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RESUMEN

El disefio y la produccion de nanoformulaciones cosigiemas de liberacion
controlada de aplicacion en la industria alimeatastan ganando cada vez mas
protagonismo. Se pueden emplear polimeros de @haenticio, como proteinas,
para disefar diversos sistemas capaces de enaapsolager y liberar de manera
controlada componentes funcionales que de otra naarepodrian ser incorporados
a matrices alimentarias por su alta inestabilidattompatibilidad, como vitaminas y
polifenoles. En este trabajo se ha abordado lapsntacion de quercetina y vitamina
A palmitato en nanoparticulas de zeina, una prateinolamida del maiz, con objeto
de ser incorporados a productos alimentarios pair@mizar la oxidacion de
nutrientes, debido a sus propiedades antioxidantdsen como nutracéuticos. Las
nanoparticulas se sintetizaron por el método deedidon liquido-liquido, se
caracterizaron morfolégica y espectroscOpicamentse yanalizd la eficiencia de

encapsulacion.

ABSTRACT

Design and production of nanostructured deliversteayns for food applications are
being quickly developed. Food-grade polymers, sashproteins, can be used to
design new systems capable of encapsulating, pirtcgeand controllably releasing

functional components which could not otherwiserfm®rporated into food matrixes,

due to its high instability and incompatibility, duas vitamins and polyphenols. In
this work, quercetin-loaded and vitamin A-loadednhzeanoparticles synthesis has
been addressed as a way of incorporating these amnfs into food products to
minimize nutrients oxidation, due to their anticaad activity. They could also be
incorporated as nutraceuticals. Nanoparticles ggnshboy the liquid-liquid dispersion

method, spectroscopic measurements, morphologichharacterisation and

encapsulation efficiency determination were coneldian this work.
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1. INTRODUCCION

1.1.Importancia de la nanotecnologia en la industria amentaria.

La nanotecnologia consiste en el disefio, sintesémipulacion y aplicacién de
estructuras y materiales que tienen generalmentd¢anmaiio de entre 1 y 100
nanometros, lo que conlleva a unas propiedadesasisy quimicas que difieren
significativamente de las habituales a mayor es(@RSA Scientific Committee
2011). El uso de la nanotecnologia se ha extenditoalmente a la industria
farmacéutica, cosmética, textil y alimentaria. Em ihdustria alimentaria sus
principales aplicaciones destacan en areas corenvalsado, la calidad y seguridad
alimentaria (biosensores), la mejora de los pracggelatinizacion, espumas y
emulsiones) y en el desarrollo de nuevos produdimsge se emplean para evitar la
pérdida de compuestos sensibles con propiedadegile®l (como aquellos que
aportan sabor), reducir la reactividad e inconyilatad de ciertos compuestos con el
medio, mejorar su estabilidad en condiciones derchiz, radiacion, oxigeno, etc.,
disminuir la pérdida de valor nutricional, enmaacal sabor indeseable de ciertos
componentes y controlar la liberacion de un agdaterminado a la matriz en la que

se encuentra encapsulado (Dasgupta et al., 2015).

La encapsulacion de componentes activos como uitiaos 0 conservantes
aumenta su concentracion, su biodisponibilidad y estabilidad en productos
alimentarios. Los sistemas de liberacion controleatéan en tamafio desde varios nm
hasta cientos de micras. Las nanoparticulas sonatado de encapsulacion efectivo
que protege al compuesto encapsulado frente agiadiecion ambiental y permite
controlar la velocidad de liberacion del componedgeinterés (Dan, 2016). Se ha
propuesto la nanoencapsulacibn como una solucitin @nestabilidad quimica de
compuestos hidrofébicos que pueden inactivarsegoadarse facilmente en sistemas
acuosos, insolubles en disolventes acuosos y msibdées a oxidantes, la luz y la
temperatura. Mediante su incorporacion a sisteradbdracion controlada se puede

aumentar su estabilidad y mejorar sus propiedades.

El tamafio de las nanoparticulas hace que sus peaf#e fisico-quimicas sean
diferentes a las de aquellas particulas de mayaeria, obteniéndose una mejora en

la estabilidad frente a los fenbmenos de agregagide separacion gravitacional,



mayor velocidad de difusion, mayor solubilidad, wrayelocidad de penetracion ante
las barreras bioldgicas, etc. El agente activo st liberado de las particulas de
diferentes maneras, que dependeran de la estrugues mismas, bien por difusion
o bien por fragmentacion fisica o quimica (Dan, &01Los métodos de

encapsulacién son numerosos y se seleccionan eibifiutte las propiedades fisicas y
guimicas del agente activo y el agente encapsullani@mano y la forma deseados de
las nanoparticulas, el perfil de liberacion comtdal requerido, el proceso de

escalado, costes, etc.
1.2. Situacion actual de la nanotecnologia en alimentai.

En el afio 2009, la Autoridad Europea de Seguridadehtaria (EFSA) realizé una
evaluacion sobre los riesgos potenciales de lagteamologias para la alimentacion y
los piensos y concluyd que aun existian muchagtiduenbres sobre su seguridad.
Por ello, la EFSA ha desarrollado I@&dia para la evaluacion de riesgos derivados
de la aplicacion de la nanociencia y las nanoteog@s en los alimentos y piensos
con un enfoque practico para evaluar los riesgaenp@les derivados de las
aplicaciones de la nanociencia y la nanotecnolagiiala cadena alimentaria
(incluyendo, entre otros, aditivos, suplementosnatiticios y nuevos alimentos).
Aunque actualmente existe un vacio legal, la guieehreferencia a los riesgos
asociados a tres categorias de productos (aquikigados al consumo humano o
animal, agroquimicos y envases) y provee inforrmasidbre los requisitos para la
caracterizacion fisico-quimica de los nanomatesialepara la identificacion de
peligros asociados. Los riesgos de los nanomatsrisndran determinados por su
composicion quimica y sus propiedades fisico-quami¢p.ej. tamafio, forma,
solubilidad, carga superficial y reactividad suméaf, que influenciaran su absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecion, etc.) (EFS@&entific Committee 2011).

Existen algunos biopolimeros aprobados comercigknpara la encapsulacion de
vitaminas, como proteinas, almidones, ciclodexsinalginatos y etilcelulosa
(Katouzian y Mahdi, 2016).



1.3. Objetivos.

En este trabajo se ha propuesto la encapsulaciénaeaparticulas de zeina de
quercetina, que debido a sus propiedades antideislgpuede emplearse con objeto
de minimizar o ralentizar la oxidacion de nutrisng:n alimentos, y de vitamina A
palmitato, como una soluciébn a su baja solubilidad medios acuosos y su
inestabilidad en las condiciones de procesado w@@mamiento de los productos. Se
ha seleccionado la zeina por tratarse de una peopgdblamina del maiz, por ser un
ingrediente de calidad alimentaria, GRAS (GenerRlgcognized As Safety por la
Food and Drug Administration de Estados Unidosmpleamente utilizada en las
industrias farmacéutica y alimentaria, debido a&apacidad para formar peliculas y

su excelente biodegradabilidad y biocompatibilidad.
A continuacion se enumeran los objetivos de eatmjo:

» Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la eftg de encapsulacion de

nanoparticulas de zeina cargadas con quercetina.

» Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la eftg de encapsulacion de

nanoparticulas de zeina cargadas con vitaminarAiizab.

» Evaluacion de la influencia en la dispersion dadecion de caseinato sodico

como estabilizante.

* Optimizacién de la concentracion de zeina en lgéesis de nanoparticulas

cargadas con vitamina A palmitato.



2. CONSIDERACIONES TEORICAS.

2.1.Importancia de la encapsulacion de quercetina y \aimina A.

La oxidacion lipidica produce olores y sabores sedbles en el producto, disminuye
su vida util, altera la textura y el color y dismmye el valor nutricional (Kiokias y

Varzakas, 2014). Consiste en una reaccion en catkenadicales libres iniciada por
la abstraccion de un atomo de hidrogeno de la eaderacidos grasos insaturados.
Se han planteado numerosos métodos para conteolaldcidad y extension de la
oxidacion lipidica en alimentos, siendo una de rfa&s efectivas la adicién de

antioxidantes. Estos compuestos evitan la oxidaoi@diante la reduccion de los
radicales peroxilo y alcoxilo en compuestos estabidibiendo la propagacion de la
cadena y la escision del acido graso, disminuyatel@ste modo la formacién de
productos volatiles de descomposicion de acidosogrdpor ejemplo, aldehidos y

cetonas) que causan rancidez (Decker, 2009).

Los compuestos polifendlicos son Utiles para mitgjaestrés oxidativo y prevenir o
retrasar los procesos de oxidacion causados pacalesl libres. Por ello son
utilizados como antioxidantes para la conservad@ralimentos, en cosmética, etc.
Los flavonoides son polifenoles que contienen benas de carbono, arreglados en
dos anillos aromaticos conectados por un hetemdiel tres &tomos de carbono, con
un esqueleto molecular ¢C3-Cs. Estos tres anillos contienen diversos grupos
hidroxilo que participan en multiples interacciomeisa- e intermoleculares (Halake,
Birajdar, y Lee, 2016). La quercetina es un flavdaoclasificado como flavonol
porque su estructura basica consiste en una 3xndemzo-pirano y varios grupos
hidroxilo distribuidos en los anillos A y B (Figulg. La actividad antioxidante de la
quercetina se ha atribuido a la formacion de uncahdariloxilo estabilizado por
deslocalizaciéon de electrones (Figura 2) (Kiokid&yzakas, 2014).



Rl = OH, Rg =H
(Quercetina)
Rl = R2 =H
(Kaempferol)
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Figura 1. Estructura de los flavonoides.
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Figura 2. Actividad antioxidante de los flavonoidegKiokias y Varzakas, 2014)

La efectividad de un antioxidante en la matriz almaria depende tanto de su
reactividad quimica como de sus propiedades fisicasquercetina es estable en
solucion acuosa a pH 3, pero comienza a degradarssdida que el pH aumenta por
encima de 5, siendo altamente inestable en medairad (Patel et al., 2012). Los
compuestos fendlicos pueden interactuar con lossihidrofobicos de las

nanoparticulas a través de enlaces de hidrogenatezadéciones hidrofobicas.

Suficiente carga superficial los mantienen encaomsd de manera estable en

sistemas acuosos, mejorando su solubilidad en(@guhang, Xu, y Gu, 2014).

Por otra parte, la encapsulacion de vitamina Asserbpuesto como una solucién a
su inestabilidad quimica, ya que se degrada fanikenante la luz, la temperatura y la

presencia de oxidantes. Es una vitamina liposojytide [0 que su incorporacion a



algunos productos alimentarios es complicada dehidsu incompatibilidad con
matrices acuosas. Ademas, su estabilidad depersiterhente de los factores
ambientales y genera productos de descomposici@mpueden afectar notablemente
a las propiedades organolépticas y nutritivas dmdiycto (Vilanova y Solans, 2015).
La vitamina A podria incorporarse a matrices alitagas con fines nutracéuticos o
bien como conservante debido a sus propiedadesxmlantes, que han sido
estudiadas recientemente en diversos campos (Aheta, y Nashiruddullah,
2016; Jin et al., 2014; Uematsu, Uematsu, LaversCongdon, 2014). Su
incorporacion a sistemas de liberacion controlaglagmismo una estrategia para
promover su liberacion en el sitio de interés,mpando su absorcion y asegurando

su biodisponibilidad (Estevinho, Rocha, Engenhariarias, 2016).

Vitamina A hace referencia al retinol y sus derosmdaturales con la misma
actividad biologica, el retinal y el acido retinoi¢Figura 3). Los ésteres de retinilo
(su forma de almacenamiento) y los carotenoidesitamson considerados vitamina
A (Estevinho, Rocha, Engenharia, y Frias, 2016).|&rigura 4 se muestra la
estructura molecular de la Vitamina A y en la Tablae recogen las propiedades
fisico-quimicas del retinol, retinol palmitato y ejoetina, los compuestos con
actividad antioxidante cuya encapsulacién se @stmeste trabajo.

Chy CHy
Hs Chs

S N N

O

O—(CH214CHs

Chy

Figura 3. Estructura de la vitamina A palmitato.
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Figura 4. Interconversion entre estructuras de la ¥amina A.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de los tran®tinol, retinol palmitato y

quercetina.
Propiedad Retinol .Reti_nol palmita_lto Quercetina
(vitamina A palmitato)
Formula CongoO C36H6002 C15H 1007
Peso molecular 286,46 524,88 338,34
Densidad 0,9 g/ml
Punto de fusién 63-64 °C 28-29 °C 43 °C
Polvo Polvo cristalino Polvo cristalino
Estado fisico cristalino amarillo o aceite amarillo
amarillo amarillo
Absorcion UV (nm) 325 326 257y 371
Fluorescencia:
Excitacionimax (nm) 325 325 496
Emision Amax (nm) 470 470 532
Solubilidad:
Agua Insoluble Insoluble Prgctlcamente
insoluble
Etanol Soluble Soluble Soluble
Eter Soluble Soluble Soluble
Cloroformo Soluble Soluble
NaOH 1N Soluble




2.2. Métodos de encapsulacion.

Los sistemas coloidales de liberacion son sistetead menos dos fases, una de ellas
dividida en pequefas particulas (fase dispersay ajlle rodea completamente otra
sustancia (fase dispersante). Estos sistemas s#erpudasificar de la siguiente
manera: 1) dispersiones de soélidos en liquidodispersiones de liquidos en liquidos
y 3) dispersiones de moléculas autoensambladasel yVelikov, 2011).

Los sistemas de liberacion coloidal pueden estarpoestos de un solo componente
activo (particulas coloidales) o una combinacidonb@ectivos incorporadas a una
matriz (por ejemplo, nanoparticulas poliméricastipalas solidas de lipidos, etc.). El
estado de agregacion podria ser liquido (emulsjpresstalino o sélido amorfo
(particulas coloidales) y cristales liquidos (mases). El tamafio puede variar desde
10 nm para las micelas a cientos de nandmetros @i@mes dispersiones. La
estabilizacién es un requisito fundamental pafardaacion de sistemas coloidales, y
se puede lograr por carga superficial (estabilmaalectrostatica), por adsorciéon
superficial de una capa de tensoactivo o polimestabilizacion estérica) o por una
combinacion de ambas (estabilizacion electroesig(i€atel y Velikov, 2011). En la
Figura 5 se muestran algunas estrategias parantzeneapsulacién de compuestos

lipofilicos.

Nanoformulaciones para compuestos lipofilicos

|
[ |

Sistemas basados en lipidos y surfactantes Sistemas basados en polisacdridos Sts’(en;ra's basados
en proteinas

@ @
e e
@

X

7 @

Manoliposomas

Nanoparticulas  panpemulsiones Micelas Manoparticulas Micelas Complejos de
lipidicas sdlidas poliméricas poliméricas inclusidn

O

Manosuspensiones/ Micelas de caseina
dispersidn sdlida

Figura 5. Nanoformulaciones comunes para compuesttipofilicos (Shin, Kim, y Park, 2015).
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Para ser utilizados en alimentos, los sistemasiliation coloidal deben ser
compatibles con la matriz en cuestion y no debeb@nsus caracteristicas originales
como apariencia, textura, estabilidad y sabor.d®ar lado, deben garantizar en todo
momento la estabilidad y actividad del agente actilurante su procesado y
almacenamiento, sin que sean facilmente degragaatda luz, oxigeno, temperatura
y pH (Shin, Kim, y Park, 2015). Una de las ventajadas nanoformulaciones es que
normalmente evaden la percepcion sensorial, pemadidi el enriqguecimiento de

productos con bioactivos sin afectar a las propieslaorganolépticas del producto
original. Otra de sus principales ventajas es lgoraede la biodisponibilidad del

bioactivo a través de distintos mecanismos (aumdetsu estabilidad durante la
digestion, mejora de su solubilidad en los fluidogestinales y mejora de su
transporte y absorcion) (Livney, 2015). En la Fegud se muestran algunas

nanoformulaciones tipicas.

%y
s N 3
QOO S S =7 i . )

| 5

Emulsion (W/O) Emulsion (O/W) Doble emulsion Doble emulsién
(O/W/O) (W/O/W)

Figura 6. Nanoformulaciones(Katouzian y Mahdi, 2016).



A continuacién se resumen los principales sistetieabberacion coloidal de interés
para uso en alimentos (Fang 2010; Katouzian y Ma2@db; Livhey 2015; Patel y
Velikov 2011; Shin, Kim, y Park 2015):

Micelas

Las micelas se pueden definir como conjuntos caleglde moléculas anfifilicas,
producidas a una concentracion bien definida, ltlan@oncentracion micelar critica.
En medios polares como el agua, la parte hidrofleblms compuestos anfifilicos que
conforman la micela tiende a situarse lejos deate fpolar, mientras que la parte
polar de las moléculas tiende a localizarse entkxfaz micela-disolvente y asumir
varias formas (esferas, discos o varillas), demamlti de las condiciones y la
composicion del sistema. Los compuestos activogsoapsulados en el nucleo de la
micela. Los sistemas micelares presentan las sigsieventajas: tamafo pequefio
(inferior a 10 nm), estabilidad termodinamica yabgidad coloidal. Sin embargo,
tienen una limitada solubilidad, que viene deteada por la especificidad del

surfactante y su concentracion.
Liposomas

Su estructura consiste en una vesicula formadatiag&una o mas bicapas lipidicas,
compuesta generalmente por fosfolipidos, que rodealicleo acuoso. La presencia
de un dominio hidréfobo y otro hidrofilo dentro ldeestructura del liposoma permite
su utilizacion como portadores de moléculas de anmaduraleza. Los compuestos
bioactivos encapsulados en su interior estan pouedrente a la degradacién. Sus
principales limitaciones son el alto costo de laatemas primas y el uso de
disolventes organicos y tensoactivos sintéticosleproceso de preparacion, baja

estabilidad a pH acido y sobre todo, la baja afit# de encapsulacion.
Emulsiones/nanoemulsiones

Una emulsién se refiere a un sistema de dispersidastable termodinamicamente
compuesto por dos liquidos inmiscibles y que esbdtado utilizando moléculas de

superficie activa. Pueden estar compuestos poisgaia tamafios que van desde
varias decenas de nandmetros a milimetros. La®emurisiones son similares a las

micelas en cuanto a su comportamiento debido aganizacion espontanea. Tanto
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las emulsiones como las nanoemulsiones son adecysda solubilizar activos

lipofilicos.
Nanoparticulas lipidicas solidas

Son similares a las nanoemulsiones, pero en este eh lipido esta total o

parcialmente cristalizado a temperatura ambiengto Ee consigue calentando el
lipido por encima de su temperatura de fusion yldisndo el compuesto a

encapsular. A continuacion, la mezcla se dispersmrgogeniza en una solucion
acuosa con surfactante precalentada a la mismeaetatapa. Por dltimo, se somete a
homogenizacién a alta presion para obtener unasgnuD/W. Las nanoparticulas
sélidas se obtienen por enfriamiento y recristalima de la emulsibn O/W a

temperatura ambiente. A pesar de presentar muemgjas, como buena estabilidad,
excelente biodegradabilidad y biocompatibilidadesgntan una baja eficiencia de
encapsulacién cuando el compuesto a encapsulanpaesolubilidad limitada en el

lipido.

Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas se definen como dispersionésydadas o solidos coloidales con
un tamafio comprendido entre 10 y 100 nm. Estariaises generalmente a partir de
polimeros. Las nanoparticulas son un término dglecempleado para las
nanocapsulas y nanoesferas (Figuras 7 y 8). Lasepas son sistemas vesiculares en
los que el principio activo esta confinado en uagidad o ndcleo liquido rodeado
por una membrana polimérica, mientras que las a&sfeon sistemas matriciales en
los que el activo se encuentra incrustrado en l&izn@olimérica de manera
uniforme. La principal ventaja de las nanocapsiileste a las nanoesferas es su
menor contenido polimérico y mayor eficiencia deagsulacion (Teixeira et al.,
2012).
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Nanocapsulas Nanoesferas

Pared polimerica

Cempuesto activo

Nucleo liquido
Matriz polimérica

Compuesto

activo

Figura 7. Representacion de nanoparticulas poliméeas.

Figura 8. Posibles estructuras de las nanocapsulas.

Los sistemas nanoparticulados presentan caramtasisinicas, como alta relacion

superficie-volumen, uniformidad y estructura esggBlim et al., 2011).

La calidad de las particulas producidas se evallzaee a la capacidad de retencion
del material polimérico y de la estabilidad deikgpdrsion con el tiempo. También es
importante evaluar el sistema de liberacion, aseglc que el compuesto
encapsulado es liberado en el sitio y a la velatida interés. Existen numerosos
mecanismos de liberacion, que varian en funcionnuétodo de preparacion, del
agente encapsulante y de las condiciones selecdesn&u clasificacion se basa en
los fendmenos fisico-quimicos que promueven larditién del compuesto
encapsulado: por difusion, por gradientes de pmesiosmaoticos, por cambios de pH
0 temperatura 0 una combinacién de ellos. Existadetlos matematicos que
permiten desarrollar sistemas con caracteristigpsoificas y optimizar la cinética de

liberacion (Estevinho et al., 2016).

Las nanoformulaciones basadas en polimeros in@uper a alimentos estan
restringidas al uso de biopolimeros y polimerostédtos GRAS (Generally

Recognized As Safe). Algunos de estos biopolimsoospolisacaridos procedentes
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de plantas (pectina, almidon y carragenina), pcdigdos de origen microbiano
(xantanodex y dextrano), proteinas de alimentosja,(s@lbumina, caseina,
seroproteinas y zeina) y quitosano (Patel y VelikkD11). La seleccion de un
componente determinado dependera los requisitaianto a morfologia, tamario,
carga superficial y estabilidad en las condiciomesbientales de interés, coste,
facilidad de uso y las condiciones de procesadadlsliais, Jones, y McClements,
2011).

2.3. Métodos de preparacion de nanoparticulas de prote@n

Las nanoparticulas de proteina son adecuadas glaraciones industriales dado que
el proceso de produccion normalmente es facilmestalable y son biodegradables
(Chen et al. 2014). Ademas, su estructura molecdtaca y sus propiedades
fisicoquimicas las hacen adecuadas para diferdiges de aplicaciones. En la
industria alimentaria, se pueden disefiar particatas una morfologia y tamafo
adecuados para proveer alimentos térmicamente lestabinmovilizar y liberar
activos hidréfobos e hidrofilos (8am, Venema, van der Linden, y de Vries, 2014).
Existen diversos métodos de preparacion de nanopiag de proteina, como son la
desnaturalizacion térmica, métodos de extrusionoded de moldeo, dispersion
liquido-liquido y métodos de gel de interrupciomé@ et al. 2014). La idoneidad de
un meétodo determinado dependera de la naturalekebidpolimero y de las
caracteristicas deseadas de las nanoparticulagfiganforma, carga superficial,
hidrofobicidad, eficiencia de encapsulaciéon, didpdidad, etc.), asi como de la
viabilidad econdmica, necesidades de material ypeguw facilidad, costes y tiempo

de fabricacion.
Dispersion liquido-liquido

El agente lipofilico que interesa encapsular yrt#gina se disuelven inicialmente en
una disolucién de alcohol, que se introduce pasteente en una solucion acuosa.
Cuando el alcohol, soluble en agua, pasa a lad@asesa tiene lugar la formacion de
nanoparticulas que encapsulan el agente activon(éheal. 2014) (ver Figura 9).

Mediante este método se ha encapsulado aceitesdadwe aceite de lino y aceites
esenciales (Quispe-Condori, Saldafia, y TemellilZ0durcumina (Hu et al., 2015) y

tangeretina (Chen et al. 2014), entre otros. Dadanhplicidad del método, se pueden
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encapsular ingredientes funcionales no polaregratlisueltos en la fase alcohdlica

junto con la proteina.

Zeina, agente activo y
| disolvente organico

J Emulsionante

'

Figura 9. Preparacién de nanopatrticulas de zeina pe@l método de dispersion liquido-

liquido.
Desnaturalizacion térmica

Se pueden obtener particulas de biopolimeros iaddoi su asociacion debido a
alteraciones en la disolucion o en las condicicaedientales, como pH, fuerza
iGnica o temperatura. Es la primera técnica inteithu en la industria alimentaria
para la preparacion de particulas de proteina,ugaeg un método completamente
escalable, y que, junto con técnicas mecanicas ifgecantrolar el tamafio de las
particulas a mayores concentraciones de proteaga(s et al., 2014). Se calienta la
disolucibn que contiene la proteina por encima de temperatura de
desnaturalizacién, bajo condiciones de pH y fueikmica que favorezcan su
asociacion (Saberi y McClements, 2015). La estracttamafo, forma vy
funcionalidad dependen de la concentracion de imatede las condiciones de
calentamiento, del pH y del tipo de sal afiadida. repulsion electrostética,
controlada por el pH y concentracion de salesaesdponsable de la morfologia de
los agregados de proteina. Se han obtenido padi@gféricas de proteina por este
meétodo de8-lactoglobulina con un diametro medio de entre @00 nm (Sglam et
al., 2014).
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Este método requiere operar a elevadas temperapaa® que no es adecuado para
la encapsulacién de ingredientes activos termasbilEsto podria solventarse
desnaturalizando las proteinas bajo condicionesxquyeermitan su asociacion, y tras
enfriar la disolucion hasta la temperatura ambjerditerar las condiciones
modificando el pH y la fuerza i6nica para promoserasociacion a esa temperatura
(Saberi y McClements, 2015).

Otros métodos

Se pueden formar perlas de hidrogel a través dmnaplejacion electrostatica de
polisacaridos anionicos y proteinas catidnicas begmdiciones de solucién

apropiadas. Este procedimiento se puede llevaba aatemperatura ambiente sin
necesidad de utilizar disolventes organicos, pasgpkrlas de hidrogel formadas por

lo general tienen que ser recubiertas para mansenestabilidad.

Por otro lado, las particulas de hidrogel se puddenar por métodos emulsién. En

este caso, un biopolimero gelificante se disuelveua solucion acuosa, que se
homogeniza a continuacion con una fase de acarte grear una emulsion de agua
en aceite. A continuacién, la fase acuosa intemavierte a gel alterando la
solucién o las condiciones ambientales, por ejemplr calentamiento de la

emulsién de agua en aceite (que contiene proteinda fase acuosa interna) por
encima de la temperatura de desnaturalizacion ¢éarde las proteinas. Las particulas
de hidrogel se pueden separar posteriormente tieséaoleosa por centrifugacion,

filtracion y lavado con un disolvente organico. €eshétodo es particularmente
adecuado para la formacién de pequefias partidalagirogel con dimensiones bien
definidas. Sin embargo, es de dificil implantacedmivel comercial debido a su

complejidad y a la cantidad de aceite y surfactatitzada (Saberi y McClements,

2015).

2.4.Caracteristicas de la zeina.

La zeina es la proteina de reserva mayoritariandét y consiste en cuatro fracciones
principales:a-, -, y- y 6-zeina. Es una mezcla de péptidos de diferentesspes
moleculares, solubilidad y carga. Las dos frac@oneayoritarias presentes en la
zeina son la y lap. Laa-zeina se definié6 como la prolamina del maiz; ésbé® en
etanol y representa aproximadamente el 80% ddldetéa prolamina presente en el
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maiz. Lap-zeina no se encuentra en preparaciones industdaleislo a su baj
estabilidad (Shukla €heryan, 200..

Estructuralmaete, la zeina consiste en su mayoria en aminoaamogolare:
hidrofobicos (leucina, alanina y prolit (Figura 10) que suman mas del 50% de
contenido en aminoacidos, a los que se atribuyeidsofobicidad(Patel ) Velikov,
2014).Debido al alto contenido en aminoacidos sin ¢ (Tabla 2) es insoluble e
agua y soluble en alcohol y en surfactantes aredniu nucleo interno hidrofdbi
sirve como una barrera de agua y, por lo tantod@ueilizarse para la fabricacion
peliculas, fibras, composites y nanoparticulas @an otro biopolimero) para la
liberacion controlada de farmacos y micronutrientel® moléculas con propiedac
antioxidantes y antimicrobianas en la industrienahtaria y farmaceéutic(Paliwal y
Palakurthi, 2014)Ademas, la zeina presenta las ventajas de serigkn natural
biodegradable, de bajo coste, abundante y disporitsdta clasicada como GRA:!
(Generally Recognized as Safe) por la Food and Rdiqinistration de Estadc
Unidos. Asimismo, se caracteriza por su resisteadas enzimas digestivas, lo ¢
conduce a una menor digestion en el tracto gastsiinal; esto permite liberacion
controlada de componentes funcionales encapsukdpsarticulas de zeir(Patel y
Velikov, 2014) Sin embargo, este tipo de sistemas de liberawibson estables
cambios de pH, fuerza idnica o temperatura, pgui® es necesaria su estabilizac
para ser empleados en una mecompleja, como es el caso de los alime En la

Tabla 3 se recogen varias propiedades -quimicas de la zeina comerc

i i i
41.N—rl:H—c—DH THzN-—{i‘.H—C—DH C—OH
s i |
CH—CH,
|
CH,
Alanina Laucina Drakea

Figura 10. Principales aminoacidos no polares de la zeil
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Tabla 2. Composicion en aminoacidos de la zeinagginoacido/100 g zeinalShukla y
Cheryan, 2001).

Clasificacion Aminoacido Zeina comercial
No Polar Glicina 0,7
Alanina 8,3
Valina 3,1
Leucina 19,3
Isoleucina 6,2
Fenilalanina 6,8
Triptofano -
Prolina 9,0
Serina 5,7
-OH Treonina 2,7
Tirosina 51
-S Metionina 2,0
Cisteina 0,8
Basico Lisina NR
Arginina 1,8
Histidina 1,1
Asparagina 4.5
Glutamina 21,4
Acido Acido aspartico -

Acido glutamico 1,5

Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas de la zeinarnercial (Shukla y Cheryan, 2001).

Propiedad Caracteristicas

Color Crema

Estado fisico Polvo amorfo

Peso molecular 35000 Da
Coeficiente de difusion 3,7x10" m/s
Coeficiente de viscosidad 25

Temperatura de transicién vitrea 165°C

Punto isoeléctrico, pH 6,2 (varia entre 5y 9)
indice de refraccion 1,44

Coeficiente de sedimentacion 15s

Gravedad especifica a 25°C 1,25

Punto de degradacioén térmica 320°C

Solubilidad Disolventes primarios: glicoles, glicol-éteres,

amino-alcoholes,  &cidos  nitro-alcohol,
amidas, aminas.

Disolventes secundarios: agua con pequefias
concentraciones de alcoholes alifaticos y
cetonas.
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En la Tabla 4 se recogen algunas de las propiedadasteristicas de la zeina que justifican

SuU uso en sistemas de liberaciéon controlada.

Ehalda 5 se hace mencién a distintos

estudios en los que se emplea la zeina como agectpsulante para la fabricacion de

nanoparticulas cargadas con compuestos antioxglante

Tabla 4. Propiedades favorables de la zeina para aplicacion en sistemas de liberacion
controlada (Shukla y Cheryan, 2001).

Propiedad

Ventajas

Insoluble en agua; soluble en soluciébn acuosa

alcohol (2/3 aminoacidos hidrofébicos y 1

hidrofilicos)

Econdmico, biocompatible y biodegradable

Resistente al agua

Caracter antioxidante y antimicrobiano

Estructura

Peso molecular elevado

Facil precipitacién para la formacién de

nanoparticulas.

Més adecuada para sistemas de liberacion

controlada que proteinas hidrofilicas.

Permite encapsular compuestos tanto

hidrofébicos como hidrofilicos.
Viabilidadnercial.

Proteccion para compuestos encapsulados

sensibles a la hidrolisis.

Proteccion para compuestos encapsulados

frente a la degradacion.

Alta carga util y liberacion sostenida del

compuesto encapsulado.

Se puede conseguir alto efecto de

permeabilidad y retencién.

Tabla 5. Antioxidantes encapsulados en nanoparticas de zeina.

Antioxidante Zeina: Antioxidante

Estabilizante &eihcia bibliografica

Tangeretina
25:1(p/p)

Quercetina 5:1, 10:1, 25:1 y 50:1(p/p)

) 30:1, 25:1, 20:1, 15:1y
Quercetagetina

10:1 (p/p)
Curcumina
Procianidina 1:8, 1:6, 1:4 y 1:2 (p/p)
Timol

B-lactoglobulina

Caseinato de sodio

(Chen et al. 2014)
Caseinatsatio (Patel et al. 2012)

- (Sun et al., 2015)

Pectina (Hu et al., 2015)

(Zou, Li, Percival,
Bonard, y Gu, 2012)
(Zhang et al., 2014)
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METODOLOGIA

3.1.Reactivos y disoluciones.

e Zeina purificada, ACROS Organics

» Caseinato sodico, Sigma

* Quercetina dihidratada, Sigma

* Vitamina A palmitato 1,7 MIU/g, DSM
» Etanol absoluto, J.T. Baker

* Agua destilada

* Hidroxido de sodio, VWR

3.2.Instrumentacion analitica.

» Balanza Analitica Mettler AE 163

* pH metro micropH 2002, CRISON

* Fluorimetro Varian Cary Eclipse

» Espectrofluorimetro Edimburgh Instruments FLSP920

» Espectrofotometro visible-Ultravioleta Perkin Elnbermbda 900.
» Microscopio de transmision electronica JeolJEM 2E00

» Espectrofotbmetro FTIR Varian 670 IR

e DLS Zetasizer, Malvern
3.3. Utillaje de laboratorio.

* Placa calefactora Heidolph MR-Hei Tec.

» Bafio de ultrasonidos Selecta lltrasons MEDI-I

e Centrifugadora Labofuge 200, Thermo scientifics

e Centrifugadora Biofuge Stratos Heraeus, Thermasiies
* Rotavapor Laborota 4000, Heidolph

» Celda de cuarzo para medidas fluorimétricas.

* Celdas de cuarzo para medidas espectrofotométricas.
* Vasos de precipitado: 10 mL y 100 mL.

e Micropipetas LABMATE+: 10-100 pL y 100-1000 pL.
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* Pipeta aforada clase A 10 mL.

* Matraces aforados clase A: 10, 25 y 50 mL.
* Pipeta pasteur.

e Bureta 100 mL.

» Balén 500 mL.

3.4. Sintesis de nanoparticulas.
3.4.1. Nanoparticulas de zeina.

Las nanoparticulas se prepararon segun el métoddispersion liquido-liquido

descrito por Patel et al. (2012). Se pesaron @,80 zeina y se disolvieron en 100
mL de una mezcla de etanol absoluto:agua (90:10 Esta fase organica se mantuvo
en agitacion durante 1 hora a 800 rpm y se afiaitepormente gota a gota a 300
mL de agua destilada en agitacion continua, magreioise en agitacion 1 hora a
1000 rpm. A la dispersion formada se le eliminotgatel disolvente mediante

rotavapor y se almaceno a 4°C para su posteriactesizacion. En la Figura 11 se
muestran la zeina disuelta en la fase organicasynénoparticulas de zeina en

dispersion.

Figura 11. Zeina disuelta en la mezcla etanol absmb:agua (90/10 v/v)

(izquierda) y dispersion de nanoparticulas (derecha
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3.4.2. Nanoparticulas de zeina con quercetina.

Se siguié el procedimiento descrito anteriormensgappreparar una serie de
dispersiones de nanoparticulas conteniendo caesddiferentes de quercetina. Para
ello, se disolvieron 2,50 g de zeina y 0,05; 0,25 y 0,50 g de quercetina en la
mezcla de etanol absoluto:agua (90:10 v/v).

3.4.3. Nanoparticulas de zeina con vitamina A palmitato.

La sintesis de nanoparticulas cargadas con vitafs®llevo a cabo de acuerdo con
el procedimiento descrito por Patel et al. (201@h digeras modificaciones. Se
pesaron 2,50 g de zeina y se disolvieron en unalenae 150 mL de etanol
absoluto:agua (90:10 v/v) con 50 pL, 100 pL, 200 ywb00 pL de vitamina A
palmitato. La mezcla se agitdo y sonicO durante Bah@a 40°C para asegurar la
completa disolucion de la vitamina A. Esta faseadorga se afadidé posteriormente,
gota a gota, a 300 mL de agua en agitacion conffRigura 12), manteniendo la
agitacion a 1000 rpm durante 1 hora. A las dispees de nanoparticulas formadas
se les elimino parte del disolvente mediante rgiavg se almacenaron en oscuridad

a 4°C hasta su caracterizacion.

Figura 12. Sintesis de nanoparticulas.
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3.4.4. Nanoparticulas de zeina y caseinato sodico.

Materiales poliméricos, tanto naturales como situét tales como surfactantes,
fosfolipidos, proteinas -caseinato sodico (Zhangl.et2014; Chen y Zhong, 2014a,
2014b; Feng y Lee, 2016; Sosa et al., 201f6)actoglobulina (Chen et al., 2014)- vy
polisacaridos —pectina (Hu et al., 2015)- se h@izado para la estabilizacion de
nanoparticulas en distintos sistemas. El cases@tizo es una proteina anfifilica que
se adsorbe a la superficie de las nanoparticulasida, reduciendo su hidrofobicidad
superficial e incrementando la repulsion electtasialLa presencia de caseinato de
sodio en el medio de precipitacion da lugar a l@raccion superficial de las
particulas cargadas positivamente de la zeina ycdagadas negativamente del
caseinato, dando lugar a dispersiones de nanagagimas estables. Las particulas
pueden dispersarse en la fase acuosa sin ningcio significante en la distribucion

de tamafios de particula.

Se sintetizaron nanoparticulas de zeina y casest@tiwo utilizando una relacion

zeina:caseinato de 1:0,30 p/p en base a los estddioFeng y Lee (2016) y Patel et
al. (2010), es decir, 2,50 g de zeina y 0,75 g aseinato. Se pesaron 0,75 g de
caseinato sodico y se disolvieron en 300 mL de .afussta fase acuosa se afiadio
posteriormente gota a gota la fase organica, ségsinprocedimientos descritos

anteriormente. Se sintetizaron por un lado nanaqéas de zeina y caseinato con
0,05 g y 0,50 g de quercetina en la fase organicaanoparticulas de zeina y

caseinato con 50 pL y 500 pL de vitamina A.

3.4.5. Optimizacion de la cantidad de zeina para encapsulaitamina A

palmitato.

Los mejores resultados, en términos de una disidbude tamafio mas estrecha, se
obtienen cuando la concentracion de zeina en & deganica es de 2-5% (Patel y
Velikov, 2014). En base a esto, se sintetizaronoparticulas para encapsular
vitamina A palmitato utilizando el método descutiateriormente, empleando 50 pL
de vitamina A y cantidades crecientes de zeind@ §;54,50 g y 6,00 g. Se afiadio
caseinato sodico a la fase acuosa en una relaeida:zaseinato de 1:0,30 p/p (1,05

0; 1,35 gy 1,80 g respectivamente).
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3.5. Estudio morfolégico.

Las nanoparticulas se caracterizaron morfolégicéenpar microscopia electrénica
de transmision (TEM). Para ello, se tomaron unaopq@L de cada dispersion y se
depositaron sobre una rejilla de cobre recubiestaupa pelicula de carbono amorfo.
Por otro lado, se determiné el diametro promedidadearticulas por dispersion de
luz dinamica (DLS). Todas las muestras se analzard®?5°C y se tomaron tres

medidas por cada muestra.
3.6. Estudio espectroscopico visible-UV y FTIR.

Se caracterizaron las nanoparticulas en dispeysiargquercetina y la vitamina A no
encapsuladas por espectrometria visible-UV y sdizénta interaccion entre los
compuestos encapsulados y la zeina por espectfartégtarroja de transformada de
Fourier (FTIR). Para ello, se tomaron 10 mL de cada de las dispersiones de
nanoparticulas de zeina cargadas con quercetieagngrifugd de 20 a 40 minutos a
una velocidad de 5000 rpm para precipitar la que@eno encapsuladeEl
sobrenadante (nanoparticulas) se separ6 del pgestwp{quercetina libre) y éste se
disolvié en 10 mL de una mezcla etanol absolut@ad@0:10 v/v) (ver Figura 13). A
continuacion, se realizé el estudio por espectrdmetisible-UV y FTIR del

sobrenadante y de la quercetina libre.

Figura 13. Nanoparticulas de zeina con quercetinagpersas en fase acuosa
(izquierda) y quercetina no encapsulada en una meacde etanol y agua
(derecha), de muestras con adicion inicial de 0,08;10; 0,25y 0,50 g de

quercetina.

Se realiz6 el mismo procedimiento para cada unalade dispersiones de
nanoparticulas de zeina cargadas con vitaminagu&il4), aunque en este caso, la
centrifugacion se realizé durante 5 minutos a 5po@
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Figura 14. Nanoparticulas de zeina con vitamina Alispersas en fase acuosa, de
muestras con adicion inicial de 5@L; 100 pL; 200 pL y 500 pL de vitamina A

(izquierda a derecha).

El espectro de absorcion se determind con un rdagiperacion en la region visible-
UV de 240-700 nm y en el infrarrojo de 600-3900"cm

3.7.Estudio fotoluminiscente.

Se analiz6 por espectrometria de fluorescenciedescteristicas luminiscentes de las
nanoparticulas en dispersion y la interaccion efdrezeina y los compuestos

encapsulados.
3.8. Analisis de la eficiencia de encapsulacion.

Se tomaron 20 mL de cada una de las dispersiosesspmetieron a centrifugacion
para precipitar la quercetina y la vitamina A lilere todos los casos como se explico
en el apartado 3.6. De los sobrenadantes de dstararcentrifugacion, donde se
tienen las nanoparticulas en dispersion en mediosac se tomaron 10 mL y se
sometieron a una segunda centrifugacion a 12000 dprante 45 minutos para
precipitar las nanoparticulas. A continuacion, &pasd el sobrenadante del
precipitado y éste se disolvio en 10 mL de una taez@nol absoluto:agua (60:40
v/v para la quercetina y 90:10 v/v para la vitamft)gpara cuantificar la quercetina y

la vitamina A encapsuladas por espectrometrialeidity.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

4.1. Caracterizacion morfologica.

Como se observa en las Figuras 15 y 16, las natoylas de zeina con quercetina se
fabricaron satisfactoriamente por el método deat®pn liquido-liquido, con una

morfologia esférica y uniforme. Los diametros de @noparticulas obtenidos por
DLS (Tabla 6) muestran que a mayor concentraci@mainde quercetina en la fase
organica, mayor diametro de la nanoparticula. €dibargo, las nanoparticulas que
presentaron mayor eficiencia de encapsulacién fudes de menor diametro

(dispersiones que contenian 0,05 g y 0,10 g decqtiea). Las nanoparticulas de

zeina libres presentaron un diametro promedio & & 51 nm.

Se analizaron por TEM las nanoparticulas con mayonenor concentracion de
guercetina y vitamina A en la fase organica dur#atsintesis. En vista de que los
diametros promedio de las nanoparticulas de esiaperdiones coinciden
practicamente con los obtenidos por DLS, es deraspmple esta semejanza sea
aplicable al resto de muestras. Para las disp@sioan quercetina con cantidades
iniciales de 0,05 g y 0,50 g se obtuvieron por T&&metros promedio de 48 nm y
74 nm respectivamente (Figuras 15 y 16), y por Dd& 60 nm y 87 nm
respectivamente (Tabla 6), mientras que para fedsdn con una cantidad inicial de
vitamina A de 50 pL se obtuvo por TEM un diametronpedio de las nanoparticulas
de 126 nm (Figura 19) y por DLS de 135 nm (TablaEn las Figuras 17 y 18 se
muestran las distribuciones de diametro por nurderdas nanoparticulas cargadas

con distintas cantidades de ambos compuestos.
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Tabla 6. Diametro promedio de particula obtenido pea nanoparticulas
preparadas en presencia de diferentes cantidades agiercetina'y 2,50 g de

zeina.

Muestra Diametro promedio Diametro promedio
de particula por DLS (nm) de particula por TEM (nm)

0,10¢g 42 n.d.
0,50 g 87 74

n.d.: datos no disponibles

Figura 15. Nanoparticulas obtenidas con 2,50 g deina y 0,05 g de quercetina

en la mezcla de sintesis. Diametro promedio de 4&(TEM).

Figura 16. Nanoparticulas obtenidas con 2,50 g deina y 0,50 g de quercetina
en la mezcla de sintesis. Diametro promedio de 7r(TEM).
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Figura 17. Distribucion de diametro por numero obtaida por DLS de
nanoparticulas preparadas en presencia de difereraecantidades de quercetina
y 2,50 g de zeina.

Las nanoparticulas con vitamina A presentaron ameiro promedio superior a las
nanoparticulas con quercetina, de entre 113 y #¥$agun los resultados obtenidos
por DLS (Tabla 7). En base a estos resultados,enobserva una relacion directa
entre el didametro de nanoparticula y la concerndraiiicial de vitamina A en la fase

organica o la eficiencia de encapsulacion.

La principal limitacion de las particulas coloidalge zeina es que tienden a perder
estabilidad. El punto isoeléctrico de la zeina ¢& ®or lo tanto, los sistemas
coloidales a base de zeina preparados a pH neuwdep poseer menor carga
superficial y dar lugar a agregados mayores y amangor distribucién de tamafio. El
uso de estabilizantes en concentraciones Optimedepucambiar la carga superficial
o alterar el pH del medio para obtener dispersiatgesanoparticulas mas estables
(Zhang et al., 2014). Los polimeros ofrecen estamion por fendmenos de
repulsion estérica y electrostdtica. Ademas, suspipdades (como rigidez y
polaridad) juegan un papel importante en la inidbiclel crecimiento del tamafio de
las nanoparticulas (Joye y Julian, 2013), ya quesgbservado que ciertos polimeros
disminuyen la tension interfacial y, por lo tanwisminuyen la velocidad de
nucleacién, dando lugar a nanoparticulas de meaorafio. Sin embargo, a
concentraciones superiores a la requerida de kztaibe sus efectos beneficiosos

desaparecen y pueden incluso promover el crecimidatla particula. Cuando la
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concentracién de estabilizante excede su concénrde floculacion critica, puede
inducir a la agregacion de las particulas (Joydigd, 2013).

El uso de caseinato sodico no afectd significatematen al diametro pero si a la
uniformidad de las nanoparticulas, como se ap@migparando las Figuras 19 y 20.
Por otra parte, se distingue un ordenamiento dasrenanoparticulas, que parecen
embebidas en una micela de caseinato (ver Figlrg22).

Tabla 7. Diametro promedio de particula obtenido pea nanoparticulas
preparadas en presencia de cantidades diferentese ditamina Ay 2,50 g de

zeina.

Muestra Didmetro promedio Didmetro promedio
de particula por DLS (nm) de particula por TEM (nm)

50 L VA 135 126
100 pL VA 118 n.d.
200 uL VA 113 n.d.
500 pL VA 171 n.d.

n.d.: datos no disponibles
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Figura 18. Distribucién de didmetro por nimero obtaida por DLS de
nanoparticulas preparadas en presencia de difererdecantidades de vitamina A

y 2,50 g de zeina.
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Figura 19. Nanoparticulas obtenidas con 2,50 g deina y 50 pL de vitamina A
en la mezcla de sintesis. Diametro promedio de 1861 (TEM).

Figura 20. Nanopatrticulas obtenidas con 2,50 g deina, caseinato sodico y 50
pL de vitamina A en la mezcla de sintesis. Diametqoromedio de 124 nm
(TEM).

Los factores que influyen mayormente en la formacdié particulas coloidales son la
concentracion de zeina y de etanol en la mezchkasAdoncentraciones de etanol
conducen a la formacién de particulas mas pequefrasntras que altas

concentraciones de zeina dan lugar a particulasnesyPatel y Velikov, 2014). Esto
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es debido a que a bajas concentraciones de eghfiohite de solubilidad de la zeina
se alcanza en menos tiempo, y la zeina dispergatas solidifica rapidamente, antes
de que las gotas puedan dividirse en otras maspagqudando lugar a la formacion
de particulas mas grandes.

Al aumentar la cantidad de zeina de 2,50 g a 6 88 @ptuvieron nanoparticulas con
una distribucion de tamafio mayor (Figura 21).

Figura 21. Nanoparticulas obtenidas con 6,00 g deina, caseinato sédico y 50
uL de vitamina A en la mezcla de sintesis. Diametqeromedio de 136 nm
(TEM).

4.2. Caracterizacion espectroscopica.
4.2.1. Nanoparticulas de zeina con quercetina.

Se obtuvo el espectro UV-vis de la quercetina esmn mezcla etanol absoluto:agua
(60:10 v/v) y de las nanoparticulas de zeina (Bid@®) y se comparé con el de las
nanoparticulas cargadas con el antioxidante (Fig@)a La quercetina mostré dos
bandas de absorcion, una de ellas a 371 nm y @b am, asociadas a la absorcion
de luz del sistema cinamoil (anillos B+C) y benZaihillos A+B) respectivamente
(Patel et al. 2012). Las proteinas absorben unéideande luz considerable por

debajo de 300 nm, por lo que solo se pueden comlograambios en la banda a 371
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nm correspondiente a la quercetina en los espedai®sabsorcion de las

nanoparticulas de zeina cargadas con la misma.
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Figura 22. Espectro visible-UV de quercetina y deanoparticulas de zeina libres.
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Figura 23. Espectro visible-UV de nanoparticulas deeina con quercetina.

La interaccion de la quercetina con proteinas dmtamentada en la bibliografia ( Li
et al., 2014; Patel et al., 2012; Rasoulzadeh.e2@09) y explica el ensanchamiento
de la banda espectral a 371 nm (Figura 23).
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En el espectro del precipitado aparecen dos bamdad57 nm y 271 nm
correspondientes a la quercetina libre (Figuray24p se observa una contribucion
significativa de la banda correspondiente a la &eindicando que la quercetina

precipitada esté libre de proteina.
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Figura 24. Espectro visible-UV del precipitado de gercetina no encapsulada.

A continuacién se muestran los espectros de aldsoatiinfrarrojo de la quercetina
disuelta en una mezcla de etanol absoluto:agud@@6dyv) y las nanoparticulas de
zeina libres por un lado (Figura 25) y de las nartiqulas de zeina cargadas con
qguercetina por otro (Figura 26). Las bandas catatitas de la quercetina se
corresponden con la flexién del C-O (1660%nflexién de grupos aromaticos entre
1100 y 1600 cm (1446 cnit), flexion del O-H fendlico entre 1200 y 1400 ¢i1269
cm?) y alargamiento del mismo (3275 ¢n(Patel et al., 2012).as bandas de la
zefna se corresponden con la flexién del C-O a 1827y alargamiento del O-H y
N-H a 3275 cnt. En la Tabla 8 se muestran las principales sefigsroadas en el
espectro y su asignacion al grupo funcional comedjgnte, contrastadas con la

bibliografia.
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Tabla 8. Principales sefiales espectrales FTIR pata quercetina y la zeina.

Frecuencia en la
bibliografia, cii  Frecuencia,

Tipo de sefial

(Wu, Sun, Zhao, ot Tipo de enlace Asignacion
Li, y Zhou, 2008)
3335 3275 Alargamiento O-Hy N-H H|dr0>_<|los y
aminas
2917 3014 AIar_gam_ento C-H Grupos C_I-,,j de
asimétrico saturacion
2849 2900 Ala_r ga}m_|ento C-H Hidrocarbonos
simétrico
1699 1660 y V_|pra0|(_)n gle_ C-0 FIayonqd_es y
1625 flexion asimétrica aminoéacidos
Compuestos Flavonoides y
1513 - Alargamiento pue anillos
aromaticos e
aromaticos
. . C-H de grupos Flavonoides y
1450 1446 Vibracionde "o oy anillos
flexion o Lo
aromaticos aromaticos
1369 1376 Vlbrac_|9n de C-H Grupo C_I-& de
flexion flavonoides
Vibracién de
1269 1265  NeXon(O-H)y 50 c.co  Flavonoides
de flexion
asimétrica (C-CO’
Vibracion de .
alargamiento (C- Flavonoides y
1088 1079 g C-CyC-OH grupos
C)y flexion (C- alcohdlicos
OH)
Alargamiento (-C-
9=C), C-O-C,C-Cy Grupos
1043 1041 alargamiento (C- ! »
- C-OH alcoholicos
C) y flexion (C-
OH)
331 850 Esyra'ml'ento C-C-O Grupc_)s
simeétrico alcoholicos
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Figura 25. Espectro FTIR de quercetina y nanopartialas de zeina libres.
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Figura 26. Espectro FTIR de nanoparticulas de zeineon quercetina.

En la figura 26 desaparecieron las bandas espextial la quercetina a 3014 tm
1079 cnt, lo que puede ser indicativo que esta encapsuthmainando el espectro
de la zeina. Las bandas a 850'gml041 cnt, correspondientes al etanol, también

desaparecieron en este espectro, dado que lasamdoolas se encuentran en medio
acuoso.
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4.2.2. Nanoparticulas de zeina con vitamina A.

La vitamina A muestra una banda de absorcién and2@&n el espectro visible-UV
(Figura 27). En el espectro de las nanoparticidgapreduce un ensanchamiento en
esta banda (Figura 28), al igual que ocurria coquiercetina, lo que podria indicar

interaccion entre la vitamina A y la zeina.
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Figura 27. Espectro visible-UV de nanoparticulas deeina con vitamina A en

solucién acuosa.
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Figura 28. Espectro visible-UV del precipitado de #amina A no encapsulada.
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A continuacion se muestran los espectros FTIR gdédaina A palmitato disuelta en

una mezcla de etanol absoluto: agua (90:10 v/ve yad nanoparticulas de zeina

libres (Figura 29), asi como de las nanoparticd&ageina cargadas con vitamina A

(Figura 30). El espectro de la vitamina A palmitptesenta bandas de absorcion a
2800-3200 crif debido al alargamiento del GH1648 crit correspondiente al

alargamiento del éster, 1400-1500 debido al alaigysim del ciclohexano aromatico

y 1083 cnt correspondiente al alargamiento de C-O (PezesBkgnbarzadeh, y
Hamishehkar, 2016).
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Figura 29. Espectro FTIR de vitamina A y nanoparticlas de zeina libres.
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Figura 30. Espectro FTIR de nanoparticulas de zeineon vitamina A.

Las bandas de la zeina se correspondian con lerfladel C-O a 1627 cthy
alargamiento del O-H y N-H a 3275 ¢mEn la Figura 30 se observa que la
intensidad de las bandas caracteristicas de ImivitaA a 2970 cim y 1083 cnit
disminuye considerablemente, lo que también puedéendicativo de que tuvo lugar

la encapsulacion.
4.3. Caracteristicas luminiscentes de las nanoparticulas
4.3.1. Nanoparticulas de zeina con quercetina.

A continuacion se muestran los espectros de emdgdlas nanoparticulas de zeina
libres (Figura 31), de la quercetina (Figura 32)eylas nanoparticulas con quercetina
(Figuras 33y 34).
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Figura 31. Espectros de excitacion y emision de naparticulas de zeina libres.

La zeina muestra un espectro de emision a 304 amdoues excitada a 280 nm. La
corta longitud de onda de emisién de la zeina sbuge a su composicion en
aminoacidos. La zeina contiene una elevada canddacsiduos de tirosina (5,0%
p/p aproximadamente), que presenta un maximo dsi@mde en torno a 304 nm
(Joye et al. 2015).

El espectro de emision de la quercetina cambia7@ensn cuando el disolvente es
agua a 527 nm en etanol absoluto:agua (60:40 wWbynm en etanol absoluto:agua
(90:10 v/v), lo que indica que en disolventes mempadares tiene lugar un

desplazamiento espectral hacia longitudes de orddecortas (Joye et al. 2015).
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Figura 32. Espectros de excitacion y emision de quercetina ena mezcla de

etanol absoluto:agua (60:40 v/v

El término quenchingde fluorescencia hace referencia adisminucion en I
intensidad de l8uorescenci emitidapor un fluorocromo, como la proteina, debic
distintas interacciones molecularposibles como reordenamientos molecule
transferencia de energia, colisiones molecularEsracion de un nuevo comple
molecular. Brmite obtener informacién sobre el tipo de intei@t que tiene luge
entre proteinas y otras moléculas ya que [ce cambios en la fluorescen:
intrinseca de las mismadofje et a 2015; Sun et al. 2015kn la bibliografia se h
reportado este fendmeno en nanoparticulas de zEn el estudio deJoye et al.
(2015) la fuorescencia de lzeina se redujo gradualmente con el aumento
concentracién de quercetagetina encapa. Lo mismo ocurrié en el trabajo de £
et al. (2015)al encapsular resveratrol en nanoparticulas deazgide gliadina
sugiriendo que el resveratrol interacciono corelima mediante puentes de hidrog

y con la gliadina mediante interacciones hidbicas.

Se comprobd que la intensidad de fluorescenciaadenhnoparticulas de ze
disminuye al aumentar la concentracion de quereamntapsulac (Figura 3), dado
que las nanoparticulas que contenian 0y 0,10 g de quercetiren la fase organic

fueron las que presentaron mayor eficiencia depesutacion.
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Figura 33. Espectros de emision de nanoparticulagdeina y nanoparticulas de

zeina cargadas con quercetina.éxc = 280 nm).

1200

1000
< 800
S /\
) e 0,05g Q
3 600 ~ N
(]
£ 400 \ 0,25gQ

— e \ —0,5gQ
200 —
0
500 520 540 560 580 600

Longitud de onda, nm

Figura 34. Espectro de emisién de las nanoparticidacon quercetina {exc = 385

nm).

Las nanoparticulas de zeina cargadas con quergeésentan un maximo de emisiéon

a 525 nm para una longitud de onda de excitaci@88enm (Figura 34).
4.3.2. Nanoparticulas de zeina con vitamina A.

Al igual que ocurre con la quercetina, la intendidke fluorescencia de la zeina

disminuye al aumentar la concentracion de vitamdinencapsulada (Figura 35), lo
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que es indicativo de la existencia de algun tipmtkraccion entre la vitamina Ay la

zeina.

La vitamina A palmitato presenta un maximo de ebnisa 480 nm cuando es
excitada a 400 nm y las nanoparticulas cargadavitamina A, a 485 nm cuando

son excitadas a 415 nm.
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Figura 35. Espectros de emision de nanoparticulagdeina y nanoparticulas de

zeina cargadas con vitamina ANexc = 280 nm).

4.4. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion.

Se cuantificd la concentracion de los compuestusamsulados tras eliminar la
quercetina y la vitamina A no encapsulados de lapedsiones mediante
centrifugacion. Se siguié el siguiente procedimiest centrifugaron 20 mL de cada
una de las dispersiones y a continuaciéon se sepaabrenadante del precipitado. De
cada uno de los sobrenadantes de esta primerafugstion, donde se tienen las
nanoparticulas en medio acuoso, se tomaron 10 ste.\Eblumen se sometié a una
segunda centrifugacion para precipitar las nanmpdas. Los precipitados de
nanoparticulas se disolvieron posteriormente ermlOde una mezcla de etanol
absoluto y agua (60:40 v/v para las de querceti®@: 30 v/v para las de vitamina A)
y se realizd la cuantificacion por espectrometisibie-UV tras diluir cada muestra

adecuadamente. A continuacion se muestran logadeslobtenidos.
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4.4.1. Nanoparticulas con quercetina.

Con objeto de determinar la concentracion de gtiaecpresente en el interior de las
nanoparticulas, se realizé un calibrado de queaetn una mezcla de etanol
absoluto: agua (60:40 v/v) (Figura 36) y las nanibpalas precipitadas por
centrifugacion tras eliminar la quercetina libredglvieron en 10 mL de una mezcla
de etanol absoluto y agua (también en una rel&0d&40 v/v), liberando la quercetina
de las mismas. Tras una dilucion apropiada de padsstra (Tabla 9), se obtuvo su
espectro visible-UV (Figura 37). A partir del calido y el valor maximo de
absorbancia de la quercetina (a 371 nm) (Tabla %}esermind la concentracion de
quercetina encapsulada, teniendo en cuenta ladhlbhecha para cada dispersion. En
la Tabla 9 se muestran los gramos encapsuladoadenmuestra y la eficiencia de
encapsulacion, expresada como el porcentaje dgadeidn entre la concentracion de
quercetina encapsulada y la concentracion de dueadetal (libre y encapsulada) en
la dispersion. Para determinar la concentraciéguggcetina total en la dispersién es
necesario conocer el volumen de cada dispersidnlopgue al finalizar la sintesis,
tras eliminar parte del disolvente mediante rotavaje cada dispersion, se midié su
volumen (Tabla 9). Se realizé el mismo procedintiepara las nanoparticulas de
zeina y caseinato sédico con adicion inicial dé @0/ 0,50 g de quercetina. En la
Figura 38 se muestran los espectros de absorcigibledJV de las muestras
correspondientes a las nanoparticulas de zeinsagynedo sodico con 0,05 gy 0,50 g
de quercetina en la mezcla de sintesis y su eficiate encapsulacion se muestra en
la Tabla 10.

Las dispersiones que contenian inicialmente 0,06 @10 g de quercetina (sin
caseinato sodico) fueron las que presentaron risgp@ente mayor eficiencia de
encapsulacion (ver Tabla 9). Las nanoparticuladaddispersion con 0,10 g de
guercetina fueron las que mayor cantidad de queacehcapsularon (0,0263 g) y se
deduce gue bajo estas condiciones de sintesisatasparticulas no son capaces de

retener cantidades superiores.
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Figura 36. Recta de calibrado para la quercetina.

Tabla 9. Eficiencia de encapsulaciéon de quercetiren nanoparticulas de zeina

(2,50 g de zeina).

Muestra 0,05gQ 0,10gQ 0,259 Q 0,509 Q
Dilucion 1:30 1:30 1:30 1:30
Absorbancia 0,2182 0,2646 0,1137 0,0724

Concentracion de la

muestra diluida (M)

Volumen

de dispersion (L)
Concentracion inicial

en dispersion (M)
Concentracion encapsulada (M)
Gramos encapsulados

Eficiencia de encapsulacion (%)

7,0149E-06 8,3724E-06 3,9631E-06 2,7568E-06

0,25 0,30 0,30 0,30

5,9172E-04 9,8619E-04 2,4655E-03 4,9310E-03

2,1746E-04 2,5954E-04 1,2286E-04 8,5462E-05

0,0184 0,0263 0,0125 0,0087
37 26 5 2
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Figura 37. Espectros de absorcion visible-UV de queetina en nanoparticulas de

zeina (2,50 g de zeina).

Al afiadir caseinato sddico a la fase acuosa comabiBzante se reduce la eficiencia
de encapsulacion, que pasa del 37 % al 31 % padispersion con 0,05 g de
quercetina y del 2 % al 1 % para la dispersion@;60 g (ver tabla 10).

Tabla 10. Eficiencia de encapsulacion de quercetiren nanoparticulas de zeina 'y
caseinato sddico (2,50 g de zeina; caseinato sédtaauna relacion

zeina:caseinato de 1:0,30 p/p)

Muestra 0,05gQ 0,509 Q
Dilucion 1:10 1:6
Absorbancia 0,4482 0,2854
Concentracion de la muestra diluida (M) 1,3737E-05 8,9808E-06
Volumen de dispersion (L) 0,30 0,20
Concentracion inicial en la dispersion (M) 4,9310E-04 7,3964E-03
Concentracion encapsulada (M) 1,5111E-04 6,2866E-05
Gramos encapsulados 0,0153 0,0042
Eficiencia de encapsulacion (%) 31 1
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Figura 38. Espectros de absorcion visible-UV de queetina en nanoparticulas
de zeina y caseinato sédico (2,50 g de zeina; azet® sddico en una relacion

zeina:caseinato de 1:0,30 p/p)

4.4.2. Nanoparticulas con vitamina A.

Para determinar la concentracion de vitamina A gsidada en las nanoparticulas, se
realizd un calibrado de vitamina A palmitato en umezcla de etanol absoluto: agua
(90:10 v/v) (Figura 39). Las nanoparticulas preagms por centrifugacion tras
eliminar la vitamina A libre se disolvieron en 10Lmle una mezcla de etanol
absoluto y agua con la misma concentracion qualdgdrado (90:10 v/v). Se obtuvo
el espectro visible-UV de cada muestra (Figura 4f3s hacer las diluciones
apropiadas (Tabla 11). A partir del calibrado yabr maximo de absorbancia de la
vitamina A (a 326 nm) (Tabla 11) se determind lacemtracion de vitamina A
encapsulada, teniendo en cuenta la dilucién heahea gada dispersion. En la Tabla
11 se muestran la concentracion encapsulada enmadatra y la eficiencia de
encapsulacién, expresada como el porcentaje dgadeidn entre la concentracién de
vitamina A encapsulada y la concentracion totavitemina A en la dispersion. Se
realizd el mismo procedimiento para las nanopdes$cde zeina y caseinato sodico
con adicion inicial de 5QL y 500 uL de vitamina A. En la Figura 41 se muestran los
espectros de absorcion visible-UV de las muestragegpondientes a las
nanoparticulas de zeina y caseinato sédico cquL50500 uL de vitamina A en la

mezcla de sintesis y su eficiencia de encapsulagdnuestra en la Tabla 12.
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Al contrario que con las nanoparticulas cargadas aqercetina, se produjo un

aumento de la concentracidon encapsulada conformausent6 la

concentracion

inicial de vitamina A en la fase organica, aunguééeminos de eficiencia se produce

una disminucion desde el 44 % para la dispersion5€qulL de vitamina hasta el 36

% para la dispersion con 5@ (ver Tabla 11). Asimismo, con el uso de caseinato

sbédico aumenta ligeramente la eficiencia de endagén, hasta un 45 % para la

dispersidn con 50L y hasta un 38 % para la dispersion con pDQver Tabla 12).
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Figura 39. Recta de calibrado para la vitamina A phmnitato.

Tabla 11. Eficiencia de encapsulacion de vitamina An nanoparticulas de zeina

(2,50 g de zeina).

Muestra 50 pL 100 pL 200 pL 500 pL
Dilucién 1:30 1:30 1:30 1:60
Absorbancia 0,1509 0,2743 0,4570 0,5206
Concentracion (M) 5,5673E-06 9,7056E-06 1,5835E-05 1,7970E-05
Volumen de dispersion (L) 0,22 0,25 0,24 0,28
Concentracion inicial 3,8968E-04 6,8584E-04 1,4288E-03  3,0618E-03
en la dispersion (M)

Concentracion encapsulada (M) 1,7259E-04 3,0087E-04 4,9089E-04  1,0962E-03
Volumen encapsulado L) 22 44 69 179
Eficiencia de encapsulacion (%) 44 44 34 36
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Figura 40. Espectros de absorcion visible-UV de @tina A en nanoparticulas

de zeina (2,50 g de zeina).

Tabla 12. Eficiencia de encapsulacion de vitamina An nanoparticulas de zeina
y caseinato sodico (2,50 g de zeina; caseinato s0den una relacion

zeina:caseinato de 1:0,30 p/p).

Muestra 50 pL 500 pL
Dilucion 2:30 1:100
Absorbancia 0,2591 0,4260
Concentracion de la 9,2034E-06 1,4794E-05
muestra diluida (M)

Volumen de dispersion (L) 0,26 0,22
Concentracion inicial en dispersion (M) 3,2973E-04 3,8968E-03
Concentracion encapsulada (M) 1,4726E-04 1,4942E-03
Volumen encapsulado L) 22 192
Eficiencia de encapsulacion (%) 45 38
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Figura 41. Espectros de absorcién visible-UV de @@mina A en nanoparticulas
de zeina y caseinato sédico (2,50 g de zeina; cagt sédico en una relacion

zeina:caseinato de 1:0,30 p/p).

4.4.3. Nanoparticulas con cantidades crecientes de zeinargadas con

vitamina A.

Para cuantificar la vitamina A encapsulada en lasoparticulas obtenidas con
distintas cantidades de zeina y caseinato sodida Brezcla de sintesis, empleando
50 uL de vitamina A, se realiz6 un nuevo calibradovil@mina A en una mezcla de
etanol absoluto: agua (90:10 v/v) (Figura 42). basoparticulas precipitadas se
disolvieron en 10 mL de una mezcla de etanol absojuagua con la misma
concentracion (90:10 v/v). Como en los casos aresj tras una dilucion apropiada
de cada muestra (Tabla 13), se obtuvo su espesibdevUV (Figura 43) y a partir
del calibrado y el valor maximo de absorbanciaadeitamina A (a 326 nm) (Tabla
13) se determind la concentracion de vitamina Aapscglada. En la Tabla 13 se
muestra la concentracion encapsulada en cada mugstia eficiencia de
encapsulacién, expresada como el porcentaje dgadeidn entre la concentracién de

vitamina A encapsulada y la concentracion totalitiamina A en la dispersion.

Al aumentar la cantidad de zeina en la fase orgahasta 6,00 g, con 5d de
vitamina A y caseinato sodico en la fase acuosanenrelacion zeina:caseinato de

1:0,30 p/p, se consigue una eficiencia de encagisulael 85 % (ver tabla 13).
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Figura 42. Recta de calibrado para la vitamina A phnitato.

Tabla 13. Eficiencia de encapsulacion de vitamina £0pul) en nanopatrticulas

con cantidades crecientes de zeina y caseinato sadjrelacion zeina:caseinato de

1:0,30 p/p).
Muestra 2,50 g zeina 3,50 g zeina 4,50 g zeina 6,00 g zeina
Dilucion 2:30 1:30 1:30 1:30
Absorbancia 0,2591 0,1561 0,3070 0,3068

Concentracion de la

muestra diluida (M)

Volumen de dispersion (1)
Concentracion inicial

en dispersion (M)
Concentracion encapsulada (M)
Volumen encapsulado L)
Eficiencia de encapsulacion (%)

9,2034E-06 5,4473E-06 1,0711E-05 1,0703E-05

0,26 0,25

0,20

0,22

3,2973E-04 3,4292E-04 4,2865E-04 3,8968E-04

1,4726E-04 1,6887E-04 3,3205E-04

22 25
45 49

39
77

3,3179E-04
43
85
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5. CONCLUSIONES.

1. Se sintetizaron con éxito nanocapsulas de zeinaceapde contener en su

interior antioxidantes como la quercetina y lamitaa A palmitato.

2. La eficiencia de la encapsulacion de los antioxdemndepende de la
concentracion inicial de los mismos en la mezclaideesis. En presencia de
0,05 g iniciales de quercetina, la eficiencia deraapsulacion resultoé ser del
37 %. En el caso de la vitamina A palmitato, lzieficia de la encapsulacion

para 5QuL de la misma fue del 44 %.

3. Con el aumento de la concentracién de zeina yitadadde caseinato sédico
como estabilizante de las nanocépsulas se ohiignenejora en la eficiencia

de encapsulacion de la vitamina A, pasando del 44 85 %.

4. Los resultados obtenidos en este trabajo permitggurar un potencial
interesante de las nanopatrticulas de zeina comowes para la introduccion
de diferentes tipos de moléculas de interés natr&di 0 protector en
alimentos, tanto por la eficiencia de encapsulacidkomo por sus

caracteristicas de material GRAS.
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