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En este trabajo se presentan los resultados de la obtencion de los nanocristales de Coenzima Q10 (CoQ10), utilizando el
método de desplazamiento de solvente. Los nanocristales fueron encapsulados en los polimeros: acido poli-lactico (PLA)
y glicol polietileno (PEG), evaluandose los siguientes parametros: factor A, PLA:PEG (mg), factor B, CoQ10 (%) y factor
C, gelatina (%). Adicionalmente, se determin¢ la solubilidad de las nanoparticulas encapsuladas en fluido géstrico y fluido
intestinal simulado, utilizando un disefio experimental completo de superficie de respuesta. La caracterizacion de
nanoparticulas de CoQ10 se realiz6 utilizando las técnicas de microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia
electronica de transmision (TEM) y difraccion de rayos X (DRX).
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This work presents results for Coenzyme Q10 (CoQ10) nanocrystal obtainment using the solvent displacement method.
The nanocrystals were encapsulated in polylactic acid (PLA) and polyethylene glycol (PEG) polymers. The following
parameters were evaluated: factor A, PLA-PEG (mg), factor B, CoQ10 (%), and factor C, gelatin (%). Additionally,
solubility of the encapsulated nanoparticles in simulated gastric fluid and intestinal fluid was determined using a complete
surface-response experimental design. The characterization of CoQ10 nanoparticles was performed employing Scanning
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Electron Microscope (SEM), Transmission Electron Microscope (TEM), and X-ray diffraction (XRD) techniques.
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1. Introduccion

La Coenzima QI0 (CoQl10) es un suplemento
alimenticio que se utiliza para la prevencion y tratamiento
de enfermedades cardiovasculares y enfermedades cronico-
degenerativas como cancer, Parkinson y diabetes, entre
otras [1]. Su consumo también se ha recomendado, no sélo
a personas de la tercera edad, sino a aquellas que no la
sintetizan en la proporcion en que el organismo la requiere
para llevar a cabo de manera eficiente todas sus funciones
celulares. Entre los factores relacionados con la
disminuciéon de la sintesis de CoQ10 en el organismo
humano, se encuentran la biosintesis ineficiente en las
células, la edad de las personas, la alimentacion
inadecuada, el estrés, el medio ambiente y algunos
farmacos como las estatinas [1], entre otros.

También es un suplemento apropiado para los atletas de
alto rendimiento, para contrarrestar la generacion excesiva
de radicales libres. Actualmente, la industria de los
suplementos alimenticios ofrece una amplia gama de
presentaciones y formulaciones con CoQ10, entre las que
encontramos: capsulas a base de aceites esenciales o
vegetales, capsulas de gel hidrofilicas y capsulas con
CoQI10 en polvo o tabletas. No obstante, mejorar la
biodisponibilidad, solubilidad y estabilidad de la CoQ10
sigue siendo un reto por su naturaleza lipofilica, su baja
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solubilidad en solventes organicos [2], su fotosensibilidad
y porque puede deteriorarse a temperaturas mayores a los
50°C.

La CoQIl10 es una molécula con estructura cristalina,

fisicamente es un polvo de color anaranjado intenso, sin
olor ni sabor. Esta molécula pertenece a la familia de los
compuestos oOrgano-ciclicos (quinonas). Su estructura
quimica general (2,3 dimetoxi-5 metil-6 decaprenil
benzoquinona) consta de dos partes (figura 1): una soluble
en grasa formada por 10 unidades de isopreno y la otra
hidrofilica (grupo funcional benzoquinona) [3]. Otra
caracteristica de la CoQ10 es que se puede encontrar en las
células en sus tres estados de oxidacion.
Por otra parte, las industrias farmacéuticas y de alimentos
han empleado por muchos afos diversos polimeros como el
glicol polietileno (PEG), el acido poli-lactico (PLA) y el
acido  poli-lactico-co-glicdlico  (PLGA) por  ser
biodegradables e inocuos para los humanos [4].

Estos polimeros han sido utilizados en la sintesis para la
elaboracion de  medicamentos, en sistemas de
encapsulacion de diversas particulas y en ingenieria de
tejidos, entre otros. La incorporacion del PEG en las
dispersiones provee de segmentos hidrofilicos a la matriz
polimérica, incrementando el contenido de agua de las
particulas e induciendo la formacion del poro, y mejorar
tanto la disolucion como la difusion de las particulas.
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Tabla 1. Determinacion de la solubilidad de la CoQ10 embebida en una matriz polimérica.

Factor Factor Factor C FGS FIS
Estandar Corrida APLA/PEG BCoQ10 Gelatina Solubilidad  Solubilidad
(mg) (%) (%) (%) (%)
18 1 50.00 1.00 2.00 93.24 82.57
10 2 100.00 1.00 2.00 99.03 75.22
17 3 50.00 1.00 2.00 94.21 68.75
7 4 20.27 1.30 2.59 93.24 74.53
1 5 20.27 0.70 1.41 95.17 75.21
8 6 79.73 1.30 2.59 98.07 79.89
6 7 79.73 0.70 2.59 93.24 78.55
12 8 50.00 1.50 2.00 100.00 87.99
20 9 50.00 1.00 2.00 100.00 86.69
2 10 79.73 0.70 1.41 97.10 80.17
3 11 20.27 1.30 1.41 99.03 79.59
4 12 79.73 1.30 1.41 96.14 76.26
15 13 50.00 1.00 2.00 97.10 80.17
14 14 50.00 1.00 3.00 97.10 95.75
11 15 50.00 0.50 2.00 96.14 69.27
9 16 0.00 1.00 2.00 9421 79.62
5 17 20.27 0.70 2.59 92.28 81.48
13 18 50.00 1.00 1.00 91.31 77.81
19 19 50.00 1.00 2.00 95.17 77.96
16 20 50.00 1.00 2.00 92.28 89.42

Ademas, este polimero es de bajo peso molecular,
facilitando su excrecion por humanos sin provocar
respuesta inmunoldgica [4, 5].

En este trabajo se propuso la produccion y estabilizacion de
nanoparticulas de CoQIl10 encapsuladas en polimeros
biodegradables y la evaluacion de su solubilidad en fluido
gastrico-intestinal simulado.

2. Desarrollo experimental
2.1. Materiales

Los materiales utilizados en este trabajo de investigacion
fueron: acido poli-lactico (PLA), glicol polietileno (PEG),
a-tocoferol, gelatina de piel de bovino, acetona grado
analitico, pepsina y pancreatina las cuales fueron
adquiridos de Sigma Aldrich México. La CoQI10 fue
cortesia de Nanonutrition S.A. de C.V.
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2.2. Obtencién de Coenzima Q10 en escala nanométrica

La obtencion de los nanocristales de CoQ10 se realizo de
acuerdo al procedimiento experimental de desplazamiento
de solvente [2, 6]. Las dispersiones de CoQl0 con
diferentes concentraciones porcentuales (0.50, 0.70, 1, 1.30
y 1.5 %) fueron preparadas con acetona, adicionando 7.21
mg de a-tocoferol para evitar la oxidacion de la coenzima.
Las dispersiones fueron filtradas en un filtro de nylon
(Millipore Millex-HV de 0.45 um); de cada filtrado se
tomaron 5 ml, a los que se agregaron 100mg de una mezcla
de polimeros encapsulantes y por agitacién magnética se
dispersaron en la solucion. Las mezclas poliméricas fueron
preparadas previamente de acuerdo a las siguientes
relaciones de PEG:PLA: 20.27:79.79, 50:50, 79.73:20.27 y
100:0. Las dispersiones de CoQ10 combinadas con las
mezclas poliméricas, se adicionaron gota a gota en cada
una de las soluciones acuosas de gelatina en
concentraciones de 1, 1.41,2,2.59 y 3 % en un volumen de
70 ml de agua; la gelatina fue utilizada como agente
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Figura 2. Micrografias en MEB de A) CoQ10 pura y B) coenzima Q10
después de ser pasivada en la matriz polimérica.

Figuras 3. A y B. Micrografias en MET de coenzima Q10 después de
ser pasivada en la matriz polimérica.
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Figura 4. Patron de difraccion de rayos X de CoQ10 pura y CoQ10
embebida en la matriz polimérica.
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emulsificante [7, 8]. Finalmente, se elimino el solvente
organico de cada una de las suspensiones coloidales en un
evaporador rotatorio Yamato RE500 en ausencia de luz.
Las estructuras obtenidas en esta ultima etapa fueron
caracterizadas por microscopia electronica de barrido
(MEB) (JEOL JSM-6390LV, JEOL Akishima, Japon),
microscopia electrénica de transmision (MET) (JEOL
JEM2010, JEOL Akishima, Japon), difraccion de rayos X
(DRX) utilizando un difractometro de Rayos X (Siemens
D5000, Alemania), con una radiacion Ko del Cu de
longitud de onda A = 1.5418 A.

2.3. Preparacion de las soluciones de fluido géstrico
simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS)

Para la obtencion de la soluciéon de FGS, fueron
agregados 0.5 g de NaOH, 0.5g de enzima pepsina (Sigma,
EUA) y 1.75 ml de HCL y aforados con agua destilada a un
volumen de 250 ml, ajustando el pH a 1.2 con HCI
concentrado. Por otro lado se prepard la solucion FIS
disolviendo 3.8 g de fosfato de potasio monobasico (J.T.
Backer) en 125 ml de agua destilada, adicionando Smg de
pancreatina (Sigma, EUA). Esta solucion fue aforada a 500
ml con agua destilada, ajustando el pH a 7.5 con una
solucion de NaOH 1IN.

2.4. Determinacién de la solubilidad en (FGS y FIS)

Para evaluar la solubilidad de las particulas obtenidas, se

planteé un disefio experimental de superficie de respuesta
utilizando el software Design Expert version 7.0.1,
realizandose un total de 20 corridas como se muestra en el
tabla 1.
En 1.3 ml de FGS se colocaron 3.6 mg de sélidos totales
(CoQ10, gelatina, PEG y PLA) de cada una de las
suspensiones coloidales. Esta suspension fue colocada en
un bafio con agitacion moderada y temperatura controlada
(37 °C) durante 2 horas. Las suspensiones se centrifugaron
a 12000 rpm y la fase solida fue secada y pesada
determinando la solubilidad en FGS por diferencia de peso.
Sobre la muestra seca, se adicionaron 1.3ml de FIS (pH
7.5), para lograr una mayor similitud con el proceso de
digestion, colocandose nuevamente en bafio con agitacion
moderada y temperatura controlada (37 °C) por 2 horas.
Finalmente, las muestras se secaron y pesaron para obtener
la solubilidad en FIS, de la CoQ10 embebida en la matriz
de polimeros.

3. Resultados y discusién
3.1. Caracteristicas microestructurales por MEB

En la figura 2A se muestran las caracteristicas
microestructurales de la CoQ10 pura y en la figura 2B se
aprecian las caracteristicas morfologicas de la CoQI10
después de ser pasivada en la matriz polimérica.

En la microestructura de la CoQ10 pura (figura 2A) se
aprecia un arreglo esferoidal con estructuras alargadas y
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Figura 5. a) Superficie de respuesta de la solubilidad de la CoQ10 en
FGS y b) CoQ10 en FIS.

delgadas, unidas superficialmente de forma uniforme. En la
figura 2B se puede observar a la CoQ10 con las mismas
caracteristicas morfologicas después de ser embebida en la
matriz ~ polimérica,  mostrando  aglomerados  de
aproximadamente (5 um) con respecto a la CoQ10 pura (50
pm). Esta reduccion de tamafio probablemente se deba al
efecto inhibitorio de la agregacion de los cristales de
CoQ10, que ejercen los polimeros y la gelatina sobre los
cristales.

3.2. Caracteristicas microestructurales por MET

Los cristales de CoQ10 que se encuentran embebidos
dentro de la red polimérica fueron evaluadas por MET
(figuras 3A y 3B). La diferencia de contrastes en las dos
micrografias indica que el tono gris claro se relaciona a la
presencia de la red polimérica conteniendo en su interior a
los cristales de CoQ10 con un color gris oscuro, lo cual fue
confirmado posteriormente a través de DRX.

En la figuras 3A y 3B se observa la matriz polimérica
envolviendo a los nanocristales de CoQ10, cuyos tamafios
se encuentran en un rango menor a los 100 nm. En
anteriores figuras se muestran diferentes formas y tamafios
de nanoparticulas de CoQ10, entre las que encontramos
estructuras alargadas en forma de aguja que sugieren la
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presencia de los cristales de CoQl0 en la matriz
polimérica; aqui también se encontré que el tamafio del
cristal de la CoQ10 es de 100mn.

3.3. Difraccion de Rayos X

En la figura 4 se observa el difractograma de la CoQ10
pura y pasivada en los polimeros (M8), respectivamente.
En este patron de difraccion se pueden observar los picos
correspondientes a la CoQ10 pura, en los angulos 2[1[]
18.68, 20.47, 22.83 y 27.36. Por otro lado, en el patrén de
difraccion de la muestra pasivada (M8) se observa la
presencia de los mismos picos asociados a la CoQ10
sobrepuestos a la curva correspondiente a la estructura
amorfa de la red polimérica. Estos picos presentan un
ensanchamiento con respecto de los picos de la CoQI10
pura, lo cual estd relacionado con la disminucion en el
tamafio de los cristales embebidos en la red polimérica.
Estos resultados concuerdan con los analisis obtenidos
mediante MET.

3.4. Solubilidad en FGS y FIS

Los resultados de solubilidad de las nanoparticulas

encapsuladas se presentan en la figura 5. En la figura 5A se
observa la superficie de respuesta de solubilidad de la
CoQ10 expuesta a FGS; en la figura 5B se presenta la
superficie de respuesta correspondiente a la solubilidad en
FIS.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que
los factores concentracion de CoQ10 y relacion de PLA
respecto a PEG, afectan directamente la solubilidad de las
nanoparticulas de CoQIl0; es decir, a mayores
concentraciones de CoQl0 y de PLA se favorece la
solubilidad en FGS, mientras que en FIS la solubilidad se
ve disminuida cuando se tienen las mayores
concentraciones de CoQ10 y PLA en relacion con PEG. Es
probable que este comportamiento se deba al efecto del pH
y al tipo de enzima utilizada en cada una de las pruebas, es
decir, que en FGS con pH bajo (1.2) la solubilidad se
incrementa a mayor concentracion de CoQ10. Sin embargo
en FIS con pH (7.5), la solubilidad de la CoQ10 disminuye
indicando que a este pH y mayor concentracion de PLA no
se favorece la solubilidad.

Por otro lado, con los modelos estadisticos evaluados
mediante analisis de varianza se realizaron las superficies
de respuesta que se presentan en las figuras 5A y 5B,
obteniendo los siguientes valores estadisticos para FGS
(R*= 0.5792, P<0.05 y 6=2.10). El modelo y la superficie
de respuesta fueron utilizados inicamente para analisis de
tendencias del efecto de los factores en la solubilidad. Con
respecto al modelo para la solubilidad en FIS el analisis de
varianza (ANOVA) con valores de (P< 0.05 y R* =
0.7857). Estos valores nos indican que el modelo se ajusta
adecuadamente a los datos experimentales, por lo que el
modelo es valido para graficar la superficie de respuesta e
inferir sobre los efectos de los factores en la solubilidad.
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4. Conclusiones

El método de desplazamiento de solvente resultd
adecuado para la obtencion de nanoparticulas de CoQ10,
obteniéndose tamafos menores a 100 nandmetros como se
indica en los resultados por MET. A través de DRX y TEM
se confirm6 que los nanocristales de CoQ10 se encuentran
embebidos en la matriz polimérica. También se observo
que hay un incremento en la solubilidad de la CoQI10
expuesta a FGS cuando la concentracion de CoQ10 y PLA
es elevada y en FIS los resultados son inversos a FGS.
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