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DISENO Y CARACTERIZACION DE MICROCAPSULAS DE
SELENIOMETIONINA

Liliana Valdiviezo Morales, MC.
Colegio de Postgraduados, 2012

El objetivo del presente estudio fue disefiar y caracterizar microcapsulas de
liberacion controlada de seleniometionina de administraciéon via intramamaria, con dos
diferentes de tipos de agentes encapsulantes (carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) y
alginato de sodio (/(CsH7NaOg),)). Las microcépsulas fueron elaboradas por el método de
secado por atomizacion; se utiliz6 un secador mini Spray-dryer. La caracterizacion
morfoldgica de las microcépsulas fue mediante microscopia electronica de barrido. La
distribucion de las particulas por tamafio para ambos sistemas se determin6 con un equipo
MasterSize X (1.2b MALVERN) y etilenglicol como dispersante. Se evalu6 la cantidad de
seleniometionina total encapsulada, el porcentaje de rendimiento, el porcentaje de
recuperacion, el tamafio de la particula y la cinética de liberacion de seleniometionina desde
las microcdpsulas; se utilizd6 como testigo la liberacion de la seleniometionina sin
encapsular a través del vehiculo de entrega (carbopol 2 %). Las variables de respuesta
(SeMet total encapsulada, porcentaje de recuperacion y porcentaje de rendimiento) fueron
significativamente diferentes, con intervalos del 95% de confianza. Las cinéticas de
liberacion de ambos sistemas (SeMet/NaCMC y SeMet/(CcH7NaOg),) tuvieron un mayor
ajuste al modelo matematico de Korsmeyer. La variacion de n para ambos sistemas fue
entre 0.5718 y 0.6064, lo que sugirié que la naturaleza del proceso de liberacion de la
seleniometionina fue por un mecanismo de difusion no fickiano o andémalo. Por lo tanto, el
método de secado por atomizacidn resulta una alternativa viable para elaborar
microcapsulas de SeMet, ademas de que el agente encapsulante carboximetilcelulosa
obtuvo una mayor eficiencia para el encapsulado de la seleniometionina y protegio la SeMet
de la degradacion térmica. Por otro lado, la carboximetilcelulosa de sodio mostré un mayor
control de la entrega del activo, asi como un mayor ajuste de datos a los modelos de

Higuchi (1963) y Korsmeyer et al. (1983).

Palabras clave: Seleniometionina, microcapsulas, cinética de liberacion,

carboximetilcelulosa de sodio, alginato de sodio.
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DESIGN AND CHARACTERIZATION OF MICROCAPSULES OF
SELENOMETHIONINE

Liliana Valdiviezo Morales, MC.
Colegio de Postgraduados, 2012

The aim of this study was to design and characterize controlled release
microcapsules of selenomethionine (SeMet) of intramammary administration, with two
different types of encapsulating agents (sodium carboxymethylcellulose (NaCMC), and
sodium alginate). The microcapsules were prepared by applying the spray drying method,
using a Mini Spray-dryer. Morphological characterization of the microcapsules was made
by scanning electron microscopy. The distribution of particles by size was determined for
both systems with a computer MasterSize X (1.2b MALVERN) and ethylene glycol as a
dispersant. We evaluated the amount of the total encapsulated selenomethionine, the yield
percentage, the recovery percentage, the particle size and the release kinetics of
selenomethionine from the microcapsules. We used as control the release of unencapsulated
selenomethionine through the delivery vehicle (carbopol 2%). The overall response
variables of encapsulated SeMet, percentage of recovery and percentage of yield were
significantly different with an interval of 95% confidence. The release kinetics of both
systems (SeMet/NaCMC and SeMet/(C6H7NaO6)n) had a better fit to the mathematical
model by Korsmeyer. The variation of n for both the systems were between 0.5718 and
0.6064, suggesting that the nature of the release process of selenomethionine was through a

diffusion mechanism not following the Fick equation neither anomalous.

Therefore, the spray drying method is a viable alternative to prepare SeMet microcapsules.
In addition, the encapsulating agent of SeMet resulted more efficient and protected SeMet
from thermal degradation. Moreover, NaCMC showed better control of delivery of active,
as well as a further data adjustment to the models of Higuchi (1963) and Korsmeyer et al.
(1983).

Keywords: Selenomethionine, microcapsules, release kinetics, sodium

carboxymethylcellulose, sodium alginate.
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Introduccion

En los sistemas de produccion extensivos e intensivos la suplementacion mineral es
necesaria para una produccion eficiente. Por ello, las raciones de los rumiantes deben, ser
balanceada para aportar las cantidades necesarias de proteina, energia, vitaminas, macro y
microminerales para lograr un determinado nivel productivo. Siempre se ha considerado que
el aporte de proteina y energia representa la principal limitante en la produccion animal
(Pfander, 1971), dejando a un lado la suplementacion mineral. Sin embargo, la deficiencia
de minerales disminuye el aprovechamiento de estos nutrientes (McDowell y Hernandez,
1975). Para lograr una buena nutriciéon no es solo importante considerar el aporte de energia
y proteina, sino también la de minerales pues aunque son incorporados en cantidades muy
pequefias, son necesarios para mantener un buen estado fisioldgico, metabolico y de salud

del organismo en general (Georgievskii et al., 1992).

Los macrominerales son aquellos compuestos que el animal necesita en grandes
cantidades, mientras que los microminerales incluyen aquellos que se necesitan en menor
proporcion (Bach y Devant, 2004). Los macro y microminerales juegan un papel importante
en el organismo animal, estos tienen la funcion de ser intermediarios metabodlicos celulares
de las reacciones biologicas del cuerpo, precursores bioquimicos, mantienen la integridad de
los tejidos, asi como en la actividad reproductiva y nerviosa. Ademas de mejorar la actividad
de enzimas antioxidantes, asi como ser activadores de los sistemas enzimaticos o
componentes de los compuestos organicos (Church y Pond, 1996; Sahagtn, 1998). El
organismo del animal, los tejidos y fluidos corporales contienen cantidades variables de
minerales, que ademads son constituyentes de los huesos, los dientes, el musculo, sangre y de

las células nerviosas.

De las etapas fisiologicas a lo largo de la vida de una vaca lechera en produccion, el
preparto y posparto son las mas criticas (Greg et al., 1998). La etapa fisiologica de
transicion de una vaca en lactacion la mantiene siempre bajo stress constante, a
consecuencia del alto requerimiento nutricional que demanda la produccion de leche. En

estas etapas la vaca se encuentra mas susceptible a la presencia de desérdenes metabolicos,



los cuales frecuentemente incluyen: fiebre de leche, retencion placentaria, desplazamiento de
abomaso, y mastitis (Greg et al., 1998), esta tltima representa un problema econdémico de

gran importancia para la industria lechera mexicana.

La mastitis es considerada una de las enfermedades infecciosas mas costosas en la
industria lechera, debido a que causa una disminucién en la produccion de leche del 4 al 30
% y en su calidad. Ademas, se incrementan los costos del cuidado de salud del hato y se
desechan prematuramente mas vacas de alta produccion, lo que ocasiona pérdidas
econdmicas muy fuertes. Esta enfermedad puede representar el 70 % de los gastos totales
para el ganadero lechero, resultando en una pérdida de billones de dolares cada afio

(Bradley y Green, 2001; Hoblet et al., 1991; Philpot et al., 1999).

La mastitis puede ser causada principalmente por factores ambientales o bien, por
microorganismos patogenos, transmitidos por una mala técnica de manejo en la ordefia o
porque las instalaciones no cumplan con las normas sanitarias necesarias, como; el material
de cama, estancamiento de estiércol, lodo y agua. Existen organismos causantes de mastitis
como: Staphylococcus aureus, Streptococcusa galactiae, Corynebacterium spp., Yy
Mycoplasma spp. (Riffon et al., 2001). En la actualidad se han reportado mas de 100
microorganismos como causantes de infecciones intramamarias. Ademads, la constitucion
anatomica de la ubre, la expone constantemente a lesiones y agentes patologicos de diversos

origenes (Baez, 2002).

El primer estudios que demostr6 los efectos que tiene proporcionar la vitamina E y
selenio a vacas para reducir problemas de mastitis fueron reportados por Smith et al. (1984),
ellos suplementaron con 740 UI de vitamina E y 0.1 mg Se kg™ de peso vivo a un hato de
vacas lecheras durante el periodo seco y se observo una reduccion de 37 % en la incidencia
de mastitis clinica para la siguiente lactancia en el hato de vacas suplementadas en relacion a
las vacas testigo. Por otro lado Smith et al. (1985a) verificaron estos resultados, con
vaquillas de primera lactancia, a las cuales se les administro como suplemento selenio (0.3
ppm) y vitamina E (1, 000 UI d') 60 dias antes del parto y durante la lactancia. Como

resultado las vaquillas que fueron suplementadas presentaron niveles plasmaticos de



vitamina E y de selenio mayores durante el parto y lactancia, ademéas de una menor

incidencia de mastitis.

Se piensa que la susceptibilidad de una vaca a nuevas infecciones intramamarias
durante el periodo del periparto son altas, por lo que la suplementacién de selenio puede

influir en la reduccion de la mastitis clinica en vacas lecheras.

El selenio es un mineral traza esencial, que cumple un papel importante en la
alimentacion y salud del ganad lechero, de acuerdo con Hogan et al. (1993) mejora el
sistema inmunoldgico mediante el aumento de la actividad de neutréfilos, con lo que se
reduce la incidencia y gravedad de mastitis en las vacas). El National Research Council

(NRC, 2001) estable el requerimiento para ganado lechero en 0.3 mg de selenio kg'l.

Las fuentes naturales de selenio pueden ser de naturaleza inorganicas u organicas,
sin embargo, a estas Ultimas se les ha considerado de mayor importancia, ya que por sus
caracteristicas quimicas tienen mayor disponibilidad, siendo més féciles de utilizar por la

célula animal (Underwood y Suttle, 2003).

Con la finalidad de maximizar la eficiencia de absorcion y utilizacion del selenio por
el organismo del animal y dada la importancia de este microelemento, se han estudiado
diversas fuentes y formas para su administracion. La via de administracion juega un papel
importante en la absorcion y utilizacion del selenio por el organismo. Una de las técnicas de
administracion mds antiguas es mediante la inyeccion intramuscular, seguida de Ia
administracion oral y la mezcla del selenio con el alimento, con el uso de bolos ruminales
que liberan selenio gradualmente por periodos de mas de 120 dias (Revilla et al., 2007), y
también de manera indirecta, por la aplicacion del selenio en pastizales, que previenen su

deficiencia en animales en pastoreo (Hansen et al., 1993).

Dada la generalidad de administrar selenio por via oral, y considerando a las
condiciones que presenta el rumen, en cuanto a pH y flora microbiana, se han realizado

investigaciones para encontrar una via de administracion del selenio que permita que éste



microelemento llegue al 6rgano blanco y evite la interaccion con compuestos organicos, que
puedan afectar o modificar su forma quimica, afectando la disponibilidad del selenio al
organismo. En el presente trabajo se plantea suplementar selenio organico
(seleniometionina, SeMet) asociado con un polimero en forma de microparticula, por via
intramamaria, con el objetivo de controlar la liberacion de la SeMet mediante su
encapsulacion y la formulacion de un gel como vehiculo de entrega para aumentar la

eficiencia de utilizacion de la seleniometionina por las células de la glandula mamaria.



1. Justificacién

En este estudio se disefiaron y caracterizaron microcapsulas mucoadhesivas como
fuente de selenio organico (SeMet) para aplicarlas a las células secretoras de la glandula
mamaria para proteger la integridad del sistema de membranas y a su vez, reforzar el sistema
inmune durante el periodo de secado y los primeros dias post-parto. La forma de
administracion sera via intramamaria mediante un gel bioadhesivo como vehiculo de entrega
para la seleniometionina y con una liberacion de forma controlada y prolongada. Esto
permitird una mayor disponibilidad de forma directa de selenio en las células mamarias de la
vaca, asi como una mayor eficiencia y disponibilidad para el metabolismo celular, para

mantener a la vaca en Optimas condiciones de salud, y mejorar su potencial de produccion.



2. Objetivos generales

e Proponer una metodologia para formular y caracterizar microcapsulas de

seleniometionina que proporcionen de forma directa el selenio a la glandula mamaria

2.1 Objetivos particulares

e FElaborar microcdpsulas de seleniometionina con alginato de sodio o

carboximetilcelulosa, utilizando la metodologia de secado por atomizacion.

e Caracterizar las microcapsulas de seleniometionina, de acuerdo a su eficiencia de

encapsulacion, morfologia y tamafio de particula.

e Estudiar el perfil de liberacion de seleniometionina desde las microcapsulas de

seleniometionina in Vitro.



3 Hipdtesis

. Se espera que las microcapsulas de SeMet obtenidas por secado por atomizacion
muestren una eficiencia de la encapsulaciéon mayor en carboximetilcelulosa sodica
respecto a alginato de sodio. El perfil de liberacion de seleniometionina sera funcion

del tipo de agente encapsulante y de las caracteristicas fisicoquimicas del mismo.



4 Revision de literatura

4.1 Selenio y su relacion en el organismo animal

El selenio, es un elemento no-metal, existente en varias formas alatropicas, es decir
en la naturaleza se encuentra en diferentes formas quimicas. Fue descubierto en 1817 por
Berzelius y Gahm en los lodos de las camaras de plomo de una fabrica de acido sullfurico de
Gripsholm. Tiene un peso atomico de 78,96 y numero atomico 34. Existe en varias formas:
rojo amorfo o vitreo; rojo cristalino (monociclico); gris metalico (hexagonal) y el selenio
negro, que es la variedad metalica, en estado muy fino de subdivision. En el orden de
abundancia de los elementos, ocupa el sexagésimo noveno lugar, es un elemento bastante
escaso ya que su contenido en la corteza terrestre es de 0.09 ppm. Se encuentra en
cantidades muy pequefias pero detectables en todos los suelos, tanto forestales como
agricolas. Se ubica en la tabla periddica entre el azufre y el telurio. Puede existir en los
estados de oxidacién 2, 0, 4" y 6. La presencia y la concentracion del selenio esta
determinada por diversos factores tales como el pH, condiciones de oOxido-reduccion,
solubilidad de sus sales, interacciones biologicas y reacciones cinéticas (McNeal y

Balistrieri, 1989).

Debido a las formas presentes de selenio en la naturaleza y las diferencias
bioquimicas entre ellas, se pueden ocasionar modificaciones en la isomeria del selenio al
interactuar con la flora microbiana y causar oxidacion o reduccidén, o bien formacion de
compuestos orgéanicos. Segun McNeal y Balistrieri (1989), los procesos quimicos y

bioldgicos pueden limitar su movilidad y biodisponibilidad para animales y plantas.

4.2 El selenio en la dieta animal y su absorcion en el rumen

El problema mas comin en una dieta es conocer la cantidad adecuada de minerales
que se deben adicionar, por lo que es recomendable realizar un anélisis bromatoldgico del
alimento, para saber si se tiene deficiencias de nutrientes. En base a esto, se debe considerar:
la necesidad de proporcionar un suplemento mineral, que depende de las necesidades del

animal menos el aporte de los alimentos. En el caso del selenio, la necesidad minima es de



0.1 ppm por kg de materia seca (MS), con una seguridad maxima de 5 ppm, un intervalo de
seguridad de 50 ppm y un limite legal maximo de 5 mg de Se kg’ MS (NRC, 2001). La
concentracion toxica y aguda para bovinos es de 3-40 ppm y 20 mg kg™ de peso vivo (Bach

y Devant, 2004).

La deficiencia del selenio en rumiantes en crecimiento, origina la enfermedad del
musculo blanco con dafos en tejidos muscular (miopatia). En el curso de la enfermedad, se
pueden depositar sales de calcio en las fibras musculares (Hansen et al., 1993). Asi mismo,
el consumo insuficiente de selenio en animales adultos se ha relacionado con varias
manifestaciones clinicas como alteraciones en la reproduccion, reduccion de la resistencia a
enfermedades, mortalidad perinatal y manifestaciones subclinicas como retraso del

crecimiento y disminucion en la produccion de lana (Underwood y Suttle, 1999).

El nivel méximo tolerable de selenio propuesto por el NRC (2001) es de 5 mg kg'1 de
MS. El envenenamiento se caracteriza por postura y movimientos anormales, diarrea,
respiracion forzada, dolor abdominal, postracion y muerte. Los signos observados estan
relacionados con el grado de intoxicacion y la cantidad de selenio consumido. El tiempo en
presentarse la muerte estd también relacionado con la cantidad que se ha consumido y puede

variar de horas a dias (James et al., 1989).

El selenio es un elemento indispensable para el funcionamiento normal de los
musculos, corazén, higado, rifiones, pancreas y otros o6rganos. El organismo lo necesita para
la sintesis de la enzima glutation peroxidasa (Rotruck et al., 1973), encargada de degradar
agentes oxidantes y conjuntamente con la vitamina E actia como un antioxidante, para
inhibir a los radicales libres peroxil y alkoxil que atacan las membranas de fosfolipidos, a su

vez refuerza la funcidén inmune.

El selenio y la vitamina E estan estrechamente relacionados, ya que la deficiencia de
uno, incrementa los requerimientos del otro, debido a sus roles complementarios (Weiss et
al., 1997). También, el selenio es necesario para mantener la morfologia pancreética normal,

entre otras cosas para producir lipasa pancreatica, enzima responsable de la absorcion



normal de los lipidos y tocoferoles del aparato digestivo (Church y Pond, 1992; 1996;
Ensminger y Olentine, 1983).

Existen grandes diferencias en su absorcidn, transporte, excrecion, tasa de
renovacion en los tejidos y control homeostatico. Estos procesos se rigen dependiendo de la
forma en que se encuentre este mineral y el pH de los fluidos del organismo, asi como de la
presencia de otros minerales y de las secreciones hormonales. En general, la absorcion de

los microminerales es muy baja, con excepcion del hierro, yodo y selenio.

La baja absorcion del selenio en rumiantes, en comparacion con no rumiantes se
debe a la reduccidn del selenio en la dieta y a formas insolubles de selenio como el selenio
elemental o selénidos en el rumen. La mayoria de los estudios indican que la disponibilidad
del selenito y el selenato sédico son similares (Underwood y Suttle, 2003). Las formas
organicas como las levaduras con selenio, son mas disponibles que las formas inorganicas.
Se sabe que el porcentaje de absorcion de las diferentes formas de selenio varia entre 30 y
60 %, aunque en trigo y levaduras el porcentajes de disponibilidad es altos, este tltimo con

un 100 % de absorcion (Bach y Devant, 2004).

Por otro lado, puede ocurrir la asociacion de minerales con fracciones fibrosas, que
alteran la disponibilidad de los mismos, incluso cuando estdn expuestas a los diferentes
ambientes de cada compartimiento que forma el tubo digestivo del rumiante. Asimismo, la
interaccion entre los propios microminerales puede disminuir notablemente su absorcion
(Underwood y Suttle, 2003), y afectar cualquier fase de la asimilacién y metabolismo. Las
interacciones actiian formando complejos 16nicos no absorbibles en el intestino, creando una
competencia entre iones similares que compiten por las mismas vias metabolicas y la

induccion de proteinas unidas a metales inespecificos.

La suplementacion de selenio por via oral es absorbida mediante una serie de
procesos complejos durante el metabolismo animal, siendo principalmente absorbido
eficazmente en el duodeno. La absorcion del selenio per se es independiente del sodio y
parece ocurrir por difusion simple puesto que en la mayoria de los principales ingredientes

se encuentra presente en forma libre o unido a péptidos como selenoaminoacidos tales como
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seleniometionina y seleniocisteina. Para el caso de rumiantes, su absorcion probablemente se
efectlia como seleniometionina y selenocisteina, como consecuencia de la incorporacion del
selenio inorganico a los aminodcidos, incorporados con la ayuda de la flora microbiana del
rumen. Sin embargo, factores exogenos y enddgenos afectan la disponibilidad oral, lo cual
hace que el metabolismo de este elemento sea un evento muy complejo y dindmico. Estos
factores incluyen la cantidad y forma quimica del mineral, la solubilidad en el contenido
gastrointestinal, la condicion fisica del animal y la interaccion con otros elementos (Church

y Pond, 1996; Wolffram, 1999).

Después de la absorcion, el selenio es transportado por el plasma en asociacién con
un aminodcido plasmatico, y asi penetrar a todos los tejidos donde se almacena
principalmente como seleniometionina y seleniocisteina. El selenio, se incorpora a las
células rojas sanguineas, leucocitos, mioglobina, nucleoproteinas, miosina y varias enzimas,
que incluyen el citocromo ¢ y la aldolasa (Church y Pond, 1996). Por tltimo, la excrecion
del exceso de selenio se efectia a través de los pulmones, heces y orina (Church y Pond,

1996).

El selenio actia a través de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) (Rotruck et al.,
1973), reduce peroxidos formados. La GSH-Px protege las membranas celulares
destruyendo los perdxidos de hidroégeno y peroxidos lipidicos que pueden causar la
desnaturalizacion irreversible de proteinas celulares esenciales, dando lugar a degeneracion
y necrosis (figura 1). La actividad de la enzima GSH-Px se considera un buen indicador del

estatus de selenio en rumiantes (Stowe y Herdt, 1992).

La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) junto con la vitamina E y algunos otros
agentes antioxidantes reducen los efectos destructivos sobre la célula viva de reacciones
peroxidativas (figura 2). La vitamina E previene la formacion de peroxidos grasos por

secuestro de radicales libres antes de que ellos inicien la peroxidacion lipidica (Maas, 1990).
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Sistema enzimatico » H,0,

2GSH

Ac. grasos no saturados|H-» R-OOH » R-OH + H,0

Vitamina E
Figura 1. Posible mecanismo de interaccion entre la vitamina E y el selenio en la prevencion
del dafio oxidativo.
2GSH + H,0O, Se-GSH-P- GSSE +H20

(o perdxido de
acidos grasos)

Glutation reductasa

NADPH +H"

Glucosa-6-fosfato
Glucosa-6-P-DH

6-P-Gluco-lactona
(Fuente: Maas. 1990).

Vitamina E

Beta-carotenos

NUCLEO
GSH-Px <>
Peroxisomas Lisosomas
(\ GSH-Px
Castalasa —,—’ K/'l
. \
Cu'Zn » CITOPLASMA
S0D itamina C
C‘—‘ —ra Vitamina E
Capa lipidica de las Mitocondrias
membranas celulares ! \f\
——_ Mpn —
Vitamina E + beta SOD + Glutation peroxidasa + GSH
carolenos (GSHn)

Figura 2. Localizacion de los sistemas antioxidantes dentro de la célula, donde se destaca la

enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) y la vitamina E. (Bendich, 1978).
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4.3 Fuentes inorganicas y organicas de selenio en la naturaleza

La suplementacion de selenio en animales, se ha llevado a cabo generalmente por via
oral, utilizando comunmente el selenio en su forma inorganica. Actualmente existen formas
quimicas inorgénicas de selenio que se incluyen en diversas pre-mezclas minerales. Unas de
las mas comunes es el selenito de sodio, s Se, 77mSe, 81Se, selenuro (Sez'), selenio elemental

(Se”) y selenato (SeO4%).

El selenato de bario es una fuente adecuada de aporte de selenio. Ademads, este
producto tiene la ventaja de mantener los niveles de selenio durante varios meses debido a
su lenta liberacion desde el sitio de aplicacion (Knowles et al., 1999). La suplementacion de
las vacas con selenato de bario aument6 significativamente la concentracion de GSH-Px a
partir del dia 30 post-suplementacion, alcanzando niveles superiores a 200 UI g Hb™' durante

el periodo de partos, apropiados para vacas en lactancia (Ceballos et al, 1998).

Existen diferentes fuentes organicas de selenio presentes en la naturaleza, llamados
suplementos organicos de microelementos donde, el selenio se encuentra quelado con
aminoacidos ¢ péptidos, tales como seleniometionina y selenocisteina, es decir, el metal es
quelado por los grupos amino y carboxilo del aminoacido protegiéndolos asi de la
degradacion en el rumen, debido a que estos enlaces son muy fuertes, de tal forma que el ion
metalico es liberado solo cuando entra en contacto con algun sitio de utilizacion en el

organismo del animal (Diego, 1994).

El selenio organico se puede administrar con cultivos de levadura, cominmente los
productos comerciales contienen seleniocisteina, se reporta mejor disponibilidad del mineral
en esta forma. La seleniometionina es la forma predominante de selenio encontrada en los

ingredientes de los alimentos.

La seleniometionina (SeMet) conocida comunmente como selenioproteina,
denominada asi por la incorporacion de una molécula de selenio en lugar de la molécula de
azufre en la proteina (metionina), con una funcién antioxidante capaz de agotar las especies

reactivas. Ademads de las propiedades quimicas y a los beneficios que la SeMet puede darle

13


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X2004000200006&lang=es#r14
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X2004000200006&lang=es#r1

al animal por su mayor disponibilidad, enriquece a la leche con selenio (Ortman y Pehrson,
1999). Se sabe que mas del 90 % de la seleniometionina, como forma principal de selenio en

la dieta, se absorbe por el mismo mecanismo que la metionina (Navarro y Lopez, 2000).

TZDOH (IIZOOH
HN*— C—H HN"— C—H
|CH2 tC?I-Iz
|CH2 |CH2
J-, .
cn, cH,
Metionina Selenometionina

Figura 3. Estructura molecular de la metionina y seleniometionina mostrando la ubicacion

de la sustitucion del 4&tomo de selenio en lugar del azufre.

A pesar de que la seleniometionina no puede ser sintetizada por el organismo, esta se
obtiene de la dieta. El uso de este almacén de selenio en el tejido animal se da cuando se
interrumpe su ingesta. La disponibilidad de selenio depende de la absorcion intestinal y de
su conversion en sus distintas formas bioldgicamente activas. Las diferentes formas de
selenio siguen rutas metabolicas diferentes (Navarro et al., 2000). La seleniometionina
puede almacenarse al incorporarse aleatoriamente en las proteinas, en lugar de metionina

(Navarro et al., 2000; Katsuhiko et al., 2000).

Xuxia et al. (2009), estudiaron el efecto de la incorporacion de nanoparticulas de
selenio elemental (T-1) y seleniometionina (T-2) en la carpa (Carassiusauratus gibelio). En
ambos sistemas se observo la incorporacion significativa (P<0.05) de selenio en el musculo
(16,42+ 1,07 mg g y 13.52+1,31 mg g'1) con respecto al testigo (6.10+0.78 mg g™). Se
encontrd en los dos sistemas T-1 y T-2 un aumento significativo del nivel de glutation
peroxidasa (GSH-Px) en plasma y en higado de carpas, y en la ganancia de peso respecto al
testigo. En contraste, no se observo un efecto de los tratamientos en la tasa de supervivencia

y conversion alimenticia.
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Por otro lado, Shi Li-guang et al. (2009), realizaron un estudio en rebafios de
borregos machos deficientes en selenio y un rebafio testigo, que fueron suplementados con
nano-selenio, en los cuales encontraron resultados positivos en las variables reproductivas,
en la concentracion de selenio en los testiculos, asi como una mayor actividad de la GSH-Px
en los testiculos y semen, asi como una disminucion en el porcentaje de espermatozoides

anormales.

Petre et al. (2008), realizaron un experimento en la region de Vysocina en la
Republica Checa con vacas de raza Charolais a las que suplementaron con selenio organico
(levadura enriquecida con Se). Encontrando que la forma organica tiene una mayor
eficiencia comparada con su forma inorganica (selenito de sodio), aumentando los niveles de
selenio (orgénico) en sangre, calostro y leche y con un incremento en la actividad de la

GSH-Px.

El selenio en la naturaleza, se presenta de forma organica e inorgédnica. La forma
quimica de selenio orgénico es predominante en las plantas. En alimentos como el grano de
maiz (Olson y Embry, 1973), pasta de trigo (Beilstein et al., 1999) y levadura enriquecida el

selenio se encuentra como seleniometionina y seleniocisteina.

La concentracion de selenio en plantas forrajeras y granos, depende de la
concentracion de selenio en el suelo (Stevens et al., 1985). Este hecho explica las
diferencias en la concentracion de selenio en sangre y en los tejidos en animales en
diferentes zonas geograficas. Por otra parte, las plantas con una mayor masa radicular o con
raices profundas, tienden a tener las mayores concentraciones de selenio (Hartfiel y Schulte,
1988). El maiz, trigo y soya cultivados en suelos con altas concentraciones, en ocasiones
llegan a alcanzar un contenido de SeMet de un 80 % del selenio total en el tejido vegetal

(Guo y Wu, 1998).

Una de las fuentes de selenio cominmente usadas en la alimentacion de rumiantes es
el selenito sddico (Na,SeOs3), pero su uso se ve limitado por el riesgo de toxicidad cuando no
se balancea adecuadamente o no se mezcla perfectamente en las sales o en el alimento. El

selenio es un elemento muy toxico para los animales, ya que tiene un margen muy reducido
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de tolerancia entre su requerimiento y toxicidad, lo que hace que el margen de seguridad al
suplementarlo sea reducido, por lo cual es importante contar con productos que
proporcionen selenio con un alto grado de seguridad para el animal. Es por ello que se han
realizado diversos trabajos de investigacion, variando la via de administracion y las distintas

formas de selenio presentes en los alimentos.

En un trabajo realizado con borregas lactantes, Wolffram (1999) menciona que la
disponibilidad del selenio inorganico (selenito) es del 91 al 93 % y del 95 al 97 % en su
forma orgénica (seleniometionina). En ovejas, el 66 al 69 % de los selenitos o selenuros
fueron excretados en las heces, mientras que la excrecion fue menor (54 %) cuando se

suministro selenio en su forma orgénica.

Kincaid et al. (1999) suplementaron selenio organico (Sel-Plex50™%) a vacas
gestantes encontrando que la concentracion de selenio en la sangre en terneros recién
nacidos aument6 significativamente en comparacion con las vacas que no se suplementaron.
Knowles et al. (1999), al suplementar selenio organico en vacas productoras de leche
encontraron un incremento dos o tres veces mayor en la concentracion del mineral en
sangre, leche e higado, al compararlo con una fuente inorganica. Pehrson et al. (1999) al
comparar el efecto de la suplementacion de selenio en forma inorganica como selenito y en
forma orgéanica mediante un cultivo de levadura, observaron que los niveles de selenio en la
sangre de becerros fue significativamente mayor (p<0.05) y que diez de cada once animales
tuvieron mas de 100 mg L' de selenio en la sangre en el grupo que recibié la
suplementacion de selenio organico, mientras que en el grupo con la fuente inorganica, siete
de nueve becerros tuvieron valores mayores de 100 mg L™ y dos de nueve menos de 50 mg
L' de sangre. Esto sugiere, que las formas organicas de selenio son biologicamente mas
disponibles, ademas de que este tipo de selenoproteinas puede almacenarse al incorporarse a
las proteinas aleatoriamente, al tomar el lugar de algunos aminoacidos (Navarro et al., 2000;

Katsuhiko et al., 2000).

Por su parte, Ortman y Pehrson (1999) y Suoranta et al. (1993) reportaron que al

suplementar selenio inorganico a las madres para disminuir las necesidades de selenio en sus
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crias, el resultado no fue satisfactorio debido a la pobre disponibilidad de esos compuestos
para aumentar el contenido de selenio en leche. En el mismo estudio (Ortman y Pehrson,
1999) reportan que al proporcionar diariamente selenio organico a vacas, se tuvieron
concentraciones mas altas de este mineral en la leche que al suplementar selenito de sodio,

cubriendo de manera mas adecuada las necesidades del becerro.

4.4 Importancia del selenio en la glandula mamaria

La glandula mamaria es una modificacion de la glandula sudoripara, que tiene la
capacidad de secretar leche, esta es una glandula accesoria del sistema reproductivo. Esta
constituida por un sistema de soporte, uno secretor compuesto por células epiteliales, un
sistema de conductos para el transporte de la leche, ademas de sangre, con una extension del
sistema linfatico y del sistema nervioso que ayudan al balance de los fluidos circulando
hacia adentro y hacia afuera de la ubre, lo que ayuda a prevenir infecciones.
Anatémicamente, la ubre bovina estd constituida por cuatro glandulas mamarias separadas
con un peso de 11 a 28 kg las mitades tanto izquierda como derecha son totalmente

independientes.

El pezon es la primera linea de defensa contra la penetracion de bacterias dentro de la
ubre. Normalmente, el esfinter cierra el canal del pezon fuertemente cuando la vaca no es
ordefiada, por lo que el ingreso de bacterias ocurre generalmente durante el ordefio. Los
organismos presentes en la leche o en la punta del pezon son impulsados dentro del canal del
pezon y de la cisterna cuando existe la entrada indeseable de aire en la unidad de ordefio, es
decir, cuando existe el desprendimiento o pérdida de la unidad o bien la remocion de la
pezonera sin haber antes cerrado el vacio. Después del ordefio, el canal del pezon permanece
dilatado por una o dos horas e inclusive, el canal del pezén dafiado puede permanecer
parcialmente o permanentemente abierto. Los microorganismos patdégenos en el ambiente
(materia fecal, cama, etc.), o aquellos que se encuentran en lesiones de la piel de la punta del

pezdn, pueden invadir facilmente y abrir total o parcialmente el canal.

El mecanismo patdgeno causante de mastitis consiste en que después de la entrada

del microorganismo infeccioso, se presenta una invasion en el tejido mamario que tiene
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como respuesta la inflamacion, lo que aumenta la presion circulatoria y disminuye el aporte
de nutrientes y de oxigeno, impidiendo el acceso de sangre portadora de oxigeno y
nutrientes venoso que acumula toxinas y productos toxicos de la muerte celular como
bacterias, ademas de una exudacion de plasma, que al salir de los vasos venosos, presenta
edemas seguido de inflamacion, cerrando el circulo vicioso, ademds de que puede

presentarse necrosis o abscesos.

La consecuencia mas importante de la reduccion de la actividad inmune en animales
con bajos niveles de selenio, la constituye el aumento en la incidencia de patologias
mamarias. No obstante, si tenemos en cuenta que durante el periodo de lactacion, sobre
todo en la fase inicial de la misma, las células de la glandula mamaria estan sometidas a una
intensa actividad metabolica, con una demanda mayor de selenio. Aunque, no se conoce con
exactitud el papel de este oligoelemento (selenio) en la ubre, Maas (1990) indica que la
menor actividad de GSH-Px representa posiblemente el factor etiolégico mas importante en
este tipo de procesos, debido a la influencia de esta enzima sobre la actividad de los
leucocitos polimorfonucleares, considerados de primera importancia en la fagocitosis y
muerte intracelular de patdgenos mamarios (Ndiweni et al., 1991). La suplementacion con
selenio y vitamina E parece a su vez optimizar la resistencia que presenta el animal,

aumentando la funcion de los macréfagos (Ndiweni y Finch, 1995).

Diversos estudios comprueban que la disminucion de la actividad de GSH-Px esta
asociada con un incremento de prostaglandinas en plasma y leche (Ndiweni et al., 1991).
Estudios en rebafios en ovinos (Erskine et al., 1989; Ndiweni et al., 1991) al usar diferentes
concentraciones de selenio sugieren que cuando los niveles de este oligoelemento son
adecuados, la inflamacion de los cuartos afectados es menor o de mas corta duracion, y
sefala a la vez que existe una correlacion negativa entre el nivel de selenio y la incidencia de
mastitis subclinica diagnosticada mediante un conteo de células somaticas al microscopio.
Debido a la importancia de GSH-Px tanto en el mantenimiento de la integridad de las
membranas, como el ser la primera barrera defensiva de la ubre, hacen suponer que la
vitamina E y el selenio (GSH-Px) tienen una importante funcion en tratamientos

intramamarios (Pastor Meseguer, 1994) debido a la funciéon de ambos antioxidantes en la
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proteccion de las membranas frente a la capacidad citotoxica de los peroxidos secretados por

los polimorfo nucleares para la destruccion de gérmenes.

4.5 Encapsulacion

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual compuestos activos solidos,
liquidos o gaseosos (antioxidantes, vitaminas, sabores, bactericidas entre otros) son
introducidos en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con el fin de proteger
los activos del medio ambiente, de su interaccion con otros componentes del alimento, o
bien para controlar su liberacion (Yafiez et al., 2002). La técnica de encapsulacion ha
permitido solucionar algunos problemas presentes en la aplicacion de ingredientes y aditivos
alimentarios, como por ejemplo, enmascarar sabores indeseados, reducir la volatilidad e
incrementar la estabilidad de activos encapsulados bajo condiciones ambientales adversas

(Favaro et al., 2010).

En la literatura se encuentran diversos métodos aplicados a la encapsulacion de
agentes activos (Brazel, 1999). Algunos autores clasifican los métodos de encapsulacion en

procesos fisicos, fisico-quimicos y quimicos, como se muestra en la figura 4.
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Secado por atomizacion

Extrusién

Proceso fisico

Recubrimiento por lecho fluidizado
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Microencapsulacién Proceso fisico- quimicos

Liposoma
Gelificacion iénica
Inclusion molecular
Proceso quimico Polimerizacion interfacial

co-cristalizacién

Figura 4. Métodos de encapsulacion

La seleccion del método de encapsulacion dependeréd de la aplicacion deseada para
las microparticulas, el tamafio de particula requerido, de las propiedades fisicas y quimicas
del agente encapsulante y agente activo, y del costo entre otros (Magdassi & Vinetsky,

1996; Brazel, 1999).

4.6 Secado por aspersién o por atomizacion

El secado por atomizacion o también Illamado spray-drying es un método
ampliamente utilizado por la industria alimentaria por ser un proceso simple, flexible y de
bajo costo. Por definicion, corresponde a la transformacion de un fluido en un polvo,
atomizéandolo en forma de gotas minusculas en un medio de secado en caliente. El tamaio
de las particulas obtenidas por este método en general se encuentra entre 10 y 100 pum,
dependiendo de las condiciones del proceso (Pedroza-Islas, 2002). Ademés es método de

encapsulacion, permite obtener microparticulas en polvo, que facilitan el transporte,
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manipulacion y almacenamiento del producto (Murugesan y Orsat, 2011). Por ultimo, otra
ventaja de este proceso es su utilidad para materiales sensibles al calor, ya que el tiempo de
exposicion a temperaturas es muy corto (5-30 s) (Gharsallaoui et al., 2007). Sin embargo,
este método se considera una técnica de inmovilizacion mas que una tecnologia de
encapsulacion verdadera, ya que parte del compuesto activo puede quedar expuesto

superficialmente sobre la microparticula (Vos et al., 2010).

El proceso de secado por aspersion consiste basicamente de cuatro etapas (Yafez et
al., 2002): (1) preparacion del fluido de alimentacion (mezcla del material a encapsular y
del encapsulante), (2) homogeneizacion del fluido, (3) atomizacion por medio de una
boquilla o disco, (4) deshidratacion de las particulas atomizadas (las gotas toman contacto
con el aire a alta temperatura, el agua o solvente se evapora obteniéndose las

microparticulas) (Shahidi y Han, 1993). Finalmente las microparticulas son recolectadas.

4.7 Materiales de encapsulacion

Los agentes encapsulantes pueden seleccionarse a partir de una gama de polimeros
naturales y sintéticos, dependiendo del material a encapsular y de las caracteristicas
deseadas en el producto final. Los agentes encapsulantes mas utilizados para el método de

secado por aspersion se resumen en el siguiente cuadro 1.

Para procesos de secado por atomizacion, el agente encapsulante debe presentar un
alto grado de solubilidad, una baja viscosidad en solucién (35-45% en contenido de
solidos), buenas propiedades emulsificantes y de secado, un caracter no higroscopico, sabor
suave, no ser reactivo y bajo costo (Murua et al., 2009). Para esta investigacion se

utilizaron dos tipos de agentes encapsulantes: carboximetilcelulosa y alginato de sodio.
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Cuadro 1. Materiales utilizados en la encapsulacion.

Tipo de encapsulante Agente encapsulante

Gomas Agar, alginato de sodio,
carragenina, goma arabiga

Carbohidratos Almidoén, dextranos, sacarosas,
jarabes de maiz

Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa,

acetilcelulosa, nitrocelulosa,
carboximetil-celulosa

Lipidos Ceras, parafinas, diglicéridos,
monoglicéridos, aceites, grasas,
acido estearico, trisetearina

Proteinas 1, caseina y albumina

Materiales inorgénicos o de calcio, silicatos

4.8 Carboximetilcelulosa sddica (NaCMC)

Es un derivado de la celulosa, la cual quimicamente corresponde a la sal sodica de la
carboximetilcelulosa (figura 5). Se obtiene mediante tratamiento de la celulosa del algodon o
de maderas con hidréxido de sodio y acido cloroacético, de esta manera, la celulosa de
naturaleza anidnica reacciona nucleofilicamente desplazando el atomo de cloro para
producir un enlace éter, obteniéndose como subproductos cloruro de sodio y glicolato de

sodio, los cuales se separan y se obtiene la carboximetilcelulosa (Hao-Ying Li et al., 2010).

Actualmente, la carboximetilcelulosa estd siendo objeto de investigaciones para
aplicaciones médicas y farmacéuticas, debido a las propiedades de este material, ya que es
conocido por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja toxicidad. Debido a las
propiedades funcionales, fisico-quimicas, de biocompatibilidad, biodegradabilidad y a su
baja toxicidad, este biopolimero, ha encontrado diversas aplicaciones en la industria
médica, farmacéutica y en agricultura, entre otros. Estas se basan basicamente en el grado de
sustitucion, es decir el numero promedio de grupos carboximetilicos que son sustituidos por
cada unidad de glucosa anhidra, o bien por su grado de polimerizacién y peso molecular.
Comercialmente la NaCMC es clasificada en base a su grado de pureza en: técnico (55 -
80%), refinado (92 — 96%) y super refinado (99.5% minimo), siendo éste ultimo utilizado

para productos farmacéuticos. Es soluble en agua, sin embargo al igual que todos los
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polimeros tienden a aglomerarse. En productos farmacéuticos es utilizada como
estabilizador, emulsificador y dispersante de polvos, agentes de films, teniendo asi la

capacidad de resistencia a acidos y bases.

CHOH

oH CHOH oH
HO 9 HO 1]
[V
CHOH CH CHAOH O
(@)

CHaCO0H
HaGOoH CHy-OH CHCOOH pi HzOH
0

-0 07, g c N

]
Cheot CHaCOOH gy a0 EHCUOH ooy ycool

Figura 5. Estructura de la celulosa (a) y NaCMC con grado de sustitucion de 1.5 (b)

4.9 Alginato de sodio

El alginato de sodio es un biopolimero distribuido ampliamente en las paredes
celulares de algas marinas pardas. El 4cido alginico se acumula en las células de las algas en
forma de “’cuerpos gelatinosos’” después de combinarse con las sales de agua del mar. Se ha
utilizado, en forma de hidrocoloides para diversas aplicaciones, entre ellas los productos
farmacéuticos. El 4cido alginico estd compuesto de dos especies el acido manurdnico (M) y
el acido gulurodnico (G) (figura 6), los cuales forman tres tipos de segmentos de bloque de

homopolimero (Klokk y Melvik, 2002).
COOH

H A (o)
H )"‘ 0—
OH  OH
. yu
H H

B-1, 4-D-Mannuronic acid unit a-1, 4-1-Guluranic acid unit

Figura 6. Estructura de las dos unidades monoméricas del acido alginico: B—D—Acido

manurdnico y o—L—Acido gulurénico
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Las propiedades y funcionalidad del alginato, en especial la capacidad gelificante y
la fuerza de gel. El grupo carboxilo, dentro de los &cidos manurdnico y guluronico
intercambia iones con facilidad y puede reaccionar con varios tipos de cationes (Mahmoud
et al., 2011). Los alginatos tienen innumerables aplicaciones en diversas categorias tales
como: agente espesante, agente gelificante, estabilizante de dispersiones, coagente de textura

o bien, formador de films o peliculas.

El alginato de sodio, es uno de los polisacaridos mas usados debido a su
biocompatibilidad, la cual son una fuente natural abundante en las algas marinas y la

facilidad extraordinaria que tiene para realizar inmovilizaciones (Mahmoud et al., 2011).

4.10 Mecanismos de liberacién

La cesion del agente activo desde una microparticula a un determinado medio puede
producirse en forma inmediata o controlada. En el primer caso, la microparticula al entrar
en contacto con el medio de disolucion pierde su integridad por accion de la temperatura,
pH u otros factores, cediendo el compuesto rapidamente. La cesion controlada ocurre
cuando los activos son liberados desde las microparticulas en un sitio y/o tiempo

determinado a velocidades especificas (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 2005).

Existe una gran diversidad de sistemas que son utilizados, dependiendo de la forma
de preparacion y del agente encapsulante utilizado, logrando asi una liberacion controlada.

Estos sistemas son:

1. Sistemas de liberacion controlados por disolucion.

Sistemas de liberacion controlados por difusion.

Sistemas de liberacion controlados por difusion y disolucion.
Sistemas de liberacion controlados por penetracion de agua.

Sistemas de liberacion controlados quimicamente.

A

Hidrogeles
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7. Sistemas de liberacion controlados por resinas de intercambio ionico.

En la practica, no es comun encontrar un Unico sistema de liberacion, sino mas bien,

una combinacion de estos mecanismos (Pothakamury y Barbosa-Céanovas, 2005).

Los modelos matematicos mas utilizados el estudio el mecanismo mediante el cual
ocurre el proceso de liberacion se encuentran los propuestos por Higuchi et al. (1963) y
Korsmeyer et al. (1983). Korsmeyer et al. (1983) propusieron un modelo matematico que es
generalmente lineal para valores de Mt/Mo < 0,6. Este modelo explica los mecanismos de
liberacion de farmacos donde se presenta erosion y/o disolucion de la matriz, y no es mas

que una forma generalizada de la ecuacion de Higuchi que se expresa como:

E:Ktn (a]
M . pre wen e

Por otro lado, Higuchi et al. (1963) propuso un modelo matematico para describir el
proceso empirico de liberacion de farmacos, el cual cumple con la Ley de Fick y

representado de la siguiente forma:

Mt I
_:K_‘t,l"‘.,..........- b
- (b)

o
Donde:
My/M, = es la fraccion del farmaco liberado en un tiempo t
t = es el tiempo

K = es la constante de velocidad de liberacion.

El valor del exponente n nos indica sobre la cinética de liberacion del farmaco, si n
es igual a 0.5, la liberacion del farmaco tiene lugar a través de un fenémeno de difusion de
tipo Fickian (modelo matematico de Higuchi), si n toma valores entre 0.5 y 1 indica que la
liberacion del farmaco es debida a un mecanismo de difusion no Fickian o andémalo y
cuando n es igual a 1, el mecanismo de liberacién del farmaco depende del proceso de

relajacion de las cadenas poliméricas (Karime et al., 2004).
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5 Materiales y métodos

La elaboracion y caracterizacion de las microcapsulas de L-seleniometionina se
llevé a cabo en las instalaciones de los laboratorios de Ciencia de los Alimentos y
Tecnologia Quimica y Ciencia y Tecnologia Farmacéutica, de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, en Santiago de Chile.

El andlisis de microscopia electronica de las microcapsulas, se realizdo en el
laboratorio de Microscopia Electronica, de las instalaciones del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo.

5.1 Materiales

Se utilizé L-seleniometionina (SeMet Sigma, grado de pureza 98 %, EUA, formula:
CsH;1NO0,Se) como fuente de selenio organico; membrana de didlisis, snake skin (22 mm x
35 pies de diametro en seco, 34 mm de ancho en seco, 3.7 mL cm’™!, Prod # 68035 lot #
KC132123); Carbopol 971 NF (Merck, EUA, formula: C;H40;), metilparabeno
(conservador); trietanolamina (estabilizador de pH, para la elaboracion del gel). Agentes
encapsulantes: alginato de sodio [Merck, EUA, formula: (C¢H;NaOg), vy
carboximetilcelulosa de sodio (Merck, EUA, NaCMC)

5.2 Obtencion de microcdpsulas de seleniometionina

El agente encapsulante carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) 6 alginato de sodio
[(C¢H7NaOg),] se mezcld con agua y con SeMet, en una razon SeMet:polimero de 1:50, de
acuerdo a la formulacion que se muestra en el cuadro 2. La solucién se mantuvo con

agitacion constante durante media hora utilizando un agitador magnético.
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La suspension resultante se aliment6 al secador por atomizacion. Se utilizd
alimentacion y flujo de aire de secado en paralelo. Las condiciones de secado fueron;
temperatura del aire de entrada de 200° C, velocidad de alimentacién de 5 mL min™, flujo
de aire de 600 Lh™' y presién de atomizacion de 20 psi. Las microcapsulas resultantes fueron

almacenadas en envases de polipropileno a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Cuadro 2. Formulacion para la obtencion de microcépsulas de seleniometionina.

Sistema SeMet/NaCMC SeMet/(CcH7NaOg),
Agente encapsulante (g) 2 2

SeMet (mg) 40 40

Agua (g) 97.96 97.96

5.3 Caracterizacion de las microcéapsulas de seleniometionina

5.3.1 Microscopia electronica

El andlisis de la morfologia de las microcapsulas, se realizé mediante microscopia
electronica de barrido (MEB). Para este andlisis se tom6 con un pincel las microcépsulas
en polvo y se colocod en el portamuestras de laton, se usd una cinta conductiva doble
adhesiva de carbon, posteriormente se recubridé con oro durante 4 minutos en una
ionizadora de metales (Ion Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat). Las muestras resultantes se
observaron en un microscopio electronico de barrido (JEOL- JSM 6390) a 10 Kv (Bozzola

y Russell, 1992).

5. 3. 2 Determinacion de Eficiencia de encapsulacion, recuperaciéon y rendimiento

para la encapsulacién de seleniometionina.

5.3.2.1 Determinacion de seleniometionina superficial. Para determinar la SeMet
superficial, se pes6 0.05 g de microcapsulas para los sistemas SeMet/NaCMC vy
SeMe/(C¢H7NaOg), en una balanza analitica, se afor6é a 10 mL con 2-propanol y se agitd en

un vortex por 30 seg. Luego, se filtr6 con un filtro Millipore (0.22 pm). La cuantificacion
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se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Los resultados se calcularon
mediante una curva de calibracion de SeMet (0.0218-0.1308 mg mL™, r* = 0.9954) y el

porcentaje de SeMet superficial se calcul6 utilizando la ecuacion 1.

% de SeMet superficial = (x - 453189)/20000000)*10 mL
g de polvo de las microcapsulas (Ec. 1)

Donde x = es el area bajo la curva

5.3.2.2 Determinacion de seleniometionina total encapsulada. Para la
cuantificacion total encapsulada de SeMet se pesaron 0.05 g de microcapsulas de
seleniometionina de los sistemas SeMet/NaCMC y SeMet/(C¢H7NaOg),, posteriormente se
afor6 a 10 mL con agua destilada y se agitd en un vortex por 30 seg. Finalmente se
cuantificd la seleniometionina mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Los resultados se calcularon mediante una curva de calibracion de SeMet (0.0218-0.1308

mg mL™, r* = 0.9954).

SeMet total encapsulada = (x-453189)/20000000)*10 mL
g de polvo de las microcapsulas (Ec. 2)

Donde “x” es el area bajo la curva

5.3.2.3 Recuperacion de SeMet. Representa la cantidad que se obtiene después del
proceso de secado. La SeMet recuperada se determind al calcular la razén entre SeMet total
encapsulada y SeMet total teorico (cantidad pesada para ajustan 1:50 SeMet: Polimero que

fue 18.8527 mg), de acuerdo a la siguiente ecuacion 3.

mg de SeMet total encapsulada

) = 100 (Ec.3)

Porcentaje de recuperacion de SeMet = ( :
mg de SeMet total teorico

5.3.2.4 Rendimiento. El rendimiento del polvo de microcapsulas en ambos sistemas
(SeMet/NaCMC, SeMet /(CsH7NaOg),, se realizd a partir de la relacion entre los gramos de

polvo de microcapsulas después del secado y los solidos totales, a partir de la ecuacion 4.
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Rendimiento (%) = (g de polvo de Mcps después del secadu) . 100

sdlidos totales de la dispersion (Ec. 4)

Donde:
Solidos totales: 40 mg de SeMet + 2 g del recubrimiento (NaCMC ¢ -(C¢H7NaOg),)

5.3.3 Procedimiento cromatografico

El analisis de seleniometionina se realiz6 por cromatografia liquida de alta
eficiencia, basandose en la metodologia de Chiaki et al. (2009) para los sistemas
SeMet/NaCMC y SeMet/(C¢H7NaOg),. El equipo consistié de una bomba L-6200 (Merck-
Hitachi); detector de arreglo de diodos 996 (Waters) y una columna Symmetry® C18 (Sum
x 4.6 mm d.i. x 250 mm, Waters). Se utiliz6 una fase movil isocratica de agua-metanol (1:1
v/v) al 0.001% de 4cido acético, con un flujo de 1 mL min™'. La detecciéon fue a una

longitud de onda de 210 nm.

5.4 Curva de calibracion de seleniometionina

Se peso en una balanza analitica 109 mg de seleniometionina y se afor6o a 10 mL
con agua bidestilada para obtener una solucion madre. A partir de la solucion madre se
prepararon diluciones para obtener un rango de concentracion de SeMet entre 0.0218 y
0.1308 mg mL™, las cuales se inyectaron en el HPLC, obteniéndose un area para cada
solucion (cuadro 3, figura 7).

Cuadro 3. Concentracion de SeMet y area, para
la construccion de la curva de calibracion.

Concentracion .
Area
(mg mL"")

0.0218 751393

0.0327 1132395

0.0436 1156921

0.0654 1527673

0.0872 1890063

0.1308 2488240
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Figura 7. Curva de calibracion para la cuantificacion de SeMet.

Se obtuvo la siguiente curva de calibracion:

Y =200000000x + 453189

, . .y -1
Donde Y corresponde el 4rea bajo la curva y X a la concentracion expresada en mg mL

5.5 Estudio de perfil de liberacion de seleniometionina

5.5.1 Preparacion del gel bioadhesivo (carbopol C971) como vehiculo de entrega

Se pesaron 97.5 g. de agua destilada, se agregd 0.5 g de carbopol 971 (2 %) y 0.5 de

metilparabeno (como conservador) con agitacion constante. Posteriormente se neutralizo el

pH del gel con trietanolamina al 20 % hasta alcanzar un pH=7.
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5.5.2 Adicion de la solucion madre y microcdpsulas de seleniometionina al vehiculo

A 21g del vehiculo de entrega (gel bioadhesivo) se adicion6 0.5 puL de la solucion
madre de SeMet (10 mg/mL) 6 0.3 g de las microcapsulas de SeMet, con agitacion para

obtener una dispersion uniforme en el gel.

5.5.3 Perfil de liberacion desde el vehiculo de entrega de la SeMet sin encapsular y

SeMet encapsulada.

Se estudié el perfil de liberacion de seleniometionina desde el gel bioadhesivo
(carbopol 971) adicionado de seleniometionina 6 microcdpsulas de seleniometionina
[SeMet-NaCMC y SeMet/(CcH7NaOg),]. El gel (21 g) con o sin microcapsulas se colocd en
un tubo de dialisis (10 de largo x 3 cm de diametro), el cual se sumergiéo en un vaso
precipitado con 50 mL de agua destilada. El agua y gel se separaron por medio de una
membrana (shake skin), como se muestra en la figura 8. Se tomaron muestras de 5 mL con
intervalos de tiempos conocidos. Después de cada toma de muestra se repuso el volumen
para mantenerse constante y finalmente la cuantificacion de la SeMet se realizé mediante

HPLC. En el cuadro 4 se muestran las condiciones experimentales utilizadas en el ensayo.

Cuadro 4. Condiciones experimentales utilizadas para los perfiles de liberacion desde el gel
bioadhesivo (carbopol 971) con la SeMet sin encapsular y SeMet encapsulada.

Condiciones Rango
Temperatura 37+0.5°C
Volumen 50 mL
Medio de disolucion Agua destilada
Volumen de muestra S5mL

. 0.08, 0.25,0.42, 0.58, 0.75, 3, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 48, 56,
Tiempo de muestreo
(gel adicionado con seMet) 78,102, 125, 200 h.

. 8, 12,24, 48,72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240,
Tiempo de muestreo

( (gel adicionado con microcapsulas) 264,288,312 h

Cuantificacion HPLC
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6 Andlisis estadistico

Para investigar el efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta, SeMet
total encapsulada, porcentaje de rendimiento y porcentaje de recuperacion en las
microcapsulas, se uso la técnica de remuestreo Bootstrap (Efron y Tibshirani, 1993) con las
que se obtuvieron intervalos del 95 % de confianza para determinar la diferencia de medias
entre tratamientos. Para investigar la cinética de liberacion se utilizaron los modelos

matematicos propuestos por Higuchi (1963) y Korsmeyer et al. (1983).
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7 Resultados y Discusion.

7.1 Fotomicrografia

Las microfotografias para el sistema SeMet/NaCMC, muestran microcapsulas de
forma esférica y en ocasiones esferas irregulares (Figura 9), caracteristico en
microparticulas producidas mediante el secado por atomizacion (Rivas, 2010). Se observéd
ademds una tendencia a aglomeracion entre las particulas mas pequenias (9G). En la

mayoria de los casos las microparticulas muestran particulas colapsadas o encogidas.

10kV % X4,500 S5pm

10kV  X12,000 1pm
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F1gura 9. Mlcrograﬁa medlante microscopia electronica de barrido (MEB) de
SeMet/NaCMC con una razon 1:50 (activo: agente encapsulante), mediante el método de
secado por atomizacion a una temperatura de entrada de 200°C con un flujo de
alimentacion al 5%. Las fotografias de izquierda a derecha poseen una amplitud de (A)
X1000, (B) X4500, (C) X12000, (D) X500, (E) X13000, (F) X1300, (G) X2000 y (H)
X8000, respectivamente.

La morfologia irregular observada puede deberse a la formacion interna de vacuolas
y abolladuras, depresion y fracturacion externa como lo reporta Sheu y Rosenberg (1998)
en microestructuras constituidas por polisacaridos mediante secado por atomizacion,
también sugirieren que la morfologia resulta un efecto de la composicidn quimica y
estructural del material encapsulante y de los pardmetros de secado, durante el proceso de

encapsulacion.

Los resultados referentes a la morfologia fueron similares a los reportados por Hao-
Ying Li et al. (2010), quienes microencapsularon fosfato alkalino (AKP),

carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) como polimero mediante el secado por
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atomizacion, siendo similar la morfologia de sus microparticulas con las obtenidas en este

trabajo.

La morfologia para las microcépsulas (Figura 10) recubiertas con alginato de sodio
[SeMet/(CsH7NaOg),], y la microcépsulas con NaCMC fueron esféricas e irregulares, pero
a diferencia de las microcdpsulas de NaCMC las de alginato de sodio presentaron
superficies rugosas. Se observd que las microcdpsulas mas grandes tuvieron una
morfologia mas esférica, mientras que las més pequefias presentaron hoyuelos y formas

irregulares.

U]
e |
@,20ym

$ R 2
%550

36



10k¥~ x2,000 10pm - 0kv . X500 | 9pm.

F1gura 10. Mlcrograﬁa (MEB) de mlcrocapsulas de SeMet/(C6H7N2106)n con una razén
1:50 (activo: agente encapsulante), mediante el método de secado por atomizacién a una
temperatura de entrada de 200°C y un flujo de alimentaciéon al 5%. Las fotografias de
izquierda a derecha poseen una amplitud de (A) X550, (B) X10000, (C) X2000, (D)
X1200, (E) X2000, (F) X500, (G) X1000 y (H) X500, respectivamente.

Tanto la forma y superficie resultante para el sistema SeMet/(CcH7NaOg),, fueron
similares a las del sistema SeMet/NaCMC en su mayoria, sin embargo se presentd un
nimero mayor de microparticulas con formas irregulares y superficie rugosa. Se observo
que las particulas mas grandes tomaron morfologia mas esférica, mientras que las mas
pequefias presentaron abolladuras y formas irregulares. La morfologia resultante de las
microparticulas se atribuye principalmente a las condiciones del proceso de encapsulacion
(parametros de secado). La formacion de superficies dentadas en secado por atomizacion se
ha atribuido al encogimiento de las particulas durante el proceso de secado (Alamilla-
Beltran et al., 2005), lo cual puede ocurrir a altas o bajas temperaturas. A bajas
temperaturas del aire de entrada hay menos difusion de agua y las particulas tienen mas
tiempo para encoger. A altas temperaturas del aire de entrada, la rapida evaporacion y alta

presion dentro de las particulas produce encogimiento. Por otro lado, la morfologia de las
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microparticulas también puede ser modificada por la temperatura de alimentacion (Ronkart

et al., 2007; Hirofumi et al., 1998).

7.2 Caracterizacion de las microparticulas para los sistemas de seleniometionina con
carboximetilcelulosa y alginato de sodio (SeMet/NaCMC y SeMet/(CsH;NaOg),).

7.2.1 Porcentaje de encapsulacion de las microparticulas.

En el cuadro 5 se presenta el contenido de SeMet total encapsulada, asi como el
rendimiento y recuperacion para las microparticulas de los sistemas SeMet/NaCMC vy

SeMet/(C¢H7NaOg),, obtenidas mediante secado por atomizacion.

El contenido de SeMet total encapsulada, rendimiento y recuperacion para las
microparticulas que utilizaron NaCMC como agente encapsulante, fueron
significativamente mayores (p<0.05) que aquellas con alginato de sodio. Estos resultados
muestran el efecto del tipo de agente encapsulante sobre la encapsulacion de
seleniometionina. Diferentes agentes encapsulantes tienen diferentes parametros 6ptimos en
el secado por atomizacion porque las caracteristicas como solubilidad y viscosidad afectan

la velocidad de formacion de la costra (Gharsallaoui et al., 2007; Kenyon, 1995).

Cuadro 5. Contenido de seleniometionina total encapsulada, rendimiento, recuperacion
y tamano de particula para las microparticulas de seleniometionina con
carboximetilcelulosa y alginato de sodio (SeMet/NaCMC y SeMet/(C¢H7NaOg),)

SeMet Tamafio
SeMet total totales - ., de
. L. Rendimiento Recuperacion ,

Sistema teorico (mg encapsulada (%) (%) particula

SeMet ¢! polvo) (mg SeMet g ° ° (um)

' polvo)
SeMet/NaCMC 18.85 18.08 £1.08 459+39 96 £ 6 4.46
SeMet/Alg Na 18.85 10.16 £2.26 37.8+1.7 54+ 12 5.23

SeMet total tedrico: Cantidad de SeMet pesada inicialmente antes del secado por atomizacion.
Valores expresados como media = DE.

Agiiero et al. (2007) al encapsular cefazolina con alginato de sodio por gelificacion
ionica reportaron porcentajes de rendimientos entre 63.75 y 83.40 %. De modo similar,

Ahmed et al. (2010), para la encapsulacion de diclofenaco con alginato de sodio por
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emulsificacion o gelificacion interna reportaron rangos de rendimiento entre 79.55 % -
97.41 %. En este trabajo se encontr6 un rendimiento menor de 54 % para el sistema
SeMet/(C¢H7NaOg),. Asi, el método de encapsulacion jugaria un rol importante sobre el
rendimiento de las microparticulas obtenidas. Los alginatos son considerados como
polimeros de bloques (Chan et al., 2002), debido a sus propiedades quimicas, por lo que su

uso para encapsulacion por gelificacion id6nica puede considerase como una alternativa.

Hao-Ying Li et al. (2010) microencapsularon una proteina fosfato alcalino (AKP)
mediante secado por atomizacion, usando como polimero la NaCMC, con el objetivo de
controlar la entrega de la AKP por via pulmonar. Reportaron rendimientos 45.3 % y
recuperacion después del secado de 73.7 %, indicando una degradacion substancial de la
AKP durante el proceso. En contraste, cuando se aument6 la proporcion de NaCMC se
observé una diferencia significativa (p<0.01) con una actividad de 94.2 % mayor a lo
esperado. Estos autores concluyeron que el aumento en la proporcion de NaCMC
disminuyo la perdida de AKP, ademés de que se mejor6 significativamente el porcentaje de
recuperacion de la enzima después del secado por atomizacidn, los resultados de estos

investigadores coinciden con lo observado en este estudio.

Las microcépsulas del sistema SeMet/NaCMC mostraron un porcentaje de
recuperacion  significativamente mayor, respecto al sistema SeMet/(CsH7NaOg)n.
Obteniendo un intervalo del 95 % de confianza en la diferencia de medias entre
tratamientos (Lim. inf. 25.02, Lim. inf. 60.7767), ndtese que el “0” no lo incluye. Esto
sugirid que el agente encapsulante NaCMC protegi6 a la seleniometionina de la
degradacion térmica durante el proceso de secado por atomizacion. La NaCMC tiene la
capacidad de proporcionar una solucién coloidal (Parsons, 2000) y a su vez formar una
pelicula que protege al ingrediente activo de una posible oxidacion, la SeMet podria haber
sido atrapada dentro de los coloides aumentando su proteccion durante el secado por

atomizacion (Rabbani y Sevilla, 2005).
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Siendo de 96 % =+ 5.66 para el sistema SeMet/NaCMC y de 54 % + 12.02 para el
sistema SeMet/(CsH7NaOg),. De igual forma, se obtuvo un intervalo del 95 % de confianza
en la diferencia de medias entre tratamientos (Lim. inf. 25.02, Lim. inf. 60.7767), notese
que el “0” no lo incluye. Estos resultados revelan el efecto del tipo de agente encapsulante
sobre la interaccion de SeMet-polimero, ya que estos polimeros tienen diferencias
estructurales. El aumento en la capacidad de encapsulacion de la NaCMC, puede ser
atribuida a la formacion de enlaces de hidrogeno entre el azufre de la metionina y los

grupos hidroxilos de la carboximetilcelulosa.

Por otro lado, se ha reportado que un mayor grado de sustitucion de la NaCMC
modifican sus propiedades reoldgicas (Reologia Newtoniana) y favorecen sus propiedades
de solubilidad al contacto con el agua, su estabilidad térmica, coloidal, que es de interés

particular en procesos de formulacion y empacado de la industria farmacéutica.
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7.3 Evaluacién de la cesion de seleniometionina in vitro.

7.3.1 Cinética de liberacion de seleniometionina desde gel bioadhesivo con SeMet sin

encapsular.

En la figura 11 se presenta el perfil de liberacion de seleniometionina desde gel

bioadhesivo con SeMet sin encapsular en agua a 37°C
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Figura 11. Perfil de liberacion de seleniometionina sin encapsular desde gel bioadhesivo en
agua bidestilada a 37°C. A SeMet + gel bioadhesivo (carbopol al 2%).

El perfil de liberacion del testigo, SeMet (sin encapsular) + gel bioadhesivo en agua
bidestilada, mostré una liberacion creciente a través del tiempo hasta alcanzar una
concentracion maxima de 1.56 mg mL™ (28%) de liberacion a las 200 h, esto sugirio que la
entrega del activo fue por difusion donde se advirtidé un control en la entrega del activo, lo
que permitid incorporar cantidades muy dispersantes del firmaco y se mantuvo una
excelente bioadhesion. Esto es debido a que, generalmente, el mecanismo de mucoadhesion
se divide en dos etapas: la primera que se caracteriza por el contacto entre el mucoadhesivo
y la membrana, a través de la difusion y la hinchazén de la formulacion; la segunda etapa
fue de consolidacion, es decir, el efecto de la humedad en los materiales, que permite que
las moléculas formen enlaces débiles de van der Waals asi como enlaces de hidrogeno
(Smart, 2005; Hagerstrom, 2003). Se us6 al carbopol C971 como un vehiculo de entrega

para la SeMet por sus propiedades reologicas, como su grado de mucoadhesividad y
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capacidad de controlar la liberacion de la droga (Riley et al., 2001), entre otras, perfilan a

este como una alternativa potencial para la entrega de compuestos bioactivos.

En teoria, un gel con funciones bioadhesivas y caracteristicas ideales tendria la
rapida adhesion a la capa membranal o a la mucosa, sin presentar cambios en sus
propiedades fisicas, con minimo de interferencia en la liberacion del activo. Ademas de no

producir sustancias toxicas, y ser biodegradable (Smart et al., 1984).

7.3.2 Cinética de liberaciébn de seleniometionina desde gel bioadhesivo con
microcapsulas de SeMet/NaCMC y SeMet/(C¢H7NaOg)n

En las figuras 12 y 13 se presenta el perfil de liberacion de seleniometionina desde
gel bioadhesivo con microparticulas de SeMet/NaCMC y SeMet/(C¢H7NaOg), en agua
bidestilada a 37°C.
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Figura 12. Perfil de liberacion de seleniometionina desde gel bioadhesivo con
microparticulas de SeMet/NaCMC en agua bidestilada como medio de disolucion a 37°C. ¢
SeMet/NaCMC + gel bioadhesivo.
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Figura 13. Perfil de liberacion de seleniometionina desde gel bioadhesivo con
microparticulas de SeMet/(CcH7NaOg), en agua bidestilada como medio de disolucion a
37°C.o SeMet/(C¢H7NaOg), + gel bioadhesivo.

La evolucion de la liberacion de seleniometionina desde el gel con microparticulas
de SeMet/NaCMC presentod un aumento de la liberacion hasta las 264 h (0.82 mg mL™") y
luego se observa un descenso a partir de 288 h. Un comportamiento similar se observo para
el gel con microparticulas de SeMet/(C¢H7NaOg),, con un aumento hasta las 300 h y luego
un descenso, sugiriendo que a estos tiempos comienza a degradarse la seleniometionina en

el medio de disolucion (Mark, 1984).

Sang-Ho et al. (2006), reportaron datos similares en un estudio al microencapsular
a-tocoferol, usando como agente encapsulante alginato de sodio por gelificacion i6nica,
simulando el fluido gastrointestinal (pH 1.2) tuvo una liberacion a las 24 h de un 28.8 %,
por otro lado en un ambiente de simulacion del fluido intestinal, la liberacion fue de un
81.5%, presentando mas del 50% de la liberacion a las 4 h, esto indico que las
microparticulas de alginato de sodio fueron mas estables bajo condiciones acidas. El
alginato de sodio como material de recubrimiento fue estructuralmente resistente en
condiciones acidas (pH 1.2), pero con una liberacion rapida del activo bajo condiciones
levemente alcalinas y/6 neutras, similar a las condiciones del agua destilada utilizada como

medio de disolucidn en este estudio.
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En la figura 14, se muestra un resumen de los tres sistemas estudiados gel
bioadhesivo sin microparticulas y gel bioadhesivo con microparticulas de SeMet/NaCMC y
SeMet/(C¢H7NaOg),. En este grafico se observa que los sistemas con microparticulas

ejercen un control de la liberacion de seleniometionina con respecto al control.
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Figura 14. Perfil de liberacion de SeMet desde Gel bioadhesivo sin (testigo) y con
microparticulas en agua bidestilada como medio de disolucién a 37°C. A SeMet + gel
bioadhesivo. o SeMet/ (C¢H7NaOg), en gel bioadhesivo y ¢ SeMet/ NaCMC en gel
bioadhesivo.

7.4 Ajuste de los modelos matematicos analizados

Para el estudio del mecanismo de liberacion de la SeMet de las microcapsulas, se
ajustd la media de los perfiles de liberacion para cada sistemas (Cuadro 6) a las ecuaciones
propuestas por Higuchi (1963) y Korsmeyer et al. (1983), utilizadas comunmente en la
industria farmacéutica (Cuerda et al., 2003). Los coeficientes de correlacién (1%) para el
testigo (SeMet/Gel bioadhesivo) y para el sistema matricial SeMet/NaCMC un mayor
ajuste para ambos modelos, a diferencia de los resultados para el sistema
SeMet/(C¢H7NaOg), con un r* bajo. Para el caso del modelo Higuchi (1963), el valor de k
para los tratamientos (SeMet/NaCMC y SeMet/(CcH7NaOg),) son cercanos a cero,

parametro utilizado para determinar también el ajuste de los datos (Aragon et al., 2009).
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Cuadro 6. Parametros cinéticos obtenidos desde las curvas de liberacion para el gel
bioadhesivo sin y con microparticulas (SeMet/NaCMC) y SeMet/(C¢H7NaOg)y.

Korsmeyer” Higuchi®
Sistema K a 2 Kk 2
SeMet/Gel bioadhesivo 0.0003 0.1412 0.94 0.0106 0.81
SeMet/NaCMC + Gel 0.0168  0.6064 (g 0.0003 0.76
SeMet/(CcH7NaOg), + Gel 0.0042 0.5718  0.69 0.0008 0.53

"F=M¢/M, =k .t" de acuerdo a Korsmeyer et al. (1983).
*F=M/M, =k . t “de acuerdo a Higuchi (1963)

Los valores de n para los sistemas SeMet/(C¢H7NaOg), y SeMet/ NaCMC fueron
de 0.57 y 0.60 respectivamente, lo que indic6 que la liberacion de la SeMet (activo) fue
mediante un mecanismo de difusion no fickiano o anomalo termino referente al
comportamiento de las cadenas poliméricas del agente encapsulante (Erdener et al., 2001;
Gonzalez et al., 2011 ). Esto significa que, la liberacion de la SeMet esta controlada
parcialmente, por la relajacion viscoelastica (Gonzalez et al., 2011), donde la penetracion
del agua hacia la microcapsula es controlada por la rapidez de la relajacion de sus cadenas
(Gustavo y Zuluaga, 2009), esto sugiere que los procesos de difusion y relajacion de
tensiones de las cadenas poliméricas tienen lugar en el mismo orden de tiempos, de tal
forma que el predominio del proceso de difusion sobre el proceso de la relajacion de
tensiones de las cadenas del polimero estan relacionados fuertemente, con respecto al

comportamiento Fickiano (Brannon y Peppas, 1989).
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8 Conclusiones

El método de secado por atomizacioén resultdé una alternativa viable para elaborar
microcapsulas de SeMet debido a que es un proceso econdmico, flexible y de buena
calidad. La eficiencia de encapsulacion se encontr6 entre 54 a 96 %, lo que indica que la

pérdida de activo fue muy baja.

El porcentaje de rendimiento, recuperacion y la seleniometionina total encapsulada
fueron mayores para el sistema de SeMet/NaCMC. es decir, el agente encapsulante
carboximetilcelulosa protegio la SeMet con mayor eficiencia de la degradacion térmica.
Ademas el perfil de liberacion para el sistema SeMet/NaCMC mostr6 un mayor control en

la entrega del activo.

Finalmente se obtuvieron microcdpsulas adecuadas, para liberar de forma
controlada la seleniometionina y proporcionar selenio de forma organica a la glandula

mamaria.
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