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Resumen

A   ctualmente, la incorpora-
ción de compuestos bioac-

tivos para la formulación de pro-
ductos benéficos e innovadores 
para la salud humana es un tema 
de gran interés en las industrias 
farmacéutica, alimentaria y de 
cosméticos. La aplicación de sis-
temas novedosos que ayuden a 
mantener estables los compues-
tos bioactivos dentro de estos 
productos y que garanticen el 
efecto biológico dentro de un 
sistema específico, como el del 
cuerpo humano, es un gran reto 
para las industrias queretanas 
hoy en día. El objetivo de este 
trabajo fue el desarrollo de sis-
temas innovadores de libera-
ción basados en nanopartículas 
(NPs) para la encapsulación y 
administración controlada de 
flavonoides como la quercetina 
(QC), un potente antioxidante 
con propiedades biológicas im-
portantes para el mejoramien-
to de la salud humana. En este 
contexto, se encapsuló QC en 
NPs poliméricas de Eudragit 
L30-D55 (Eudragit), presentan-
do tamaños submicrométricos 
y una carga superficial negativa 
que les provee estabilidad en 

dispersiones acuosas. Además, 
las NPs otorgaron protección y 
mejoraron la bioaccesibilidad y 
actividad antioxidante de este 
flavonoide dentro del tracto 
gastrointestinal simulado, en 
comparación con el flavonoide 
no encapsulado. El conocimien-
to obtenido de este estudio, fa-
cilitará el desarrollo racional y 
fabricación de sistemas de libe-
ración para la encapsulación, 
protección y administración de 
compuestos bioactivos, como 
los antioxidantes, generando 
así, una avenida para la inves-
tigación y desarrollo de siste-
mas de liberación que traerán 
consigo, un gran beneficio de 
aplicación para consumidores y 
para industrias farmacéuticas o 
alimentarias del estado de Que-
rétaro.

Palabras clave: quercetina, li-
beración controlada, capacidad 
antioxidante, digestión in vitro, 
bioaccesibilidad.

Abstract

Currently, the use of bioactive 
compounds to formulate novel 
products to enhance human 
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health and wellness, has gained a great interest 
in the pharmaceutical, cosmetic and food indus-
tries. The design of novel delivery systems that 
keep stable the bioactive compounds in a spe-
cific system, such as the human body, constitute 
a great challenge for the industries in Queretaro. 
It is in this context that the aim of this work is 
the development of delivery systems based in 
polymeric nanoparticles (NPs) for the encapsula-
tion and controlled release of flavonoids, such as 
quercetin (QC), which is an excellent antioxidant 
with remarkable biological properties to be used 
for the improvement of human health. We suc-
cessfully incorporated QC into Eudragit L30-D55 
(Eudragit) NPs, with submicron diameters and 
negative electrical charge that provided stability 
in aqueous dispersion. In addition, the developed 
nanoparticles provided protection and improved 
the release, bioaccessibility and antioxidant ca-
pacity of quercetin within the gastrointestinal 
tract, when compared to the non-encapsulated 
flavonoid. The knowledge obtained from this 
study will facilitate the rational design and fab-
rication of polymeric nanoparticles as delivery 
systems for the encapsulation, protection, and 
release of bioactive compounds, such as antioxi-
dants. The development of novel delivery sys-
tems will therefore result in potential benefits 
to the consumers and to the pharmaceutical and 
food industries of the state of Queretaro.

Keyrwords: quercetin, controlled delivery, anti-
oxidant capacity, in vitro digestion, bioaccessibi-
lity.
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Introducción

Recientemente, debido a las excelentes pro-
piedades biológicas que presentan algunos 
compuestos bioactivos, se ha incrementado el 
interés por el estudio e incorporación de estos 
componentes para la formulación de produc-
tos alimentarios o farmacéuticos (Almeida y col. 
2010; Darvesh y col. 2010; Roedig-Penman y 
Gordon, 1997). La quercetina (Figura 1A) es un 
flavonoide que ha demostrado tener propiedades 
anti-cancerígenas, antimutagénicas, apoptóti-
cas, anti-ateroescleróticas, antidiabéticas, anti-
inflamatorias, anti-bacterianas y anti-virales, en-
tre otras (Tsuchiya, 1999; Narayana y col. 2001; 
Murase y col. 2002; Koo y Cho, 2004). Debido a 
estas propiedades, la quercetina (QC) ha sido ob-
jeto de estudio para la formulación de productos 
orientados a promover la salud humana (Roedig-
Penman y col. 1997; Balasundram y col. 2006). 
Sin embargo, su uso se ha limitado por factores 
como su baja solubilidad en agua, inestabilidad 
en condiciones encontradas durante el proce-
samiento de productos y baja bioaccesibilidad 
o biodisponibilidad (Patel y col. 2010). Además, 
algunos estudios han mostrado que la bioaccesi-
bilidad y biodisponibilidad de QC disminuye du-
rante su paso por el tracto gastrointestinal (TGI), 
debido a los cambios de pH e interacciones con 
enzimas (Record y Lane, 2001; Zhang y Kosaraju, 
2007). Todos estos factores limitan la actividad 
biológica y los potenciales beneficios a la salud 
de este flavonoide (Borghetti y col. 2009). En los 
últimos años, diversos sistemas de liberación han 
sido diseñados para la administración dirigida de 
diferentes compuestos bioactivos dentro del TGI 
y colon (Janovská y col. 2006; Luppi y col. 2008; 
Patel y col. 2010). Aunque se han obtenido resul-
tados prometedores con sistemas de liberación 
desarrollados a base de polisacáridos y proteínas, 
el uso de estos materiales de pared requiere de 
pasos previos para la formación de micro o nano-
partículas. Por ejemplo, las reacciones de entre-
cruzamiento (asistidas por pH o temperatura) o 
modificaciones químicas en el material de pared 
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necesarias para resistir las condiciones ácidas del 
estómago, pueden generar degradación del com-
puesto a encapsular (Yang y col. 2002; Zhang y 
Kosaraju, 2007; Luppi y col. 2008; Oosegi y col. 
2008). El uso de materiales biocompatibles que 
no requieran de reacciones previas puede reducir 
tiempos de formulación, elevar eficiencias de en-
capsulamiento y mantener estables las propieda-
des de las moléculas a encapsular. En el presente 
trabajo se utilizó el polímero sintético biocompa-
tible Eudragit L30-D55 (Eudragit) (Figura 1B) 
para la formulación de nanopartículas (NPs) car-
gadas con QC. Este polímero es estable a valores 
de pH ácidos (< 5.5), lo que sugiere que podría ser 
usado para encapsular, proteger y retener com-
ponentes en ambientes ácidos, como alimentos 
o estómago, y después liberarlos a valores de pH 
neutros ó básicos, como las condiciones del intes-
tino delgado o el colon. El conocimiento obteni-
do de este trabajo de investigación, será útil para 
facilitar el desarrollo de sistemas de liberación 
efectivos para mejorar la protección y estabilidad 
de diversos compuestos bioactivos, así como para 
incrementar su bioaccesibilidad y por lo tanto 
su actividad biológica en el organismo humano.

Material y Métodos

Obtención de nanopartículas (NPs).
Las NPs de Eudragit se obtuvieron mediante 

el método de desplazamiento de solvente con 
modificaciones menores al procedimiento des-
crito por Pool y col., 2012a,b. Brevemente, 100 
mg de Eudragit fueron disueltos en 10 mL de 
acetona usando agitación magnética durante 

Figura 1. Estructura química de quercetina (A) y de Eudragit L30-D55 (B).

30 min a 25°C. La solución resultante se adicio-
nó a una solución acuosa 5% de PVA (20 mL) y 
se homogenizaron usando un mezclador Ultra-
turrax IKA T25 (IKA/Works, Inc. USA) a 19,000 
RPM durante 5 min. Después, la solución orgáni-
ca y agua fueron eliminadas utilizando un rotae-
vaporador a 35°C. El remanente fue lavado tres 
veces con agua destilada y las soluciones de la-
vado se centrifugaron a 25,000 RPM por 20 min 
a 10°C en una ultracentrífuga Optima XL-80K 
(Beckman coulter, Inc, USA). El pellet obtenido 
fue resuspendido en agua destilada, congelado 
a -20°C y liofilizado a -70°C (10-3 Torr) usando 
una liofilizadora Labconco Freezone 6 (labconco 
Corp. USA). Las NPs liofilizadas, fueron almace-
nadas en desecadores bajo condiciones de vacío 
y oscuridad. Para preparar las NPs de Eudragit 
cargadas con QC, se disolvieron 2.5 mg del fla-
vonoide previamente en la solución de acetona.

Caracterización fisicoquímica

a) Tamaño de partícula y carga eléctrica.
El tamaño promedio de partícula y el índice de 

polidispersidad (IP) de las NPs formadas, fueron 
determinados mediante la difracción de luz lá-
ser (DLL) utilizando un Nanosizer N4 Plus (Bec-
kman coulter, USA). Las mediciones de la carga 
superficial o potencial zeta (ζ) de las NPs obte-
nidas, se determinaron mediante electroforesis 
de partícula utilizando un equipo Zetasizer Zen 
Systems 3600 (Malvern Instruments, UK), des-
pués de haber sido diluidas con H2O desioniza-
da, para evitar los efectos de difracción múltiple. 

b) Morfología.
La morfología de las NPs obtenidas, se es-

tudió mediante microscopía electróni-
ca de barrido (SEM), utilizando un micros-
copio electrónico de barrido ambiental 
(ESEM) Phillips XL30, FEI Company, USA. 

c) Calorimetría diferencial de barrido (DSC).
El comportamiento de fase de las muestras 

obtenidas se analizó mediante DSC usando un 
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DSC Q10 (TA Instruments, USA), de acuerdo a 
reportes para este tipo de compuestos (Borg-
hetti y col. 2009). Las muestras se analizaron 
en una rampa de temperatura de 25 a 350 °C, 
con una velocidad de cambio de temperatu-
ra de 10°C/min bajo atmósfera de nitróge-
no con una velocidad de flujo de 50 mL/min.

d) Espectroscopía de infrarrojo con reflec-
tancia difusa (DRIFT).

Los espectros de absorción infrarroja de las 
muestras fueron determinados mediante DRIFT 
utilizando un espectrofotómetro de infrarrojo 
Spectrum GX (Perkin-Elmer, USA) con un acceso-
rio de reflectancia difusa (modelo Pike Technolo-
gy). El espectro IR a una resolución de 4 cm-1, con 
frecuencia de infrarrojo cercano (400-4000 cm-1), 
fue colectado después de 16 barridos del equipo. 

e) Determinación de la eficiencia de encap-
sulamiento (EE).

La EE de las NPs cargadas con QC, se determi-
nó mediante la técnica de voltamperometría di-
ferencial de pulso (VDP), tomando como base lo 
descrito por Mora y col. 2009 y utilizando un po-
tenciostato/galvanostato BAS-Epsilon, acoplado 
a una estación C3-BAS Cell Stand. NPs cargadas 
con QC, fueron resuspendidas en dimetil sulfóxi-
do (DMSO) con agitación magnética durante 48 h 
en viales ámbar bajo atmósfera de nitrógeno. Los 
parámetros utilizados en la VDP fueron 70 mV de 
amplitud de pulso y 5 mV/s de velocidad de ba-
rrido. El contenido de QC, fue calculado median-
te la ecuación 1. Los experimentos se realizaron 
por duplicado en cada lote, y los resultados se 
expresaron como el promedio ± error estándar.

Perfiles de liberación in vitro de quercetina

Los perfiles de liberación in vitro de QC desde 
las NPs poliméricas se evaluaron mediante la téc-
nica de VDP, realizando el procedimiento descri-
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to en la sección de EE. El sistema se mantuvo en 
agitación en la celda electroquímica durante 32 
h, para provocar la difusión de las moléculas de 
flavonoide hacia el medio de dispersión. En de-
terminados tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 18, 
24, 26 and 32 h) se evaluó la cantidad de QC li-
berada mediante sus reacciones de transferencia 
electrónica. El estudio de liberación se realizó en 
una solución amortiguadora Britton-Robinson 
a tres pH diferentes simulando las condiciones 
de acidez del estómago (2, 4.5) y del intestino 
delgado y/o colon (6-7). Los experimentos fue-
ron realizados por triplicado y los resultados se 
expresan como el promedio ± error estándar.

Capacidad anti-radical.

a) Ensayo de secuestro de radicales anión 
superóxido (O2

•).
Se evaluó la capacidad de QC tanto libre como 

encapsulada para inhibir la acción de radicales 
anión superóxido. En una celda de cuarzo, se 
agregaron PBS (1.2 mL), solución β-nicotamina 
adenin dinucleótido (NADH, forma reducida, 0.7 
mM)/ nitroazul de tetrazolio (NBT, 17mM) (800 
µL), QC libre o encapsulada en diferentes concen-
traciones (7, 21 y 35 µM, ajustada a la concen-
tración final de NBT) y se mantuvo en agitación 
magnética durante 2 h. Después de la incubación, 
200 µL de fenazin metasulfato (PMS) (diluido en 
PBS, pH 8, 4 µM) fue adicionado para comenzar 
la reacción de reducción de NBT. La inhibición 
por parte de la QC libre o encapsulada, se mo-
nitoreo durante 2 minutos a 560 nm, usando un 
espectrofotómetro UV-Visible Varian Cary 50-Bio 
(Agilent Technologies, Brasil) a 37°C. PBS y Eu-
dragit disueltos en PBS, pH 8, se utilizaron como 
controles negativos. La inhibición de la reduc-
ción del NBT se calculó mediante la ecuación 2:

                                                   
                        

Donde I es el porcentaje de la inhibición de la re-
ducción de NBT, K1 es la variación de la pendiente 
provocada por la muestra y K0 corresponde a la 

(1)
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variación de la pendiente asociada al blanco. Los 
experimentos fueron realizados por triplicado en 
los diferentes lotes de muestras y los resultados 
se reportaron como el promedio ± error estándar.

b) Ensayo de actividad quelante.
La capacidad para quelar Fe2+ fue determinada 

de acuerdo al método descrito por Hinneburg y 
col., 2006, con algunas modificaciones. Breve-
mente, 5 mL de una solución acuosa 20 y 100 
µM de quercetina libre y encapsulada fue agita-
da por 32 h. Se tomaron alicoutas de 500 µL a 0, 
4, 12, 24 y 32 h y fueron centrifugadas a 12000 
RPM/5 min, 4 °C. Luego, 30 µL de sobrenadante 
fueron agregados a 150 µL de FeCl2, 2 mM. Des-
pués de 5 min, 60 µL de ferrozina 5 mM fueron 
agregados. La absorbancia se registro a 562 nm 
después de 10 min. Las actividades de quelación 
de hierro fueron calculadas mediante la ecua-
ción y expresadas como % de quelación de Fe2+

                                                                 

Donde A0= Absorbancia de control y As= absor-
bancia de la muestra ó estándares.

Modelo de digestión in vitro (pH stat).

Un modelo dinámico gastrointestinal in vitro fue 
usado para estudiar la influencia de la composi-
ción de la conformación de las NPs poliméricas 
en la liberación y bioaccesibilidad de QC, en el TGI 
simulado (Mun y col. 2006; Dinnella y col. 2007; 
Lesmes y col. 2010, Pool y col. 2012b).  Los expe-
rimentos se realizaron a 37 °C para imitar la tem-
peratura del cuerpo humano.

a)Fase oral: Se preparo saliva artificial con una 
concentración de mucina de 0.5% (5 g/L) para 
simular la viscosidad de la saliva humana. Las 
muestras (NPs con QC a 1 mM) fueron colocadas 
en saliva artificial (pH 6.8) (20 mL) y agitadas a 
95 RPM por 15 minutos usando una incubadora 
con agitación, Innova 4080 (Innova, USA). 

b) Fase gástrica: la muestra de bolo, fue colec-
tada después de la fase oral y fue mezclada con 
fluidos gástricos simulados (FGS) en una relación 
de masa 2:1 (p/p, muestra:FGS). Esta mezcla fue 
agitada durante 2 h a 95 RPM a 37 °C, en una in-
cubadora con agitación. 

c) Fase de intestino delgado: El quimo forma-
do de las digestiones oral y gástrica fue mezclado 
con fluidos intestinales simulados, imitando las 
condiciones del intestino delgado. Inicialmente, 
30 mL de las muestras del quimo, se ajustaron a 
valores de pH de 7.0 usando soluciones de NaOH 
ó HCl. Esta muestra fue mezclada con 5.0 mL de 
una solución de CaCl2 (188 mM, en agua doble 
destilada, 37 °C) y 1.0 mL de una solución de NaCl 
(5.625 M en PBS, pH 7.0, 37 °C) bajo agitación 
constante. El pH de la mezcla fue ajustado a 7.0. 
Luego 1.5 mL de una suspensión fresca de lipasa 
(60 mg en PBS, pH 7.0, 37 °C) fue adicionada a la 
mezcla. Una unidad de titulación automática pH-
stat (Metrohm, USA) fue usada para monitorear 
automáticamente el pH y mantenerlo a un valor 
de 7.0, titulando con concentraciones apropiadas 
de una solución de NaOH durante 2 h.

Bioaccesibilidad de quercetina.

La bioaccesibilidad (BA) de QC fue evaluada 
después de que las muestras fueron pasadas por 
todas las fases de digestión del TGI simulado. Las 
muestras después de la digestión de intestino 
delgado, fueron ultracentrifugadas a 25,000 RPM 
por 30 min a 10 °C usando una ultracentrífuga 
Sorval WX (Thermo Scientific, USA). Alícuotas de 
5 mL del sobrenadante fueron colectadas (fase 
micelar) y fueron diluidas con DMSO (1:25) y 
agitadas con vortex, para luego ser filtradas por 
medio de filtros de jeringas con poros de 0.22 µm. 
Después de la filtración, las muestras fueron cen-
trifugadas a 4,000 RPM a temperatura ambiente 
por 10 minutos. La concentración de QC fue eva-
luada mediante UV-Vis usando la ecuación 3:
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Donde QCM es la concentración de QC en la fase 
micelar y QCI es la concentración inicial de QC en 
cada sistema, MCT o agua.

Resultados y discusiones. 

Propiedades fisicoquímicas de las nanopartículas.
Existe evidencia que indica que las propieda-

des fisicoquímicas de las NPs como el tamaño 
de partícula, morfología, carga superficial (ζ) y 
estado físico, se encuentran íntimamente relacio-
nadas con la funcionalidad de estos sistemas con 
respecto a la liberación controlada (Ahsan y col. 
2002; Galindo-Rodriguez y col. 2004). Los tama-
ños promedio, PI, ζ y Eficiencia de encapsulación 
(EE) de las partículas formadas con Eudragit li-
bres o cargadas con QC, se muestran en el Cuadro 
1. Los resultados demuestran que se obtuvieron 

de manera general tamaños promedio de partícu-
la relativamente pequeños, con diámetros entre 
los 397 y 419 nm, con distribuciones muy redu-
cidas (PI entre 0.19 a 0.39), lo cual indicó que se 
obtuvieron tamaños de partícula muy similares, 
confirmando de nuevo la reproducibilidad del 
método usado. Las imágenes de microscopía 
electrónica de barrido por otro lado (Figura 2), 
confirman los resultados obtenidos en cuanto a 
la dispersión y tamaño de partícula.

Los valores promedio de ζ obtenidos para las 
NPs de Eudragit libres y cargadas con QC (Cua-
dro 3) fueron negativos y se encontraron en un 
intervalo de -30 a -46 mV a pH ≈7. Esto indica 
que el ζ de las NPs formadas en este estudio, se 
encuentra relacionado con los grupos funciona-
les (carboxilos, metacrílatos) en la estructura de 

los polímeros usados en la formación de las NPs. 
También, estos valores de ζ, indicaron que las 
NPs, son estables en dispersiones acuosas, evi-
tándose la agregación de las mismas. 

El porcentaje de EE de QC en las partículas fue de 
alrededor del 68 %. Los bajos porcentajes de EE 
pueden relacionarse con la concentración de PVA 
usada en este trabajo. La solubilidad en agua de 
QC fue mejorada, incrementando la transferencia 
a la fase acuosa durante el proceso de emulsifica-
ción, y disminuyendo su retención en las NPs

(Mainardes y col. 2006; Song y col. 2008; Hol-
zer y col. 2009). Los resultados obtenidos indican 
que los parámetros de tamaño de partícula y car-
ga neta superficial no se ven fuertemente afecta-
dos por la presencia de QC lo cual se puede deber 
a su baja concentración dentro de las NPs.

  
Los resultados son expresados como el promedio ± 

E.S. de tres réplicas con tres repeticiones. Letras dife-
rentes indican diferencia significativa (P< 0.05) entre 
filas comparadas con los valores de las nanopartículas 
placebo de cada polímero.

 Cuadro 1. Propiedades fisicoquímicas (tamaño, IP, ζ y EE) de NPs de Eudragit libres o cargadas con QC obtenidas por el proceso de desplazamiento 
de solvente. 

Figura 2. Micrografías (SEM) de nanopartículas de Eudragit sin carga  (A) y con carga de QC (B).
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Caracterización de las propiedades de matriz 
de las nanopartículas.

La organización estructural de las moléculas de 
flavonoide y la matriz polimérica en las NPs, fue 
corroborada mediante los métodos de calorime-
tría diferencial de barrido (DSC) y espectroscopia 
de infrarrojo con transformada de Fourier y Re-
flectancia difusa (DRIFT). 

Una de las principales aplicaciones de méto-
dos como DSC es el análisis del estado físico de 
los sistemas formados; es decir, en qué forma se 
encuentra disperso un activo dentro de las NPs 
poliméricas. Esta información es de suma im-
portancia para tener una idea de la estabilidad 
y del proceso de liberación de los activos encap-
sulados desde las partículas formadas (Panyam y 
col. 2004; Pinto Reis y col. 2006). Las curvas de 
DSC para QC (Figura 3) denotaron dos cambios 
endotérmicos de fase alrededor de 120 y 326 °C, 
los cuales se refieren a la pérdida de moléculas 
de agua (ya que el estándar de QC es hidratado) 
y al punto de fusión (Zhou y col. 2001). En cuan-
to a las NPs de Eudragit libres, se observó que el 
polímero presentó dos transiciones de fase cer-
ca de los 90 y 190 °C, lo cual según otros auto-
res corresponden a la Tg y a la disociación de los 
puentes de hidrógeno del polímero (Yüksel y col. 
1996; Eerikäinen y col. 2004). En las mezclas fí-
sicas, se observó que las transiciones de fase de 
cada molécula se encuentran visibles, pero con 
cambios en los valores de temperatura, lo que 
indica la presencia de interacciones menores en-
tre Eudragit y QC. En las NPs cargadas con QC, el 
comportamiento térmico sugiere que el flavonoi-
de se encuentra disperso en la matriz polimérica 
en estado amorfo, y el cambio observado en la Tg 
del polímero, se debe a las interacciones entre 
polímero y el flavonoide (Corrigan y Li, 2009; Jo-
shi y col. 2010).

DRIFT es una técnica de análisis para diferentes 
tipos de muestras (polvos, líquidos) y es utilizada 
para analizar e identificar la estructura de algu-
na muestra en particular y determinar posibles 
cambios e interacciones en la estructura cuando 
se combinan dos o más moléculas por diferentes 
métodos (Calabrò y col. 2004). El espectro infra-

rrojo (IR) para QC (Figura 4) mostró las ban-
das de absorción características de estiramiento 
de los grupos OH (3700-3000 cm-1), grupo C=O 
(1662 cm-1), de enlaces C-C (1618 cm1), bandas 
de flexión de C-H (1456,1383 y 866 cm-1), ban-
das atribuidas al estiramiento del enlace entre el 
oxígeno y el anillo C (1272 cm-1) y el estiramien-
to de C-O (1070-1150 cm-1) (Dias y col. 2008; 
Kumari y col. 2011). Por otra parte, el espectro 
IR de Eudragit, mostró bandas características de 
los estiramientos C=O y C-O-C (~1750 y ~ 1100 
cm-1), C-H (1450 y 1403 cm-1), OH (3100-3000 
cm-1), y el estiramiento de los grupos OH unidos 
al anillo (3500-3650 cm-1), los cuales han sido 
reportados por otros autores para otros tipos 
de Eudragit con estructuras químicas similares 
a Eudragit L30-D55 (Eerikainen y col. 2003; Ee-
rikäinen y col. 2004). En el caso de las NPs de Eu-
dragit cargadas con QC, se observó un aumento 
en la energía absorbida en la banda característica 
de los grupos OH (3500-3000 cm-1), indicando 
que existen interacciones de puentes de hidró-
geno entre las moléculas de QC con Eudragit. Se 
observó también un pequeño ensanchamiento 
en la banda correspondiente a los grupos C=O, 
indicando interacciones entre grupos carbonilos 
de las moléculas de flavonoide y Eudragit. Tam-
bién se observaron bandas características del 
polímero (3000-2500 cm-1) y de QC (alrededor 
de 1700-1500 cm-1). Estos resultados confirman 
la presencia de las moléculas de QC dentro de las 
nanopartículas poliméricas y las interacciones 
que provoca la encapsulación de QC en las NPs 
(Wu y col. 2008).

Figura 3. Termogramas para QC (A), mezcla física QC/Eudragit (B), 
nanopartículas de Eudragit (C) y nanopartículas de Eudragit car-
gadas con QC (D).
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Figura 4. Espectros de DRIFT para Eudragit (A), nanopartículas de 
Eudragit cargadas con QC (B) y QC (C). Los espectros mostrados se 
presentan como el promedio de 16 escaneos realizados por el espec-
troscopio de DRIFT.

Perfiles de liberación in vitro de quercetina.

Se evaluaron las cinéticas de liberación del fla-
vonoide encapsulado en las NPs de Eudragit, uti-
lizando un protocolo electroquímico basado en la 
técnica de VDP. Las señales de oxidación de QC se 
monitorearon durante 32 hrs. Conforme el activo 
era liberado de las NPs, la corriente de las seña-
les de oxidación de la quercetina se incrementa-
ba (Figura 5), indicativo de que la concentración 
del flavonoide encapsulado aumentaba conforme 
pasaba el tiempo de experimentación. Al máximo 
tiempo de evaluación se obtuvieron porcentajes 
de liberación de 93.3 ± 3.03, 15.8 ± 3.6 y 6.1± 1.9 
a pH de 7.2, 4.5 y 2, respectivamente. Como se ha-
bía observado previamente, la liberación de QC 
se encuentra influenciada por el pH del medio. A 
valores de pH de 2 y 4.5, la liberación es muy baja, 
ya que el polímero de Eudragit está diseñado 
para degradarse a valores de pH mayores de 5.5. 
Luego entonces la liberación observada se debe 
al efecto de la agitación sobre las moléculas de 
flavonoide que se encontraron más cercanas a la 
superficie de las NPs. A pH 7.2, se observó una li-
beración rápida seguida de una liberación lenta y 
sostenida hasta el término del experimento. Este 
comportamiento se debe a que a valores de pH 
≥ 5.5 los grupos carboxílicos del Eudragit se en-
cuentran ionizados, provocando que las cadenas 
del polímero se rechacen, que la partícula se hin-
che ligeramente, y que líquido del medio ingrese 

a la partícula y libere a la molécula de QC (Bajpai 
y Singh, 2006). Estos resultados sugieren que las 
NPs de Eudragit, son propicias para el encapsu-
lamiento, protección y liberación de compuestos 
en ambientes como el del TGI, llevando al incre-
mento de la bioaccesibilidad de los compuestos 
bioactivos encapsulados.

Figura 5. Corrientes de las señales de oxidación de Quercetina libe-
rada desde nanopartículas de Eudragit en solución amortiguadora 
Britton-Robinson a 3 diferentes pH´s (7.2, 4.5 y 2) durante el tiempo 
de experimentación (32 h). El inserto “a” muestra la curva de cali-
bración de quercetina usada para determinar la concentración de 
quercetina liberada. Resultados expresados como el promedio ± EE 
de dos réplicas con tres repeticiones.

Capacidad antioxidante.

a) Actividad de secuestro de radical anión 
superóxido (O2•). 

Se analizó la capacidad de inhibir la reducción 
provocada por el radical anión superóxido (O2•) 
por parte de QC libre y encapsulada a diferentes 
concentraciones (7, 21 y 35 µM) (Figura 6). Se 
observó que la acción de este radical libre dismi-
nuía conforme se aumentaba la concentración 
del flavonoide, ya fuera libre o encapsulado, con-
firmando la capacidad anti-radical de QC y la de-
pendencia con la concentración. La inhibición del 
radical fue mejorada ligeramente cuando la QC 
se encontraba encapsulada en comparación con 
el flavonoide libre; esto puede deberse a que las 
NPs protegieron a la molécula de QC durante las 
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dos horas de agitación previas al experimento, 
donde el oxígeno molecular pudo haber degrada-
do alguna cantidad de QC, provocando una menor 
actividad antirradical. Estos resultados sugieren 
que las NPs de Eudragit, ayudarían a mantener 
estables más tiempo a moléculas antioxidantes, 
para coadyuvar a evitar la oxidación de diferentes 
productos alimentarios o farmacéuticos durante 
el almacenamiento.

b) Actividad quelante de nanopartículas car-
gadas con quercetina

Se ha reportado que el atrapamiento o quela-
ción de metales de transición (Fe2+, Cu2+, Zn1+), 
constituye un importante factor de las propieda-
des antioxidantes que puede tener un compuesto. 
La formación de complejos con estos metales de 
transición, evita la formación de radicales libres 
por medio de la inhibición de las reacciones de 
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Fenton. La formación del radical hidroxilo pue-
de llevar al daño celular en el organismo hu-
mano o a la peroxidación lipídica en alimentos 
ricos en ácidos grasos (Pietta, 2000b; Shahidi y 
col., 1992). En este estudio, se evaluó la capa-
cidad para quelar metales de transición (Fe2+) 
por parte de QC libre y encapsulada en medio 
acuoso (Figura 7). El experimento se siguió 
durante 32 hrs, tiempo utilizado para la deter-
minación de la liberación de los flavonoides en 
las NPs de Eud. Se observó que a medida que la 
concentración de flavonoide fue incrementan-
do, la capacidad para inhibir la formación del 
complejo Fe2+-ferrozina se elevó, lo cual indica 
una actividad quelante importante por parte de 
QC. Es importante señalar, que esta actividad 
para las NPs se incrementó conforme pasaba 
el tiempo de experimentación, indicando que 
la matriz de Eud ofreció una acción protectora 

sobre la oxidación del flavonoide por el oxígeno 
molecular que pudiera estar presente en el me-
dio de reacción. La actividad quelante pudo ha-
berse visto influenciada también por el método 
de ultracentrifugación al que fueron sometidas 
las muestras. Este procedimiento provoca la di-
fusión rápida de los compuestos encapsulados 
al medio de difusión, por lo cual las moléculas 
del flavonoide se encontraban más disponibles 
para quelar al Fe2+, al compararlo con el flavo-
noide libre (Astete y col., 2006). Los resultados 
presentados con anterioridad, sugieren que las 
NPs de Eud, por sus características fisicoquími-
cas, estabilidad y capacidad antioxidante, serían 
excelentes acarreadores de compuestos antio-
xidantes para la protección de alimentos ricos 
en lípidos o para la formulación de novedosos 
alimentos funcionales que tengan el principal 
objetivo de incrementar la protección y bioacce

Figura 6. Inhibición de reducción de NBT por QC libre y encapsulada (7, 21 y 35 µM). Los resultados son expresados como promedios ± 
ES de tres réplicas con tres repeticiones. **denota diferencia significativa (P< 0.05) entre tratamientos a la misma concentración.
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Figura 7. Porcentaje de quelación de Fe2+ de quercetina libre en 
concentraciones de 20 μM (B) y 100 μM (C) y quercetina encapsu-
lada en nanopartículas de Eudragit en concentraciones de 20 μM y 
100 μM (D y E, respectivamente). Nanopartículas de Eudragit (A) 
fueron usadas como controles negativos. Resultados son el prome-
dio de dos repeticiones con tres réplicas y son expresados como el 
promedio ± SE.

Modelo de digestión dinámica in vitro.

Se monitoreó el comportamiento de las NPs li-
bres y cargadas con QC bajo condiciones simula-
das del tracto gastrointestinal (TGI) in vitro, para 
determinar el potencial uso de estos sistemas 
de liberación dentro del cuerpo humano (Pool y 
col.,2012b). El modelo simulado de TGI abarca el 
estudio de estos sistemas en condiciones de pH y 
enzimáticas desde boca hasta intestino delgado, 
ya que en este último se ha reportado la mayor 
absorción de compuestos fenólicos (Saura-Calix-
to y col. 2007). 

En el Cuadro 2, se muestran las cantidades en-
contradas de QC después de la digestión en cada 
etapa. La cantidad de QC disuelta en agua y libe-
rada en boca, estómago e intestino delgado fue de 
≈ 43%, 17% y 7%, mientras que la QC dispersada 

en las NPs fue liberada en un ≈ 5%, 3% y 22% en 
boca, estómago e intestino, respectivamente. 

Cuadro 2. Concentración remanente de querce-
tina dispersada en agua y en nanopartículas de 
Eudragit encontradas en cada etapa de digestión 
del modelo gastrointestinal simulado usado.

Estos resultados sugieren que las NPs de Eudra-
git actúan como protectores de quercetina du-
rante su paso por el TGI simulado, promoviendo 
su liberación en intestino delgado. Esto confirma 
que el polímero de Eudragit está desarrollado 
como un polímero entérico, ya que su degrada-
ción se da exclusivamente en valores de pH arri-
ba de 5.5, protegiendo a los activos encapsulados 
en condiciones de pH más acidas. Esto presenta 
una amplia ventaja en comparación con el flavo-
noide o compuestos bioactivos disueltos en agua, 
los cuales claramente al no estar protegidos, se 
encuentran a merced de los cambios de pH e in-
teracciones con los componentes del TGI, dismi-
nuyendo sus niveles de bioaccesibilidad. Cabe 
destacar que los valores reportados como libera-
ción en intestino delgado, son tomados como el 
porcentaje de bioaccesibilidad (BA) en intestino 
delgado. La muestra que se analizó para evaluar 
la liberación de QC en intestino delgado, fue la 
parte acuosa micelar, obtenida después de una 
ultracentrifugación de las muestras provenien-
tes de la digestión in vitro en la etapa de intestino 
delgado. Esta fase micelar, es la que se transpor-
ta a través de las células del epitelio del intestino 
delgado, rompiéndose y liberando los activos que 
se encuentren atrapados en las micelas una vez 
atravesada la pared epitelial del intestino, por lo 
que la cantidad de flavonoide encontrado en esta 
fase, se considera como parámetro de bioaccesi-
bilidad de QC. De acuerdo a esto, la BA de QC es 
mayor cuando se encuentra encapsulada que dis-

sibilidad de compuestos antioxidantes que ayu-
den a evitar/prevenir enfermedades relaciona-
das con el estrés oxidativo, donde las reacciones 
de Fenton catalizadas por iones metálicos como 
Fe2+ cumplen un papel crucial.

Los resultados son expresados como el promedio ± ES de tres experimentos hechos individualmente.
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persa en agua. Esto puede atribuirse a la QC dis-
persa en agua debido a su baja solubilidad tiende 
a formar cristales, los cuales precipitan y por lo 
tanto disminuyen la incorporación de QC en las 
micelas (Day y col. 2010; Mcclements, 2012). 

CONCLUSIONES.

Se logró determinar los parámetros específicos 
para la obtención de sistemas de liberación con-
trolada basados en nanopartículas poliméricas de 
Eudragit L30-D55 para la encapsulación, protec-
ción y administración dirigida de quercetina, fla-
vonoide con propiedades biológicas importantes 
como anti-cancerígenas, antimutagénicas, apop-
tóticas, anti-ateroescleróticas, antidiabéticas, an-
ti-inflamatorias, anti-bacterianas y anti-virales. 
Se demostró que las propiedades antioxidantes 
como el secuestro del radical anión superóxido 
(O2

•) y la quelación del ión Fe2+ de la quercetina se 
mantienen aún después del proceso de encapsu-
lación en las nanopartículas poliméricas. Se mos-
tró también que las nanopartículas poliméricas 
desarrolladas, resultaron ser exitosos sistemas 
de protección de quercetina en condiciones que 
simulan su tránsito por el sistema gastrointesti-
nal, incrementando así su bioaccesibilidad en in-
testino delgado. Los resultados sugieren que es-
tos sistemas de liberación controlada pueden ser 
adecuados para la encapsulación de compuestos 
bioactivos dentro de productos alimentarios o 
farmacéuticos, y para su liberación en el intestino 
delgado donde pueden ser absorbidos. Sin em-
bargo, aún cuando estos sistemas de liberación 
han sido desarrollados para la encapsulación y 
liberación dirigida de compuestos antioxidantes 
en el tracto gastrointestinal, numerosas aplica-
ciones prometedoras dentro de la industria de 
los alimentos pueden visualizarse. Entre estas, 
la encapsulación de diversos compuestos bio-
activos (vitaminas, carotenoides, ácidos grasos 
poli-insaturados, etc.), la formulación de novedo-
sos alimentos funcionales (productos sólidos o 
líquidos), el desarrollo de envases inteligentes y 
su uso para alargar la vida de anaquel de produc-
tos alimentarios durante prolongados tiempos de 
almacenamiento, destacan por su potencial. Sin 

duda alguna los estudios in vivo de las activida-
des biológicas ejercidas por las NPs cargadas con 
quercetina así como estudios toxicológicos son 
de suma importancia para validar la efectividad 
de los sistemas.
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