 puL de agua destilada.
Control: se afiadi6 180 pL de DPPH y 20 uL de agua destilada.
Muestra: se coloc6 180 uL. de DPPH y 20 pL de extracto.

(Bobo-Garecia et al., 2015).

A —A
% Inhibicién DPPH = [1 - ( muestra ”“”“’)] %100 (a)

Acontrol - Ablanco
Donde,
Anuestra= absorbancia de la muestra.

A planco = absorbancia del blanco.
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A control = absorbancia del control.

2.2.2.1.Inspeccion visual del aspecto de las capsulas para evaluar su calidad

Durante la evaluacion de los parametros calidad de las capsulas se analizaron diferentes
caracteres externos como: capsulas limpias, firmeza, ablandamiento, hinchazén y que se
encuentren bien cerradas (Guillermina y Quiroga, 2013). Es importante mencionar que,
esta prueba determind si existe algin cambio fisico indeseable como apelmazamiento y

formacion de cristales (Owusu et al., 2021).

2.2.2.2.Cuantificacion del peso de las capsulas

En la evaluaciéon de la uniformidad del peso, se llevd a cabo la prueba pesando
individualmente alrededor de 20 unidades o la totalidad de las capsulas; es importante
destacar que el peso tedrico para cada cépsula se encontrd dentro de los limites tedricos
del 90 % al 110 % (NPRA, 2022; PharmaState Academy, 2023). Ademas, durante esta
prueba, se establecio que el contenido neto individual no debe exceder el 10 %, mientras
que el contenido neto promedio no debe superar el 25 % (The United States

Pharmacopeial Convention, 2007).

2.2.2.3.Estimacion del tiempo de desintegracion de las capsulas
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En el analisis del tiempo de desintegracion de las capsulas de gelatina dura, se utilizaron
18 capsulas en soluciones amortiguadoras, especificamente buffer de acetato 0,05 M. Esta
solucion se prepard mezclando 1,66 mL de acido acético glacial y 2,99 g de acetato de
sodio trihidrato con agua, obteniendo asi 1000 mL de una solucion con un pH de 4,50 +
0,05 a 37°C. Las capsulas fueron sometidas a 20 rpm y se tomo el tiempo de
desintegracion, cumpliendo con el limite de 45 minutos establecidos (Pharmacopoeia

oht the Eurasian Economic Union, 2020).

2.2.3. Determinacion del periodo de vida util de las capsulas elaboradas a partir de
los microencapsulados de carotenoides extraidos de la cascara de tomate de

arbol

2.2.3.1.Condiciones de almacenamiento de las capsulas de gelatina dura

En el almacenamiento de las capsulas de gelatina dura, se emplearon envases de vidrio
con tapas de propileno blanco, dichos envases contienen una detallada descripcion sobre
las condiciones de almacenamiento, administracion y descripcion de los ingredientes
utilizados para el producto farmacéutico (Jezerska et al., 2022; Wheaton, 2017). Es
importante mencionar que los envases de vidrio ambar contenian aproximadamente de 40

a 50 capsulas, ofreciendo impermeabilidad y resistencia a la luz.

A lo largo de un periodo de 3 meses (0, 1, 2 y 3), se realizd un monitoreo constante de la
temperatura de almacenamiento de las capsulas envasados en frascos de vidrio. Este
control se realizo, debido a que la temperatura puede contribuir a la inestabilidad fisica
del ingrediente activo con los excipientes provocando aglomeracion, modificacion de las

propiedades, entre otros (Bensley, 2008; Wall et al., 2023). Es importante mencionar que
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los envases fueron ubicados en estantes de los laboratorios de Investigacion de la Facultad

de Ciencia e Ingeniera en Alimentos y Biotecnologia.

2.2.3.2.Evaluacion del tiempo de vida util de las capsulas elaboradas con los

microencapsulados de carotenoides

En el estudio de estabilidad, las pruebas fisicoquimicas y bioldgicas se llevaron a cabo
durante un periodo de 3 meses (0, 1, 2 y 3), ademas se empled tres tipos de lotes con el
principio activo (European Medicines Agency, 2003). En el analisis estadistico de la
actividad antioxidante, la cuantificacion del peso y el tiempo de desintegracion de las
capsulas, se aplico un analisis de varianza ANOVA y se generaron graficas de
comparaciones de medias mediante el programa Statgraphics. Asimismo, para el
prondstico de la vida util de las capsulas contenidas de carotenoides extraidos de la cascara
de tomate de arbol, se utilizo el programa estadistico de Minitab Stastical Software version

17.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Formulacion de tres lotes de capsulas duras de gelatina empleando como

ingrediente activo los microencapsulados de carotenoides

En la formulacién de los tres lotes de capsulas, se utilizd 1.360,77 g cascaras de tomate
de arbol. Segun Abdul Mutalib et al. (2017), afirman que, el contenido de humedad del
fruto es de 79,2 a 98,3 %, por lo que, el contenido final de cascara disminuy6 a 272,15 g

de material vegetal.

En el proceso de extraccion de los carotenoides se empled la técnica de extraccion con
solventes, utilizando etanol al 96 % a una temperatura de 50 °C en un periodo de 30
minutos. Durante este procedimiento, se lograron obtener rendimientos porcentuales en
cada lote de la matriz. Los resultados especificos de estos rendimientos se detallan en la

Figura 3, ofreciendo una representacion visual que ilustra la eficiencia del proceso.
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Figura 3

Porcentaje del rendimiento del extracto

5 992 99.1 v2.10
£ 901 |
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Nota. Porcentaje de rendimientos finales de la extraccion con etanol al 96 % de las

cascaras de tomate de arbol.

Los investigadores, Saini y Keum (2018), destacan que, en la extraccion de carotenoides
se emplean solventes polares, entre los cuales se incluyen la acetona, el acetato de etilo y
el etanol. En particular, el etanol es reconocido por su naturaleza polar y desempena un
papel crucial pues dificilmente solubiliza a los carotenoides, debido a su lipofilicidad
(Luengo et al., 2014). En estudios realizados por Poojary et al. (2016), se determin6 que
el etanol es el solvente mas adecuado para la recuperacion de carotenoides totales de

matrices vegetales.

Es importante destacar que, el volumen final de la extraccién experiment6 una reduccion
significativa. Rizki et al (2022), afirman que dicho cambio se atribuye a la volatilidad de
ciertos compuestos y a la evaporacion del solvente, fendmenos que se intensifican en

condiciones de temperaturas elevadas.
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En investigaciones realizadas por Uchegbu et al. (2022), se identificé un rendimiento
optimo de extraccion de los carotenoides alcanzando el 82,35 % a una temperatura de 36
°C y un tiempo de 20 min. En contraste con los resultados obtenidos, que alcanzan un
impresionante 99 % de eficiencia. Carneiro et al. (2023), sostienen que, la variabilidad
en la eficiencia de la extraccion de los carotenoides puede estar influenciada por factores
como: el tiempo de extraccion, el disolvente y la temperatura. Gan et al. (2022), afirman
que, la prolongacion del tiempo de extraccion se vincula directamente con la obtencion de

rendimientos superiores en el proceso de extraccion.

En la Tabla 8 se obtuvieron los valores de la cuantificacion de los carotenoides de los tres
lotes. Segtin Diep et al. (2020), en la determinacion de la concentracion de carotenoides
en los tamarillos de Amber y Mulligan especificamente en las cascaras se obtienen entre
0,4 20,5 mg/L. De igual forma, el estudio realizado por Pazmifiio et al. (2023), se observo

un valor cercano a 0,55 mg/L, lo cual indica que los resultados son similares.

Tabla 8

Cuantificacion de los carotenoides en tres lotes

Lote Cuantificacion (mg/L)
1 0,5002 £+ 0,09
2 0,4056 £ 0,03
3 0,4702 £+ 0,07

Nota. Datos obtenidos en la cuantificacion de la extraccion de los carotenoides de la

cascara de tomate de arbol a 472 nm.

En relacion con a la longitud de onda, Rodriguez-Amaya (2001), destaca que, la mayoria
de los carotenoides presentan hasta tres longitudes de ondas para cada disolvente, en este
caso los carotenoides disueltos en etanol se han identificado longitudes de ondas de 446,

472 y 503 nm (Gamorra, 2012). En esta investigacion se utilizé la longitud de onda de
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472 nm. Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera (2001), indican que, en esta longitud
de onda existe mayor concentracion de carotenoides, por lo que, se utiliza para
compuestos o pigmentos que presentan tonalidades amarillas o anaranjadas, logrando asi
una mayor especificidad en la medicion. Es relevante mencionar que, a esta longitud de
onda, se identificaron carotenoides como: la capsantina, el licopeno, la neoxantina y la

violaxantina (Biehler et al., 2010).

Asimismo, los factores ambientales como: luz, temperatura, salinidad, carbono y otros,
desempefian un papel crucial en generar mayor cantidad de a-tocoferol, B-caroteno,
vitamina C y otros compuestos bioactivos, un claro ejemplo es la influencia de las bajas
temperaturas, debido a que, tienen un impacto positivo en las cosechas al favorecer en la
acumulacion de carotenoides en los tomates y de antocianinas en las manzanas (Poiroux-

Gonord et al., 2010).

En el proceso de microencapsulacion implica la creacidon de una pelicula biopolimérica
que envuelve al ingrediente activo, Karaaslan et al. (2021), destacan que, tanto la
maltodextrina como la goma arabiga desempefian un papel crucial como materiales de

recubrimiento ampliamente utilizados en la industria alimentaria.

La maltodextrina actia como un protector de los compuestos bioactivos frente a la
descomposicion térmica y la goma arabiga es responsable de extender la vida util de las
frutas y verduras (Nguyen et al., 2022). Patel y Goyal (2015), mencionan que, el material
encapsulante debe poseer diferentes propiedades, tales como: buena solubilidad,
capacidad de formar la pelicula, baja viscosidad y propiedades de emulsificacion. De
manera similar, Yarlina et al. (2023), recomienda la utilizacion de ambos polimeros, la
goma arabiga y la maltodextrina, debido a que esta ultima carece de una capacidad

emulsionante elevada.
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La eficiencia de la microencapsulacion tuvo valores superiores al 90% en cada lote como
se indica en la Tabla 9, dando lugar a una elevada formacion de la capa protectora y
asegurando una liberacion controlada de los ingredientes activos, de igual forma
enmascara el sabor amargo y el olor (Mehta, et al., 2022). Un estudio realizado de la
encapsulacion de licopeno con temperaturas de 170 a 210 °C disminuye la eficiencia del
microencapsulado, pues al tener altas temperaturas pueden romper la formacion de la
pelicula que recubre al ingrediente activo teniendo como efecto la disminucion a la

eficiencia de la encapsulacion (Shu et al., 2006; Thangavel y Amuthaselvi, 2019).

Tabla 9

Eficiencia del proceso de microencapsulacion

Lote Eficiencia (%)
1 94,16 £ 0,02
2 92,71+ 1,16
3 93,59 + 2,04

Nota. Valores obtenidos en la eficiencia del microencapsulados de la pelicula de los

polimeros y el extracto del carotenoide.

Los resultados de la fluidez de los polvos se presentan en la Tabla 10, en la cual se
evidencia una alta fluidez en la formulacion farmacéutica. Dichos resultados destacan una
notable facilidad en el movimiento de los polvos, tal como se refleja en los indices de
Hausner y Carr, previamente descritas en la Tabla 6. Gan et al. (2020), el polvo al ser
mas fluido serd mas facil de distribuirlo de forma uniforme y firme, dando lugar a

productos de alta calidad.
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Tabla 10

Indices de Fluidez de la formulacion para el llenado de las capsulas

- Peso Vinicial  Vfinal p p indice de  Indice de
:§ (9) (mL) (mL) asentamiento aparente Carr (%) Hausner
g 50 160 128 0,39 0,31 20,00 1,25
L 25 76 61 0,41 0,33 19,74 1,25

Nota. Las cifras obtenidas consisten a la formulacion del microencapsulado junto a los
excipientes. Cabe indicar que, para determinar la fluidez de los polvos se vari6 la cantidad

del peso (g).

Pazmifio (2022), afirma que, en la combinacion de sodio de almidon glicolato, celulosa
microcristalina y dioxido de silicio coloidal para las capsulas fue 6ptima, debido a los
ideales resultados presentados en la prueba de peso y tiempo de desintegracion. Asimismo,
es crucial seguir un orden especifico durante el proceso de combinacion de las capsulas,
comenzando por la incorporacion del ingrediente activo, seguido de la adicion de
dispersantes, prelubricacion, lubricacion y finalizando con la compresion (Taneja et al.,
2020). Este método secuencial se implementa con el proposito de mejorar la
homogeneidad de la mezcla de la formulacion, con el objetivo de garantizar un control

efectivo sobre la uniformidad del contenido de las capsulas (Saharan et al., 2008).

3.1.2. Verificacion de los parametros fisicoquimicos y biologicos de calidad de las
capsulas de gelatina duras formuladas con los microencapsulados de

carotenoides.

El método de 2,2 — difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) se caracteriza por ser una técnica
rapida, facil y sobre todo asequible, la cual permite evaluar las propiedades de extracto,
pues dicho método estd asociado en la eliminacidon de un radical libre (Baliyan et al.,

2022).
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En la Tabla 11 se indican los datos recopilados durante los 3 meses de evaluacion del
ensayo DPPH. Se realiz6 una curva estandar de Trolox teniendo una ecuacion de la recta
de y= 0,1616x+8,589 y un coeficiente de correlacién de R?= 0,996 (Anexo 10). Los
resultados revelan que, con el transcurso del tiempo, los carotenoides presentan actividad
antioxidante tanto en el extracto con etanol, los microencapsulados junto a los polimeros
y el ingrediente activo en conjunto con los excipientes. No obstante, es importante
destacar que la actividad antioxidante perdura por un periodo mas prolongado en el

encapsulado junto a los polimeros.

Tabla 11

Actividad antioxidante del extracto, microencapsulado y la formulacion de la capsula
de carotenoides

M Extracto Mc Formulacién Extracto Mc Formulacién
es
% AA % AA % AA (umolTE/L) (umolTE/L) (umolTE/L)
88,29 32.98 493,22 150,94
0 28,54 + 3,81 123,46 + 25,56
+ 1,27 + 7,30 + 7,85 +4.51
85,34 21,08 474,94 77,29
1 26,86 + 4,82 113,07 + 29,80
+ 0,86 +12,3 + 5,35 + 6.10
81,13 18,85 448,10 111,44 63,52
2 26,60 + 3,46
+ 0,98 + 7,91 + 9,29 + 21,42 + 2,93
79,87 16,35 441,09 109, 40 48,04
3 26,27 + 2,31
+ 2,54 + 1,09 + 15,7 + 14,29 +6,77

Nota. Los datos recolectados fueron del extracto, microencapsulado y formulacion de los
carotenoides obtenidos de la cascara de tomate de arbol a 515 nm utilizando el reactivo

DPPH. La abreviatura Mc, indica a los microencapsulado de los carotenoides, (%) AA
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porcentaje de actividad antioxidante y pmolTE/L es la concentracion del Trolox

equivalente.

Los resultados obtenidos en la Tabla 11 fueron superiores en comparacion al estudio de
Rito et al. (2023), exhibiendo un porcentaje de inhibicion del 79.30 % del extracto
etanolico del tomate de arbol, esta variacion puede darse por el almacenamiento y la
madurez del fruto. Un estudio llevado a cabo por Urbina et al. (2020), encontraron valores
comparables de la actividad antioxidante para el microencapsulado de carotenoides,
aproximadamente del 21,73 %, siendo valores similares a los reportados en este estudio
(Tabla 11). En el porcentaje de la formulacion se obtuvo un valor de 32,98 %, sin
embargo, dichos resultados se compararon con otros medicamentos, pues no existen
farmacos que realicen la actividad antioxidante con carotenoides. Dar et al. (2017),
sintetizan que, el porcentaje de la actividad antioxidante fue del 27,50 % obtenidos del
farmaco de crocina dando como resultado que los antioxidantes naturales generan

productos mas estables por la donacion de electrones.

Rutz et al. (2016), sostienen que, la microencapsulacion de los carotenoides desempena
un papel crucial al proteger y preservar su estabilidad a lo largo del tiempo. EI analisis
del extracto obtenido del limoén rico en compuestos fenolicos indico que la técnica de
encapsulacion mejora significativamente la actividad antioxidante, debido a que atribuye
a su capacidad para prolongar su disponibilidad; sin embargo, a pesar de la prolongacion
la actividad antioxidante resultd ser mayor en el extracto no encapsulado en comparacion

con los compuestos encapsulados (Shaygannia et al., 2021) .

La inspeccion visual de las cépsulas se realiza de gran o pequena escala, a fin de
determinar la apariencia fisica de las secciones cilindricas evitando el agrietamiento, la
decoloracidn, la hinchazon y otras propiedades (Hadi et al., 2013; Sensum, 2020). La

prueba de inspeccion visual se realizo identificando diferentes pardmetros como: firmeza,
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ablandamiento, hinchazon, bien cerradas y limpias, lo cual indica que no existe cambios
durante los tres meses analizados. Siddique et al. (2010), aducen que, durante un analisis
de 6 meses de las capsulas que contienen tartrato de metoprolol no se indic6 cambios en

la apariencia fisica generando una vida atil minima de 2 afios.

Segun Zaid et al. (2013), corroboran que, la prueba de control de peso de las capsulas es
necesario a fin de garantizar a los pacientes las dosis adecuadas para sus tratamientos,
debido a que al tener concentraciones menores de la forma farmacéutica puede ocasionar

reduccion en los efectos secundarios, asimismo reducen los costos del medicamento.

En la Figura 4 se observa el aumento del peso de las capsulas por el tiempo, dando como
resultado un valor de p-value menor de 0,01 y una razon-F de 97,49, lo cual indica que
existen diferencias significativas entre el paso del tiempo de las cépsulas. En otras
palabras, en el mes 1 existe un coeficiente de variacion de 1,50 %, en el mes 2 fue de 1,05
% mientras que en el mes 3 fue de 1,70 % (Anexo 4 y 5). Cabe indicar que, las capsulas
no sobrepasaron del 10% del contenido neto individual y en contenido neto promedio no

sobrepasaron del 25%, lo cual indica que estan dentro de los parametros (Anexo 12).
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Figura 4

Comparacion de medias de cuantificacion del peso de las capsulas

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Nota. Determinacion de la cuantificacion del peso vs Tiempo, teniendo como resultado

que en el mes cero al mes tres existe un elevado incremento de peso de cada capsula.

En la variabilidad del peso de las capsulas, los factores cruciales que afectan
negativamente en los productos farmacéuticos de formas solidas son: la humedad a la que
se encuentran expuestos durante el almacenamiento y la inestabilidad quimica (Bjerknes
et al., 2017; Chun, 2022). Islam et al. (2008), destacan que, la absorcion de la humedad
en la superficie de los farmacos no solo desencadena procesos como: descomposicion,
aglomeracion, oxidacion y disolucién de los farmacos, sino que también impacta de

manera significativa en la estabilidad y vida util del producto final.

En un estudio sobre tabletas de levotiroxina, indicé una variacion en el peso durante el
periodo de 90 dias la cual se atribuye a la absorcion de la humedad. Cabe indicar que, el

aparente aumento de peso no solo se encuentra vinculado a la presencia de la humedad,
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sino también a la calidad del producto y, por consiguiente, al incremento en el tiempo de
desintegracion, en el caso de tabletas la humedad provoca una mayor dureza, por ende, el

tiempo de desintegracion es mayor (Chun, 2022).

Referente al tiempo de desintegracion de las capsulas aseguran la liberacion inmediata, la
calidad del farmaco, una toxicidad reducida y la eficiencia terapéutica (Floryanzia et al.,
2022). Es importante mencionar que, la desintegracion de la capsula al ser ingerida debe
garantizar una disolucion y una disponibilidad, ademds su mecanismo de accion se basa
en la hinchazon por el agua, seguida de una hidratacion en la matriz con el objetivo de

romper y desprender todos los fragmentos de la cdpsula (Berardi et al., 2021).

De acuerdo con la Figura 5 se determind que, con pasar del tiempo las cépsulas se
desintegran mas rapido a comparacion con el mes 0. Cabe indicar que el p-value fue <
0,05 dando como resultado que existen diferencias entre el tiempo de desintegracion de
las capsulas y el tiempo, ademads se tiene una razéon-F de 20,06. En el mes 0 existe un
coeficiente de variacion de 12,50 %, pero en los ultimos meses el tiempo disminuyd

notablemente (Anexo 7y 8).
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Figura 5

Comparacion de medias del tiempo de desintegracion de las capsulas
Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Nota. Andlisis del Tiempo de desintegracion de las capsulas vs Tiempo, teniendo como

resultado que en el mes cero al mes tres existe una disminucion elevada en la disolucion.

Potharaju (2012), sostiene que, el tiempo de desintegracion puede ocasionar problemas
a causa de la acumulacion del ingrediente activo, es decir cuando se forman polvos en
compactos solidos tienden a disminuir la velocidad de desintegracion y disolucion de
dichos compuestos. Otro factor que podria ser responsable en la disminucién del tiempo
de desintegracion es la humedad, debido a que tiene la capacidad de infiltrase en las
capsulas, ablandandolas en el proceso (Marais et al., 2003). Ademas, es importante tener
en cuenta que, la presencia del excipiente de estearato de magnesio en la capsula

contribuye a reducir la velocidad de desintegracion (Calahan et al., 2021).

Badgujar y Mundada (2011), afirman que, los polimeros naturales empleados en la

formulacion como la maltodextrina afecta la integridad, resistencia de tabletas y el tiempo
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de desintegracion es mas corto. En contraste, Subhash et al. (2022), sostienen que, la
goma arabiga presenta niveles elevados de contenido de humedad y ha demostrado ser
versatil en su aplicacion como un excipiente de relleno, desintegrante, aglutinante, entre

otras.

Es importante sefialar que los cambios en el tiempo de desintegracion de las capsulas
pueden estar asociados con interacciones quimicas, un claro ejemplo es las capsulas de
hidroclorotiazida la cual presenta una disminucion del tiempo de desintegracion, debido a
que existe una reticulacion de la cubierta provocando una ruptura de la capsula, como
consecuencia afecta al rendimiento del producto (Maclean et al., 2023; Meyer et al.,

2000).

Segin Al-Gousous y Langguth (2015), la prueba de desintegracion desempeiia un papel
fundamental como herramienta de control de calidad asegurando la eficacia y la seguridad
de los productos farmacéuticos. Asimismo, se destaca como un pardmetro critico para
determinar la liberacion del medicamento en los sitios especificos del tracto intestinal

(Rana et al., 2017).

Los buffers son un claro ejemplo de jugo géstrico artificial, con el fin de determinar el
tiempo en el que se demorara las cépsulas en desintegrarse. A continuacion, en la Figura
6 se indica la desintegracion de las capsulas que contienen carotenoides en un solvente de
buffer de acetato (Mohamed et al., 2011). Segtin Chen et al. (2019), mantienen que, el
buffer de acetato es uno de los tampones mas empleados en la liberacion de fArmacos pues

poseen un pH de 4,5, en comparacion al tampon fosfato con un pH de 6,8.
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Figura 6

Proceso de la desintegracion de las capsulas

Nota. Desintegracion de la capsula en buffer de acetato. A) Inicio de la desintegracion de
la capsula a 37 °C. B) La capsula se disociada alrededor del 80% a 200 rpm. C) Capsula

disgregada por completo.

Las capsulas de gelatina dura mantienen su integridad a temperaturas por debajo de los 30
°C, y el proceso de descomposicidn inicia aproximadamente a los 5 minutos después de
la ingestion (Chiwele et al., 2000; Liu et al., 2022; Nezhad Mohseni et al., 2022).
Pudjiastuti et al. (2020), la liberacion completa de la capsula dura de gelatina ocurre
aproximadamente entre los 20 y 30 minutos, un punto crucial a destacar es la resistencia

de la capsula a los acidos géstricos, lo que asegura su llegada al intestino delgado.

3.1.3. Determinacion del periodo de vida util de las capsulas elaboradas a partir de
los microencapsulados de carotenoides extraidos de la cascara de tomate de

arbol.
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El pronostico de la vida 1til de los productos es esencial para evaluar la rentabilidad como
la calidad (Steele, 2004). Segun D’Souza et al. (2017), diferentes factores intrinsecos,
tales como la temperatura, humedad, condiciones de almacenamiento, afectan

directamente con la durabilidad de los productos.

Los recipientes y el embalaje en la calidad de los productos farmacéuticos tienen una
influencia sobre los productos farmacéuticos, debido a que, mantienen un contacto directo
con dichos productos (WHQO, 2002). En particular, al abordar de almacenamiento de las
capsulas, se enfatiza la necesidad de preservar la integridad mediante el uso de recipientes
herméticos, pues evitan la contaminacion microbiana y actlia como barrera protectora

frente a factores ambientales.

En la Figura 7 se presentan los valores de la temperatura a lo largo de los 3 meses de
estudio. Los datos revelan un aumento progresivo en los meses cero, uno y dos; sin
embargo, en el mes tres la temperatura disminuy6. Cabe indicar que se realiz6 un resumen
estadistico dando una temperatura inferior de 21,2 °C y una temperatura superior de 21,70

°C (Anexo 13).
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Figura 7

Temperaturas de almacenamiento de las capsulas
21.60
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Nota. Tiempo vs Temperatura de Almacenamiento de las cépsulas durante los 3 meses

analizados en los estantes de los laboratorios de Investigacion de la FCIAB.

Phillips (2007), expresa que, las capsulas de gelatina tienden a ser un material
higroscopico siendo sensibles a la humedad. Aquellos medicamentos y excipientes que
tienen caracter higroscopico presentan problemas en la inestabilidad, debido a que absorbe
el vapor de agua atmosférico o la humedad del entorno, provocando alteraciones en el
producto, la compresibilidad, la adherencia, la mezcla, y la fluidez (Dhondale et al.,
2023).

El analisis de los pronosticos de la vida util de los extractos de carotenoides almacenados
a 4 °C que fueron extraidos de la cascara de tomate de arbol, se indica en la Figura 8A

dando como resultado que a los 23 meses se mantiene su actividad antioxidante.
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A)

Figura 8

Prediccion de la vida util del extracto, microencapsulacion y formulacion de las

capsulas
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Nota. Pronostico de la vida util de la formulacion de las capsulas y del extracto. A) Vida

util del extracto de carotenoides en refrigeracion. B) Vida util de los microencapsulados

de carotenoides. C) Vida util de la formulacion de la capsula a temperatura ambiente.

En contraste con la Figura 8A, una investigacion realiza por Patel et al. (2019), la

estabilidad de almacenamiento de los carotenoides es de 3 meses con 21 dias a 5°C,

mientras que a 10 °C su vida util disminuyo6 a 2 meses con 27 dias. Dayarathna et al.

(2023), subrayan que, el almacenamiento a bajas temperaturas desempefia un papel crucial

pues prolonga la vida 1til, esto se debe a que se reduce la actividad de los microorganismos

que son capaces de provocar deterioro de los productos y reduce las tasas de respiracion.
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En la Figura 8B, se indica el prondstico de la vida util de la microencapsulacion a
temperatura ambiente destacando que se conserva su actividad a lo largo de los 12 meses
con 99 dias. De igual forma, en la Figura 8C, se obtuvieron resultados del pronostico de
la vida util de la formulacion de las cépsulas, la cual conserva su actividad durante 5 meses
con 43 dias. Sin embargo, Abe-Matsumoto et al. (2018), alegan que, en los
microencapsulados y en las formulaciones farmacéuticas los principales factores que

afectan a la vida util son: el tamafio de las particulas, el oxigeno, la luz y la humedad.

Comparando con los resultados obtenidos, en la microencapsulacion no existen cambios
significativos, dando lugar a una excelente vida util de las particulas, pues su eficiencia
seria de 459 dias 6ptimos para su uso. Seregelj et al. (2022), sus investigaciones los
carotenoides que fueron encapsulados por la técnica de secado por aspersion su vida media
fue de 241 dias a una temperatura de 21°C, en comparacidon con el extracto de los
carotenoides, pues a las 6 semanas se redujo su vida util. Otra investigacion sobre la
microencapsulacion de los compuestos bioactivos como los flavonoides de la pulpa de
acerola, los resultados indican que no se observan diferencias significativas durante el
periodo de los 90 a 180 dias, esto se atribuye a la eficacia de la técnica de encapsulacion,
cuyo proposito es prolongar la vida util del compuesto, garantizar la estabilidad y reducir
la oxidacion (Ordoiiez-Santos et al., 2018; Pu et al., 2011; Saqueti et al., 2021). En
otro estudio centrado en la microencapsulacion de antocianinas provenientes del fruto de
chagalapol, se obtuvo una notable vida 1til que abarco desde los 423 hasta los 519 dias,
aproximadamente 17 meses, lo cual indic6é que no existe cambios fisicos y se mantiene la
estabilidad del compuesto bioactivo generando una utilidad importante en aplicaciones

industriales (Antonio-Gomez et al., 2021).

En los datos obtenidos de la formulacion la vida 1til es baja en comparacion con los
microencapsulados, Fateixa et al. (2023), aseveran que, el principal factor que afecta a

las formulaciones es la inestabilidad quimica de los ingredientes farmacéuticos activos
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(API) y los excipientes, pues al estar sometido a ciertas condiciones ambientales pueden
sufrir degradacion, oxidacion, isomerizacion, lo que lleva cambios en la biodisponibilidad

del farmaco.

Putra et al. (2023), destacan que, el excipiente de sodio almidon glicolato presenta
propiedades de absorcion de humedad, lo cual provoca hinchazén y descomposicion, este
fenomeno repercute en la calidad de la formulaciéon y vida util. En comparacion con otras
investigaciones, Kiron et al. (2013), mencionan que, la amoxicilina, cuando son
almacenadas a temperatura ambiente, experimenta una disminucion de la vida util, este
fenomeno se atribuye a la alta humedad, la cual provoca un deterioro del farmaco y las

temperaturas altas causan reacciones de oxidacion, hidrélisis, etc.

En la Figura 9A, se obtuvo la prediccion de la vida util del peso de las capsulas de gelatina
siendo de alrededor de 5 meses con 95 dias. Mientras que, en la Figura 9B, se estimo la
desintegracion de las capsulas de gelatina, la cual se situa aproximadamente de 5 meses

con 65 dias.

Caviglioli et al. (2000), afirman que las capsulas de gelatina dura que contienen acido
retinoico su vida util fueron de 678 dias en una zona climatica II, mientras que las que
estaban en el congelador la vida util del farmaco fue de 1.289 dias, dando como resultado

que al tener bajas temperaturas la vida util se prolonga.

52



Figura 9

Prediccion de la vida util de las capsulas de gelatina en la cuantificacion del peso
de las capsulas y tiempo de desintegracion
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de las capsulas en buffer de Acetato de Sodio.

Jaime et al. (2022), atestiguan que, el embalaje y el sistema de almacenamiento de
productos farmacéuticos deben ser adecuados, debido a que, al no estar el producto
protegido puede presentar problemas de humedad y gases, lo cual afecta

significativamente la calidad del producto y limita su vida util.
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En el &mbito de los productos farmacéuticos terminados, el contenido de humedad emerge
como un factor critico que incide de manera negativa en la degradacion quimica, esto se
debe a que la presencia de la humedad desencadena procesos de hidroélisis o formacion de
hidratos, pues aumenta la degradacion del API, por ende, disminuye la calidad del farmaco

(Patel et al., 2023).

Paralelamente, otra segunda via de degradacion de los firmacos que influye en la vida util
es la oxidacion provocada por un agente oxidante como el oxigeno, es importante destacar
que la oxidacion es mas compleja de controlar, debido a que se tiene una amplia gama de
reacciones en el producto (Gabri¢ et al., 2022). Asimismo, el tamafo de las particulas
influye en la desintegracion como la disolucion de las capsulas y a su vez afectan en la
uniformidad de la forma de dosificacion (The United States Pharmacopeial

Convention, 2007).

La humedad puede tener efectos negativos en los productos farmacéuticos. Para mitigar
este problema, se utilizan varios excipientes con propiedades desecantes, encargados de
mantener los productos en un estado seco (Carvalho et al., 2019; Shakouri et al., 2019).
Entre estos desecantes se encuentran el gel de silice, el 6xido de calcio, la zeolita y el
almidon modificado (Chen, 2017). Sin embargo, el gel de silice es el desecante mas
empleado para absorber el vapor de agua, ya que proporciona una proteccion superior
contra la humedad (Séngerlaub et al., 2019). Los resultados obtenidos revelan una vida
util de 5 meses con 43 dias, esta disminucion se atribuye a diversos factores ambientes,
especialmente la humedad, la cual provoca procesos como hidrolisis, degradacion,
formacién de hidratos, lo cual afecta de una manera negativa a la calidad de la cépsula,
subrayando la importancia de controlar los aspectos ambientales para garantizar la

integridad del producto.
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3.2.Verificacion de hipotesis

En base a los resultados obtenidos en el estudio se rechaza la hipotesis nula y se acepta la
hipotesis alternativa. Estos resultados indican que la estabilidad de las cdpsulas de la
gelatina dura, formuladas a partir de los microencapsulados de carotenoides extraidos de
las cascaras de tomate de arbol, experimentan cambios significativos debido a los diversos

factores ambientales presentes durante el almacenamiento.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e Las cépsulas de gelatina dura se evaluaron por un periodo de tres meses (0,1,2 y 3
meses), utilizando diversos pardmetros establecidos por la Farmacopea de los Estados
Unidos. Las pruebas incluyeron cuantificacion de peso, inspeccion visual, tiempo de
desintegracion y evaluacion de la actividad antioxidante, dando como resultado que
existe una disminucion en la estabilidad de las capsulas, siendo la humedad ambiental
identificada como el factor principal contribuyente, destacado la importancia de tener
un control de las condiciones de almacenamiento a fin de preservar la calidad y

eficacia del producto.

e Se formularon los tres lotes de capsulas de gelatina, cada una conteniendo 350 mg de
microencapsulado de carotenoides, 8 mg de didxido de silicio coloidal, 22 mg de
celulosa microcristalina y 20 mg de sodio de almidén glicolato, Es crucial destacar
que los pesos de las cépsulas se encuentran dentro de los pardmetros adecuados
resultando un producto de alta calidad. En la extraccion de los carotenoides, se utilizo
el método de extraccion con solventes, debido a que el etanol es el solvente mas
eficiente en la obtencion de carotenoides, los resultados obtenidos revelaron
rendimientos superiores al 99%, asimismo, se llevo a cabo la cuantificacion de los
carotenoides por lote teniendo valores entre 0,40 a 0,50 mg/L. De igual forma, se
realizaron evaluaciones de los indices de fluidez, revelando un indice de Carr del 20,00
% vy un indice de Huasner de 1,25 para la formulacion, estos resultados indican un
rango adecuado, asegurando la homogeneidad de la mezcla y garantizando un control

efectivo para el contenido en cada capsula.
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Las diversas pruebas de fisicas y bioldgicas realizadas en las capsulas demostraron
que existen cambios significativos con el paso del tiempo, siendo la principal causa la
humedad, la cual indice tanto en el peso como en el tiempo de desintegracion. Otros
factores criticos incluyen la oxidacién y la aglomeracion del ingrediente activo, los
cuales generan impactos negativos en la calidad y eficiencia de las capsulas. Referente
a la actividad antioxidante, el extracto muestra valores entre 79,87 al 88,29 %,
mientras que, en la formulacion, esta actividad varia de 26,27 al 28,54 % dando, este
contraste indica que en el proceso microencapsulacion, los carotenoides mantienen su
actividad antioxidante durante un periodo mas prolongado, debido a que dicha técnica
forma una pelicula de polimeros protegiendo al ingrediente activos de los efectos

externos que podrian afectarlo.

En el prondstico de la vida util de las cdpsulas de gelatina dura contenidas de
carotenoides se proyecta un periodo de 5 mes con 43 dias. La reduccion en la duracion
se ve influenciada por diversos factores, entre ellos la humedad, que genera hidroélisis,
formacién de hidratos, degradacion y aglomeracion, provocando la disminucion del
tiempo de la vida util de las cépsulas y afectando su calidad. Es importante indicar
que, el material de las capsulas y la goma arabiga tienden a ser higroscopicos, es decir,
absorben o retienen la humedad del ambiente, lo cual afecta de forma negativa al

contenido de las capsulas.
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4.2. Recomendaciones

e Realizar pruebas a largo plazo y aceleradas con el objetivo de analizar las capsulas de
gelatina dura contenidas de microencapsulados de carotenoides, empleando diversas

condiciones de almacenamientos como la variacion de temperaturas y humedad.

e Llevar a cabo una evaluacion exhaustiva para identificar el grado microbioldgico
presente tanto en las capsulas de gelatina dura como en la formulacién del
medicamento. Este andlisis abarcara la deteccion y cuantificacion de
microorganismos, asegurando la integridad microbioldgica del producto final.

e Emplear diferentes excipientes tales como: gel de silice, el 6xido de calcio, la zeolita
y el almidon modificado, reconocidos por sus propiedades deslizantes a fin de eliminar

la humedad del farmaco y preservar la integridad.

e Se sugiere verificar la vida util del medicamento utilizando capsulas vegetales
elaboradas con como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), debido a que es una

alternativa eficaz a las capsulas de gelatina convencionales.

e Comprobar las capsulas de gelatina dura mediante experimentos “ex vivo” realizados
en modelos animales como: perros, cerdos y monos, con el objetivo de determinar los

posibles efectos secundarios del medicamento.
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ANEXOS

Anexo 1

Proceso de la obtencion de carotenoides de la cascara de tomate de arbol

Nota. Extraccion de los carotenoides de la cascara de tomate de arbol (S. betaceum).
A) Deshidratacion de las céscaras. B) Trituracion y pesaje del residuo vegetal. C)

Obtenciodn de los carotenoides con etanol al 96%. D) Rotaevaporacion del extracto con

etanol. E) Extracto concentrado.

Anexo 2

Cuantificacion de los carotenoides tres lotes

Réplica Lote 1 Lote 2 Lote 3

1 0,198 0,158 0,180
2 0,197 0,158 0,180
3 0,197 0,176 0,182
Promedio 0,197 0,164 0,181
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Calculo demostrativo de la cuantificacion del lote 1

_ Ajmax * 10*

1%
Alcm

C

0,197 x 10*
3950

C= 0,5005%

Anexo 3

Formulacion de los tres lotes de capsulas de gelatina dura

Nota. Produccion del microencapsulado de los carotenoides A) Homogenizacion de la
mezcla junto a los polimeros. B) Uso del equipo Buchi Mini Spray Dryer con
temperaturas controladas C) Microencapsulacion de los carotenoides. D) Formulacion

de las capsulas de gelatina dura.
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Anexo 4

Resumen estadistico de la cuantificacion del peso de las capsulas de gelatina dura

durante tres meses

Desviacion Coeficiente de
Mes Recuento Promedio Minimo Maximo
Estandar  Variacion (%)

0 60 0,49 0,012 2,38 0,46 0,51

1 60 0,50 0,007 1,50 0,47 0,51

2 60 0,50 0,005 1,06 0,49 0,51

3 60 0,51 0,009 1,70 0,50 0,53
Total 240 0,50 0,012 2,55 0,46 0,53
Anexo 5

Tabla de ANOVA de la prueba cuantificacion del peso de las capsulas de gelatina dura

durante tres meses

Suma de Grados de Cuadrado
Fuente Razon-F Valor-P
Cuadrados Libertad Medio
Entre grupos 0,021 3 0,00711 97,49 0,0000
Intra grupos 0,017 236 0,00007
Total (Corr.) 0,039 239
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Anexo 6

Tabla de pruebas multiples rangos para pesos por tiempo

Tiempo (Mes) Casos Media Grupos homogéneos
0 60 0,485 X

1 60 0,495 X

2 60 0,499 X

3 60 0,511 X

Nota. Comparacién multiple para determinar las medias si son significativamente

diferente de otras, en el apartado de grupos homogéneos si la X se encuentra

alineada, indica que no existe diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia
0-1 * -0,0098
0-2 * -0,0136
0-3 * -0,0263
1-2 * -0,0038
1-3 * -0,0166
2-3 * -0,0127

Nota. El * indican que existe diferencias significativas en los 6 pares con un nivel de

confianza del 95.0%.
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Anexo 7

Resumen estadistico de la estimacion del tiempo de desintegracion de las capsulas

de gelatina dura durante 3 meses

Desviacion Coeficiente de
Mes Recuento Promedio Minimo Maximo
Estandar  Variacion (%)

0 18 30,48 3,81 12,50 22,52 35,38

1 18 26,95 3,52 13,07 21,17 32,44

2 18 25,16 2,83 11,23 20,92 30,48

3 18 20,72 4,93 23,78 11,24 31,47
Total 72 25,83 5,17 20,01 11,24 35,38
Anexo 8

Tabla de ANOVA de la estimacion del tiempo de desintegracion de las capsulas

durante 3 meses

Suma de Grados de Cuadrado
Fuente Razén-F  Valor-P
Cuadrados Libertad Medio
Entre grupos 890,54 3 296,85 20,06 0,0000
Intra grupos 1006,08 68 14,80
Total (Corr.) 1896,62 71
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Anexo 9

Tabla de pruebas multiples rangos para el tiempo de desintegracion por tiempo

Tiempo (Mes) Casos Media Grupos homogéneos
0 18 30,48 X

1 18 26,95 X

2 18 25,16 X

3 18 20,72 X

Nota. Comparacién multiple para determinar las medias si son significativamente

diferente de otras, en el apartado de grupos homogéneos si la X se encuentra

alineada, indica que no existe diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia
0-1 * 3,53
0-2 * 5,32
0-3 * 9,76
1-2 1,79
1-3 * 6,23
2-3 * 4,44

Nota. El * indican que existe diferencias significativas en los 6 pares con un nivel de

confianza del 95.0%.
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Anexo 10

Curva de Trolox de 50 a 500 umol/L

100
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y =0,1616x + 8,589
R? = 0,996

40

% DPPH

30
20
10

0
0 100 200 300 400 500 600

Trolox (umol/L)

Nota. Curva estandar de Trolox empleada en la actividad antioxidantes tanto de la

formulacion como del extracto de los carotenoides obtenidos de la cascara de tomate

de arbol.
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Anexo 11

Almacenamiento de las cdpsulas de gelatina dura

Nota. Capsulas almacenadas en los estantes del laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, cada envase representa

los tres meses (0,1,2 y 3 mes) que fueron almacenados para el estudio.

Anexo 12

Contenido neto que no exceda 10% y contenido neto promedio que no exceda 25%

Céapsula Ingrediente

Cépsulas Vacia 10,00% 25,00%

Llena Activo
1 0,0992 0,4766 377,4 0,06% 2,73%
2 0,0955 0,4641 368,6 0,31% 3,98%
3 0,0990 0,4753 376,3 0,04% 2,86%
4 0,0969 0,4598 362,9 0,17% 4,41%
5 0,0989 0,4791 380,2 0,03% 2,48%
6 0,0989 0,4811 382,2 0,03% 2,28%
7 0,0973 0,4819 384,6 0,13% 2,20%
8 0,0994 0,4866 387,2 0,08% 1,73%
9 0,0944 0,4824 388,0 0,42% 2,15%
10 0,0961 0,4824 386,3 0,25% 2,15%
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11 0,0986 0,4972 398,6 0,00% 0,67%

12 0,0984 0,4759 377,5 0,02% 2,80%
13 0,0997 0,4913 391,6 0,11% 1,26%
14 0,0995 0,4871 387,6 0,09% 1,68%
15 0,0991 0,4913 392,2 0,05% 1,26%
16 0,0979 0,4922 394,3 0,07% 1,17%
17 0,0972 0,4958 398,6 0,14% 0,81%
18 0,0986 0,5048 406,2 0,00% 0,09%
19 0,0978 0,5017 403,9 0,08% 0,22%
20 0,0984 0,4941 395,7 0,02% 0,98%
21 0,1014 0,4946 393,2 0,28% 0,93%
22 0,0993 0,5081 408,8 0,07% 0,42%
23 0,0989 0,5076 408,7 0,03% 0,37%
24 0,0955 0,5085 413,0 0,31% 0,46%
25 0,1004 0,5040 403,6 0,18% 0,01%
26 0,0982 0,5099 411,7 0,04% 0,60%
27 0,1002 0,5002 400,0 0,16% 0,37%
28 0,1011 0,5032 402,1 0,25% 0,07%
29 0,0970 0,5041 407,1 0,16% 0,02%
30 0,1007 0,4878 387,1 0,21% 1,61%
31 0,0987 0,4964 397,7 0,01% 0,75%
32 0,0982 0,5073 409,1 0,04% 0,34%
33 0,1002 0,4915 391,3 0,16% 1,24%
34 0,0981 0,4965 398,4 0,05% 0,74%

Nota. Ejemplo de las primeras 34 capsulas del total de 200 c4psulas, indicando que

los contenidos de las capsulas se encuentran en los rangos establecidos.

Anexo 13

Tabla de medias para temperaturas por mes con intervalos de confianza del 95. 0%

Mes Casos Media (s.agrupadas) Limite Inferior Limite Superior
0 22 21,36 0,1021 21,21 21,50

1 22 21,50 0,1021 21,36 21,64

2 22 21,55 0,1021 21,40 21,69

3 22 21,38 0,1021 21,23 21,52
Total 88 21,45
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