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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo el desarrollo de nanoestructuras producidas a partir de
B-Lactoglobulina para la posterior encapsulacion y liberacion controlada de riboflavina
(vitamina By). Estos nanosistemas se consiguieron fabricar gracias a las propiedades
gelificantes que posee la B-Lg, seleccionando para ello diferentes condiciones de pH,
temperatura, tiempos de calentamiento y concentraciones de proteina iniciales. Las
nanoestructuras se caracterizaron en términos de tamafio medio, indice de
polidispersidad (PDI), potencial zeta y eficiencia de asociacion y capacidad de carga de
la riboflavina. El tamafio medio de las nanoestructuras formadas fue de 77.69 £ 5.92 nm
para muestras sin riboflavina y 81,81 = 7,72 nm con la riboflavina encapsulada,
presentando un PDI de 0.182 + 0.003 y 0,261 * 0,005 respectivamente. Los

nanosistemas mostraron una eficiencia de asociacion del 75,54 + 0,54% y una capacidad
de carga del 5.84 + 0.10%. Por Gltimo se realizé un ensayo de estabilidad frente a la luz

para ver como afectaba a la estabilidad de las nanoestructuras fabricadas.



ABSTRACT

The purpose of this proyect is to develop nanostructures produced from B-Lactoglobulin
for the subsequent encapsulation and controlled release of riboflavin (vitamin B2).
These nanosystems were able to be produced thanks to the gelling properties of B-Lg by
selecting different pH conditions, temperatures, heating times and initial protein
concentrations. The nanostructures were characterized in terms of mean size,
polydispersity index (PDI), zeta potential and riboflavin association efficiency and
loading capacity. The average size of the nanostructures formed was 77.69 = 5.92 nm
for samples without riboflavin and 81.81 + 7.72 nm with encapsulated riboflavin,
presenting a PDI1 of 0.182 + 0.003 and 0.261 + 0.005 respectively. Nanosystems showed
an association efficiency of 75.54 + 0.54% and a loading capacity of 5.84 + 0.10%.
Finally, a light stability test was performed to see how it affected the stability of the

produced nanostructures.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
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Vivimos lo que actualmente se denomina una “transicion epidemioldgica”, ya que
nuestras causas de enfermedad y mortalidad comienzan a ser diferentes de aquellas que
nos aquejaban hace treinta o cincuenta afios atras. Enfermedades como las patologias
infecciosas, las enfermedades neonatales y la desnutricion, entre otras, estan en franco
retroceso para dar paso a un aumento de los problemas de salud intimamente ligados a
los habitos alimentarios como son los accidentes cardiovasculares, el cancer, la
obesidad, la arterioesclerosis y los problemas hepéaticos (Valenzuela, Valenzuela,
Sanhueza, & Morales, 2014).

Todo esto, sumado al interés del consumidor por una alimentacién saludable (producido
precisamente por el incremento de la incidencia de estas enfermedades) y a la evidencia
cientifica de que cierto tipo de alimentos tienen efectos positivos sobre la salud y el
bienestar, ha motivado el desarrollo de los Ilamados alimentos funcionales (AF) y de los
nutracéuticos (NT) en varios paises del mundo, principalmente en aquellos de mayor
desarrollo econémico (Pinheiro, Angelo, & Augusto, 2013).

Se consideran AF aquellos que, con independencia de aportar nutrientes, han
demostrado cientificamente que afectan beneficiosamente a una o varias funciones del
organismo, de manera que proporcionan un mejor estado de salud y bienestar. Estos
alimentos, ademas, ejercen un papel preventivo ya que reducen los factores de riesgo
que provocan la aparicién de enfermedades. NT es un concepto mas complejo, ya que
no se trata de alimentos pero si de componentes de estos que se pueden consumir en
mayores concentraciones que las habituales. Tampoco son medicamentos ya que no se
les atribuye propiedades terapéuticas pero si potencialmente preventivas (Serra &
Aranceta, 2002).

Como ya se ha mencionado, el consumidor exige, cada vez mas, nuevos y mejores
productos alimenticios capaces de combinar caracteristicas organolépticas Gnicas con
caracteristicas funcionales que puedan traer una mejora de su salud y garantizando al
mismo tiempo su seguridad.

Con el objetivo de responder a estos desafios, la industria alimentaria ha hecho un
esfuerzo para poner a disposicion alimentos que, ademas de su funcion vital, puedan
tener un aspecto funcional. Una de estas estrategias pasa por la incorporacion de
compuestos bioactivos en los alimentos a lo largo de su proceso de produccion
(Pinheiro et al., 2013).
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Una sustancia bioactiva se define como cualquier componente de los alimentos que
influye en la actividad celular y en los mecanismos fisiol6gicos y que ademas reporta un
efecto beneficioso para la salud (Azcona, 2013). La curcumina, el resveratrol, el retinol,
la quercitina, el B-caroteno y minerales como el hierro y el calcio son solo algunos
ejemplos de los cientos de compuestos activos presentes en nuestra dieta.

Sin embargo, estas tecnologias y procesos utilizados por la industria alimentaria para la
incorporacion de estos compuestos bioactivos no resultan del todo eficaces. A menudo
presentan problemas relacionados con la solubilidad, la degradacion, la agregacion y la
interaccion con las distintas matrices alimentarias, que hacen que el efecto funcional de
las sustancias bioactivas se reduzca e incluso se pierda antes de llegar al consumidor
(Pinheiro et al., 2013).

Es aqui donde entra en juego la nanotecnologia, una vez que esta area ha sido
presentada en los ultimos afios como una de las soluciones a muchos de estos
problemas. A grandes rasgos, la nanotecnologia engloba la produccion, la
caracterizacion y la utilizacion de sistemas a escala nano. Estos sistemas, a través de las
propiedades exclusivas debidas a su forma y tamafio, ofrecen un universo de nuevas
posibilidades para la industria alimentaria y es por eso que, recientemente ha habido un
gran interés en el comportamiento de los nanosistemas como vehiculos para la
incorporacion, proteccion, transporte y liberacién controlada de compuestos bioactivos
(Acosta, 2009; Sekhon, 2010).

En esta linea, una de las principales aplicaciones de la nanotecnologia en la industria
alimentaria pasa por desarrollar sistemas de liberacion de compuestos bioactivos a
nanoescala, que debido a su tamafio nanométrico puedan mejorar la solubilidad, la
biodisponibilidad y los aspectos sensoriales de estos compuestos, permitiendo a su vez

un control en su liberacion (Sekhon, 2010).

Uno de los factores importantes a tener en cuenta a la hora de trabajar con estos
materiales, es su seguridad. En la industria alimentaria la legislacion aplicada es muy
estricta, exigiendo que todos los materiales utilizados sean considerados seguros para el
consumo humano (es decir, que cumplan el estatuto GRAS- Generally Recognized as
Safe). Por lo tanto, uno de los principales desafios para la utilizacion de nanosistemas

para aplicaciones alimentarias es la utilizacién de materiales biodegradables y de grado
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alimentario que cumplan con esta norma y que permitan el desarrollo de bio-sistemas
con la funcionalidad deseada (Silva, Cerqueira, & Vicente, 2012).

Los materiales mas utilizados para alcanzar ese objetivo son polisacéridos, proteinas y
lipidos, que se pueden encontrar en muchos alimentos y que debido a su
biodegradabilidad y no toxicidad, pueden ser utilizados para construir sistemas a nano-
escala (Choi, Kim, Cho, Hwang, & Kim, 2011).

En relacion a los nanosistemas mencionados anteriormente, estos pueden ser
clasificados de acuerdo con los materiales utilizados en su fabricacion, los métodos de
produccién (p.ej. bottom-up o top-down), las fuerzas predominantes del sistema (p.ej.
electrostaticas, puentes de hidrogeno), las propiedades del sistema (p.ej. mecéanicas u
Opticas) y la energia libre asociada al sistema (Silva et al., 2012). En los ultimos afios se
han venido desarrollando diversos nanosistemas a través de la combinacion de las
diferentes formas de produccion, de la mezcla de materiales y de la utilizacion de
distintas fuerzas durante el proceso de produccion para lograr las funcionalidades
deseadas (Pinheiro et al., 2013).

De esta forma, la encapsulacion de compuestos bioactivos o ingredientes que
promueven la salud (NT), tales como vitaminas, péptidos bioactivos y antioxidantes en
nanosistemas y su posterior liberacion, es una forma simple de desarrollar alimentos
funcionales.

Sin embargo, se han de tener varios factores en cuenta, ya que la eficacia de los
ingredientes funcionales depende de la preservacion de su biodisponibilidad. Esta se
define como la fraccion de nutriente en una dieta 0 en un alimento que puede ser
utilizada por el organismo. Por tanto la biodisponibilidad y, consecuentemente, los
beneficios potenciales para la salud humana de los compuestos bioactivos pueden verse
comprometidos por factores como un tiempo de residencia insuficiente en el tracto
gastrointestinal, su baja permeabilidad y/o solubilidad, asi como por su inestabilidad
cuando estan sometidos a las condiciones del procesamiento en el tracto gastrointestinal
(Martinez, Ros, Periago, & Lopez, 1999).

La evaluacion de los nanosistemas frente a diferentes condiciones (p.ej. pH, temperatura
y fuerza ionica) en el tracto gastrointestinal, asi como del destino de los compuestos
bioactivos encapsulados es por tanto, crucial para optimizar la biodisponibilidad de
estos compuestos y para asegurar su funcionalidad y seguridad cuando se utilizan para

el consumo humano.
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En los ultimos afios se han venido utilizando distintos modelos in-vitro para estudiar el
comportamiento fisicoquimico de las nanoestructuras en el tracto gastrointestinal, pero
el conocimiento respecto al destino de los nanosistemas ingeridos es muy incipiente
aun. Es por eso que son necesarios estudios mas profundos para poder garantizar la

seguridad y producir sistemas de transporte y liberacién adaptados a cada aplicacion.

Este trabajo tiene por tanto el objetivo de desarrollar y caracterizar nanoestructuras
formadas a partir de un material biodegradable y apto para la industria alimentaria como
lo es la betalactoglobulina. Ademas, una vez seleccionadas las mejores condiciones para
la fabricacion de dichas nanoestructuras se pretende encapsular riboflavina ya que esta
vitamina es particularmente inestable y se degrada féacilmente con la luz y las
condiciones ambientales extremas (pH, temperatura, etc). Actualmente se han realizado
trabajos muy similares en los que se ha intentado encapsular riboflavina y otros
compuestos bioactivos usando distintos materiales como agentes encapsulantes pero el

trabajo aqui planteado es novedoso y no se ha abordado previamente.
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CAPITULO 2
CONSIDERACIONES TEORICAS Y
EXPERIMENTALES
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2.1-NANOTECNOLOGIA EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La palabra “nano” proviene del griego enano. Segun la Real Academia Espafiola de la
Lengua, la nanotecnologia se define como la tecnologia de los materiales y de las
estructuras en la que el orden de magnitud se mide en nanémetros, con aplicacion a la
fisica, la quimica y la biologia. La nanotecnologia es por tanto un campo interdisciplinar
que se extiende a través de todo el espectro de la ciencia incluyendo la fisica, la quimica
y la biologia, asi como las técnicas de micro-fabricacion pertenecientes al campo de la
ingenieria. Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de las estructuras y sistemas a
nanoescala son sustancialmente diferentes a las propiedades de esos mismos materiales
a escala macro. Esto es debido a las interacciones individuales de atomos y moléculas
que ofrecen aplicaciones Unicas y novedosas. A medida que el tamafio de las particulas
se reduce a escala nano, se produce un aumento inmenso de la relacion superficie
volumen que aumenta la reactividad y cambia las propiedades mecéanicas, eléctricas y
oOpticas de las particulas (Neethirajan & Jayas, 2011). Generalmente se aceptan como
nanoparticulas aquellas con un tamafio de particula por debajo de los 100 nanémetros,
donde fendmenos Unicos permiten nuevas aplicaciones y beneficios (Sekhon, 2010).

- = -9
1nm = 0,000000001m = 1x10°m Metros (m)
1A 1nm 1um 1 mm lem
0,0000000001 0,000000001  0,00000001  0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1
| | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | | |
0,1 1 10 100 1.000 10.000 100.000 1.000.000 10.000.000  100.000.000 1.000.000.000
Nanc’)metros (nm) Gldbulos rojos Acaros Cerebro humano
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o “? 72 s > Z
&P 4 \ o ’
" “ %J"vj , & 5
4 o ¢ b, 8
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1-2m

05-5A 344 1-100 nm Long. 0,5-5um 100 pm

Figura 2.1: Representacion escala nanométrica

(Imagen de: http://elfaronanotec.blogspot.pt/2016/10/que-es-la-nanotecnologia-el-tamano-si.html)

A pesar de que la nanotecnologia en la industria alimentaria estd empezando a ser
explorada recientemente en comparacion con otras areas como la farmacéutica, esta
tecnologia ha demostrado tener un gran potencial en el sector. En estos momentos, las
nanotecnologias abarcan aspectos como la inocuidad de los alimentos, los materiales de
embalaje, los nanosensores, la biodisponibilidad, los sistemas de transporte y liberacion

de compuestos y los nuevos materiales para la deteccion de patdgenos. Un ejemplo de
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esto son los envases y los recubrimientos comestibles que son capaces de proteger los
alimentos contra patdgenos gracias a sus propiedades antimicrobianas (Duran &
Marcato, 2013).

Entre las aplicaciones que mas atencién estan recibiendo se encuentran los
nanosensores, los sistemas de envasado de alimentos con mejores propiedades
mecénicas y de barrera (p.ej. adicion de nanofibras y nanoparticulas) y los sistemas de

transporte y liberacion controlada de compuestos a tamario nano.

2.1.1 SISTEMAS DE TRANSPORTE Y LIBERACION CONTROLADA

La administracion de componentes activos en el cuerpo humano requiere del uso de un
vehiculo apropiado para llevar una cantidad eficaz del ingrediente activo al sitio
deseado en el organismo (p.ej. el flujo sanguineo, 6rganos o células). La mayoria de
estos compuestos fitoquimicos, como los polifenoles y los carotenoides, son
compuestos poco solubles o lipofilicos y su administracion estd influenciada
significativamente por las propiedades fisicoquimicas que presentan (p.ej. solubilidad
en agua, coeficiente de particion y lipofilicidad). Este tipo de compuestos que se
disuelven mal en aceite 0 agua plantean serios problemas en cuanto a la ruta de
administracion, el transporte y el alcance de sus objetivos, que se traduce en una
biodisponibilidad oral deficiente. Por tanto, el disefio de vehiculos adecuados y una
formulacion eficiente representan un reto para la industria alimentaria (Yu & Huang,
2013).

Los sistemas de transporte y liberacion controlada resuelven muchos de los problemas
mencionados anteriormente. Debido a su tamafio sub-celular, son capaces de mejorar la
solubilidad, la biodisponibilidad y los aspectos sensoriales (p.ej. enmascarar sabores),
también consiguen prevenir reacciones quimicas indeseadas y proteger a los compuestos
funcionales frente a la degradacion fisica y quimica manteniendo su forma molecular
activa y permitiendo la liberacion controla del compuesto de interés (Cerqueira et al.,
2014; Chen, Remondetto, & Subirade, 2006; Madalena, 2016).
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Otro reto importante al que se enfrenta el sector alimentario a la hora de utilizar este
tipo de nanosistemas es la sustitucion de materiales no comestibles por materiales de
calidad alimentaria, biodegradables, que cumplan con el estatuto GRAS. Los
polisacaridos (p.ej. pectina, dextrano y quitosano), las proteinas (p.ej. los aislados de
proteina del suero y B-Lactoglobulina) y los lipidos (p.ej. triglicéridos de cadena media
y el aceite de maiz) son una de las alternativas para poder superar estos retos. Estos
compuestos presentan distintas ventajas en cuanto a la biodegradabilidad y ausencia de
toxicidad a la vez que abren una puerta a nuevas funcionalidades y aplicaciones
(Cerqueira et al., 2014).

Entre las principales nanoestructuras que se han desarrollado para transportar y liberar
sustancias bioactivas, destacan las nanocapsulas poliméricas, los nanosistemas basados

en lipidos y los nanohidrogeles (Cerqueira et al., 2014; Chen et al., 2006).

2.1.1.1- Nanoscapsulas poliméricas

Las nanocapsulas poliméricas (rango de tamafio entre 50 y 500 nm) presentan una alta
relacién superficie volumen y son muy atractivas para las bioaplicaciones in vitro e in
vivo. Estos nanosistemas pueden producirse a partir de una gran variedad de
mondmeros/polimeros sintéticos y naturales ya sea directamente a través de reacciones
quimicas o a través de la precipitacion de polimeros preformados (Musyanovych &
Landfester, 2014). En la siguiente figura se pueden observar las principales técnicas

utilizadas para la formacion de nanocépsulas.

Nanoprecipitacion

Auto-ensamblaje

Dispersion de polimeros
preformados

Métodos para la
formacion de
nanocapsulas

Gelificacion/coacervacion
ibnica

Emulsificacion espontanea o
Difusion del disolvente

Técnica de fluidos supercriticos

Precipitacion salina

Polimerizacién

Dispersion de la polimerizacién

Polimerizacién en emulsién

Figura 2.2: Métodos para la formacion de nanocapsulas. Adaptado de Cerqueira et al. (2014).
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Durante el desarrollo de las nanocépsulas, el método seleccionado para su produccion es
un punto clave ya que las estructuras deben tener unas propiedades que les permitan el
desempefio de sus funciones de manera adecuada y efectiva. EI método depende del
caracter fisicoquimico del polimero, del componente bioactivo con el que se trabaja, de
la aplicacion final y de las propiedades deseadas para la nanocapsula (p.ej. tamarfio de
particula, distribucion del tamafio, area superficial, forma, solubilidad, eficacia de
encapsulacion y mecanismo de liberacién) (Pal, Jana, Manna, Mohanta, & Manavalan,
2011).

Las nanocapsulas poliméricas por tanto, pueden actuar como vehiculos eficaces para la
liberacion controlada y dirigida de compuestos bioactivos ya que ofrecen ventajas como
una facil preparacién, una alta estabilidad en los fluidos bioldgicos y durante el
almacenado, un tamafio subcelular que permite una captacion celular mayor que otros
sistemas de particulas y la capacidad de mejorar la estabilidad de los compuestos
bioactivos (Pinheiro, 2013).

2.1.1.2- Nanosistemas basados en lipidos

Este tipo de sistemas esta siendo objeto de un interés cada vez mayor por parte de la
industria alimentaria. Dentro de ellos, las nanoemulsiones son uno de los campos de
aplicacion mas interesante una vez que estas actian como vehiculos de transporte para
compuestos lipofilicos como nutraceuticos, sabores, antioxidantes y sustancias
antimicrobianas (Silva et al., 2012). Las nanoemulsiones consisten en una fase lipidica
dispersa en una fase acuosa continua, estando cada gota de aceite (10-100 nm) rodeada
por una fina capa interfacial constituida por moléculas emulsionantes (McClements,
Decker, & Weiss, 2007).

Las nanoemulsiones se pueden producir utilizando una variedad de métodos que se
clasifican en dos grandes grupos, enfoques de alta energia por un lado y enfoques de
baja energia por otro. Los enfoques de alta energia utilizan dispositivos mecanicos
capaces de generar fuertes fuerzas disruptivas que rompen las fases de aceite y agua y
conducen a la formacion de gotitas de aceite (p.ej. homogeneizadores de valvulas de
alta presién, microfluidizadores y métodos de sonicacion). Los enfoques de baja energia

se basan en la formacién espontanea de gotitas de aceite dentro de sistemas mixtos
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aceite-agua-emulsionante cuando la solucion o las condiciones ambientales se ven
alteradas (p.ej. los métodos de inversion de fases y de disgregacion de disolventes)
(Silva et al., 2012).

Las nanoemulsiones ofrecen por tanto muchas ventajas. Poseen una alta estabilidad
cinética o termodindmica, son capaces de incorporar en la misma nanoemulsién tanto
compuestos lipofilicos como hidrofilicos y debido a los pequefios tamafios de gotas, las
sustancias de interés pueden ser transportadas a traves de las membranas celulares
mucho mas facilmente, lo que se traduce en un aumento de la concentracion de la

sustancia en el plasma y la biodisponibilidad (Yu & Huang, 2013).

2.1.1.3- Nanohidrogeles

Los nanohidrogeles de proteinas alimentarias son una red estabilizada por interacciones
hidréfobas, enlaces disulfuro y enlaces de hidrogeno resultantes del proceso de
gelificacion. Durante la gelificacion inducida por calor, la conformacion nativa de las
proteinas se desdobla (exponiendo grupos funcionales tales como grupos sulfhidrilo o
hidrofobicos) y se produce el proceso de agregacion a través de enlaces disulfuro e
interacciones hidrofébicas, con el fin de minimizar la energia del sistema. A
continuacion se produce un gran aumento de la elasticidad, resultante de la formacién

de multiples enlaces de hidrdgeno tras el enfriamiento (Bourbon et al., 2015).

Nanohidrogel

Agregacion

Proteina Nativa

Tratamiento
gg térmico
338 o

(T °C min)
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Figura 2.3: Representacion esquematica de la produccion de un nanohidrogel mediante gelificacion a través de la

temperatura y adicion de sal Ca 2*. Adaptado de Ramos et al. (2017).
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Estos sistemas basados en proteinas han atraido una considerable atencion gracias a su
no toxicidad, su biodegradabilidad y su pequefia dimension (Bengoechea, Peinado, &
McClements, 2011). Ademas, poseen una gran red interior para la bioconjugacion
multivalente, que permite la liberacion controla de compuestos bioactivos, mejora la
solubilidad y la biodisponibilidad (especialmente en aquellos compuestos con una baja
solubilidad en matrices acuosas o bajas tasas de absorcién), posibilita un transporte
especifico de dichos compuestos a los tejidos deseados y asegura la estabilidad de los
mismos en el tracto gastrointestinal (Ramos et al., 2017).

Los nanohidrogeles de protéinas son también capaces de producir una respuesta a la
alteracion de ciertos estimulos ambientales (p.ej. pH, luz, campos eléctricos o
magnéticos, fuerza ionica, composicion del disolvente o condiciones enzimaticas), por
medio de la cual controlan de forma rapida y sencilla las propiedades de los mismos,
permitiendo asi la ya mencionada liberacion controlada y especifica de compuestos
bioactivos (Liu & Urban, 2010; Ramos et al., 2017).

Se utilizan distintos materiales y distintas técnicas para la produccién de nanohidrogeles
pero los materiales mas utilizados cominmente son los aislados de proteina del suero
(WPI) y la B-lactoglobulina (B-Lg) de los cuales se hablard méas en profundidad en los

siguientes apartados.

2.1.2 OTRAS APLICACIONES

Ademas de las aplicaciones mencionadas en el apartado anterior, que han sido objeto de
estudio a lo largo de este trabajo, la nanotecnologia tiene aplicaciones potenciales en
todos los aspectos de la cadena alimentaria incluyendo el almacenamiento, el control de
la calidad y el procesamiento y envasado de los alimentos (Neethirajan & Jayas, 2011).
Algunas de estas aplicaciones se centran globalmente en mejorar las propiedades
organolépticas, aumentar la vida Util de los productos mediante innovaciones en el
envasado, evaluar la inocuidad de los alimentos a través de sensores y ejercer una
actividad antimicrobiana contra las bacterias patogenas que puedan desarrollarse
(Ranjan et al., 2014). A continuacion se muestra una tabla con algunas de las

aplicaciones méas importantes de la nanotecnologia en el sector alimentario.
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Tabla 1- Aplicaciones prometedoras en nanotecnologia para industrias alimentarias.
Adaptado de Neethirajan & Jayas. ( 2011).

TECNOLOGIA
Nanoestructuras como

ingredientes alimentarios

Nanoencapsulacion de

suplementos

Nanoparticulas de aditivos y
suplementos

Envasado activo e
inteligente mediante
nanocomposites y
nanosensores

Transporte de nutrientes

Desinfectantes de
superficies

Tintas inteligentes basadas
en nanoparticulas,

nanolayers reactivos

DESCRIPCION
Ingredientes y aditivos a tamafio

nano

Sistemas de transporte para

suplementos

Aditivos nanoparticulados

Envasado de alimentos

Estructura enzimatica,

modificacion, emulsion y espumas.

Nanoparticulas de ingenieria

Nanolitografia

BENEFICIOS
Mejoras de textura, reduccion de la
cantidad de sal y aztcar, mejora de la
biodisponibilidad
Enmascarar sabores, proteccion frente a

degradacion en el procesado.

Antimicrobiano, beneficios en la salud,
mejora de la biodisponibilidad.

Mejora de la flexibilidad, durabilidad,
estabilidad, temperatura y humedad,
propiedades barrera, evaluar la inocuidad
de los alimentos

Entrega selectiva de nutrientes, aumento
de la biodisponibilidad

Alimentos no contaminados, proteccion
contra patégenos

Trazabilidad, autentificacion

prevencion de la adulteracion

Por ejemplo una de las aplicaciones que puede conllevar la utilizacion de un nanosensor
es la deteccion de proteinas alérgicas en productos para prevenir reacciones adversas
(p.ej. cacahuetes, nueces y gluten), también se han desarrollado nanosensores basados
en Oxidos de metal que son capaces de detectar gases y nanosensores capaces de
detectar indicadores especificos del metabolismo de patégenos (Cushen, Kerry, Morris,
Cruz-Romero, & Cummins, 2012; Ranjan et al., 2014; Sekhon, 2010).

Otro ejemplo de las aplicaciones que puede tener la nanotecnologia lo podemos
encontrar en los sistemas de envasado de alimentos. Actualmente una gran variedad de
nanomateriales han sido introducidos en este &rea como aditivos funcionales. Desde
nanoparticulas de plata (AgNP), nanoclays y 6xidos de nano-zinc (nano-ZnO), hasta
nanoparticulas de nitruro de titanio (nano-TiN) que debido a las diferencias en sus
estructuras quimicas y caracteristicas introducen propiedades distintas en el material
huésped, lo que conduce a diferentes aplicaciones funcionales en el envasado
(Bumbudsanpharoke & Ko, 2015).
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2.2 PROTEINAS

Las proteinas son las macromoléculas bioldgicas mas abundantes. Producidas en todas y
cada una de las células, ocupan un lugar muy importante cualitativa y cuantitativamente
hablando entre las moléculas constituyentes de los seres vivos. Desde el punto de vista
funcional, su papel es fundamental ya que no existe proceso biolégico que no dependa
de la presencia y/o actividad de ellas (Bracho Nava, 2012)

Todas las proteinas, ya sean de las mas antiguas lineas de bacterias o de las maés
complejas formas de vida, se construyen a partir del mismo conjunto ubicuo de 20
aminoécidos unidos covalentemente en secuencias lineales caracteristicas. Estas
secuencias y combinaciones son las responsables de que las proteinas tengan
propiedades y actividades sorprendentemente diferentes y de que puedan formar
productos tan diversos como hormonas, enzimas, fibras musculares o proteinas de la
leche (Nelson & Cox, 2004).

Cada uno de los 20 aminoacidos identificados hasta el momento son a-aminoacidos y
poseen en su constitucion, unidos al mismo atomo de carbono, un grupo carboxilo, un
grupo amino y un grupo R responsables del tamafio, estructura, carga eléctrica y
solubilidad en agua de los aminoacidos (Madalena, 2016). Los aminoacidos pueden
también polimerizar para formar cadenas polipeptidicas o proteicas. Esto ocurre
mediante una reaccion de condensacion que forma un enlace peptidico entre el grupo o-
carboxilo de un aminoacido y el grupo a-amino de otro, con la consiguiente liberacién

de una molécula de agua (figura 1.4) (Bracho Nava, 2012).
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Figura 2.4: Representacién esquematica de la formacion de un enlace peptidico.
(Imagen de: http://www.maph49.galeon.com/biomol2/peptide.html)
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Las proteinas por tanto, pueden tener diferentes estructuras dependiendo del nimero de
aminoacidos, de su constitucion y de la disposicion espacial que presentan y se
clasifican en estructuras primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias (Nelson & Cox,
2004). La estructura primaria hace referencia a la secuencia de aminoacidos y a la
localizacion de los puentes disulfuro, que ayudan a la estabilidad y son muy importantes
en la estructura, plegamiento y funcion de las proteinas. La estructura secundaria
corresponde a la disposicion espacial que puede adoptar la cadena de aminoacidos y su
estructura viene determinada por las interacciones mediante puentes de hidrégeno. Las
estructuras mas comunes son la a-hélice y la lamina-f (Figura 1.5) (Bracho Nava, 2012;
Olivares-Quiroz, Garcia, & Scherer, 2004).

Proteina
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Estructuras secundarias.

Figura 2.5: Representacion de las estructuras secundarias a-hélice y lamina-p3 en proteinas.
(Imagen de: https://alfaheliceblog.wordpress.com/2014/06/01/que-es-una-proteina/)

En cuanto a la estructura terciaria, ésta corresponde a la estructura tridimensional y
bioldgicamente activa de una proteina, resultante del plegamiento de una Unica cadena
polipeptidica. Aminoacidos que estan alejados en la secuencia polipeptidica
(conformaciéon primaria) y que se encuentran en diferentes tipos de estructuras
secundarias, pueden interaccionar dentro de la estructura terciaria. Por ultimo, la
estructura cuaternaria corresponde a un complejo de dos 0 mas cadenas de péptidos que
se mantienen unidas por interacciones no covalentes, o en algunos casos, covalentes
(puentes disulfuro) (Bracho Nava, 2012; Madalena, 2016; Olivares-Quiroz et al., 2004).

26



Podemos considerar a las proteinas como moléculas flexibles, ya que sus estructuras y
funcionalidades a menudo cambian en respuesta a estimulos externos. Como ya se ha
mencionado, la estructura molecular adoptada por una determinada proteina depende
principalmente de su secuencia de aminoacidos (factores intrinsecos), pero las
condiciones ambientales a las que esta expuesta (p.ej. temperatura, presion, disolventes,

pH), también influyen en esa estructura (factores extrinsecos) (Branco, 2015).

En general las proteinas presentan excelentes propiedades que les permiten ser
utilizadas como ingredientes en la industria alimentaria a largo de los diferentes
procesos y contribuyen a mejorar la calidad y los atributos sensoriales de los alimentos.
Entre estas propiedades funcionales destacan la capacidad que poseen para retener agua,
la capacidad gelificante, su solubilidad, las propiedades espumantes y su capacidad para
modificar texturas (Branco, 2015). A lo largo de los siguientes apartados se
profundizara en algunas de estas propiedades que presentan las proteinas, en concreto
en las de la B-Lg presente en el suero lacteo.

2.3-PROTEINAS DEL SUERO

El suero lacteo es la fraccidn liquida obtenida durante la coagulacién de la leche en el
proceso de fabricacion del queso y de la caseina, después de la separacion del coagulo.
Es un liquido de color amarillo verdoso, turbio y de caracter &cido que contiene un 94%
de agua, proteinas y grasas. Considerado por largo tiempo como un deshecho dificil de
tratar, es actualmente una de las materias primas mas utilizadas en el ambito alimentario
gracias a su coste relativamente barato, su alto valor nutricional y la gran variedad de
proteinas con propiedades quimicas, fisicas y funcionales que posee (Mclintosh et al.,
1998; Prudencio, Muller, Fritzen-Freire, Amboni, & Petrus, 2014)

Las proteinas del suero son ampliamente aceptadas como elementos alimenticios y son
utilizadas como ingredientes en diversos productos de confiteria, panaderia y helados,
formulas infantiles, alimentos saludables y barritas deportivas. Una gran variedad de
productos a partir de suero ya estan disponibles en el mercado entre los que se incluyen
los concentrados de proteina de suero de leche (WPC), con un contenido proteico entre

50-85% en seco, Yy los aislados de proteina del suero (WPI) con un contenido de
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proteinas por encima del 90% y cantidades muy pequefias de lactosa y grasa. Las
proteinas del suero son también matrices adecuadas para el suministro de compuestos
bioactivos, y son en consecuencia, un componente importante de la dieta humana
(Ramos et al., 2017).

Estas proteinas son tipicamente de naturaleza globular (muy susceptibles a la
desnaturalizacion por calor) y con altos niveles de estructuras secundarias y terciarias en
las que los aminoacidos acidos/basicos e hidrofobos/hidrofilicos se distribuyen de una
manera bastante equilibrada. Sus componentes principales son la p-Lactoglobulina (j-
Lg), la a-lactalbumina (a-La), la inmunoglobulina (IG) y la albimina del suero bovino
(BSA), que representan el 50, 20, 10 y 10%, respectivamente, de la fraccion del suero.
Ademas el suero lacteo contiene también numerosas proteinas menores como la
lactoferrina (LF), la lactoperoxidasa (LP) y la peptona proteasa (PP) junto con otros

componentes menores (Livney, 2010).

En la siguiente tabla se puede observar el perfil de las proteinas del suero incluyendo las

propiedades quimicas y fisicoquimicas generales.

Tabla 2- Composicion de las principales proteinas del suero bovino, concentracién
relativa, peso molecular (PM), punto isoeléctrico (PI), temperatura de desnaturalizacion

y namero de residuos aminoacidos.

0
Proteina del suero  Concentracién P.M (KDa) P.l Td (°C) rezlidi?)s
g/l aminoéacidos
Total 7 - - - -
B-lactoglobulina 3,5 18,3 5,2 71,9 162
a-lactalbumina 1,2 14,2 4,8 64,3 123
Inmunoglobulinas 0,7 150-900 5,5-6,8 - -
BSA 0,4 66,4 4,7-49  72-0-74-0 583
Peptona proteasa >1 <12 3,3-3,7 - -
Lactoferrina 0,02-0,35 80,0 8,0-85 63,0y90,0 700
Lactoperoxidasa 0,01-0,03 78,5 9,8 70,0 612
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Recientemente, estas proteinas han sido centro de atencion por su capacidad de
combinar las caracteristicas de un sistema hidrogel con las de una nanoparticula y servir
asi como vehiculos para el transporte de diversas sustancias. Puesto que estos sistemas
se han logrado hacer con un tamafio submircrénico y subcelular, presentan ventajas
importantes en cuanto al sitio de unién y liberacién de compuestos, y gracias a su
capacidad de penetrar en los sistemas circulatorios consiguen alcanzar lugares
especificos en el organismo. (Cerqueira et al., 2014; Okuro & Gonc, 2017). Esto
solamente ha sido posible gracias a las propiedades de las proteinas mencionadas
anteriormente, en concreto, gracias a su capacidad para establecer ligaciones inter e

intra-moleculares.

Dado que la B-Lg es el componente principal del suero lacteo y la fuente de la mayoria
de las propiedades funcionales que presenta este subproducto, se llevara a cabo un

analisis méas profundo de esta proteina a continuacion.

2.4-BETA-LACTOGLOBULINA

La B-Lg, la proteina del suero mas presente en la leche de vacuno, es una pequefia
proteina globular con 162 residuos de aminoacidos, con una masa molecular de 18,400
Da y un punto isoeléctrico (pl) de 5,3. La proteina se clasifica dentro de la familia de las
lipocalinas debido a su alta afinidad por ligandos hidrofobicos. Asi la B-Lg es capaz de
unirse a diversos compuestos hidrofébicos como los acidos grasos, lipidos, compuestos
aromaticos y vitaminas (Aprodu, Ursache, Turturica, Rapeanu, & Stanciuc, 2017).
Ademaés, posee dos variantes genéticas, A y B, que difieren entre si en las mutaciones
que ocurren en las posiciones 64 (AspA — GlyB) y 118 (ValA — AlaB) de la cadena
de aminoéacidos (Kontopidis, Holt, & Sawyer, 2004).

Esta proteina contiene dos puentes disulfuro intramoleculares (Cys66-Cys160, Cys106-
Cys119) y un grupo tiol libre (Cys121) responsable de su actividad antioxidante. Su
estructura terciaria estd dominada por un barril-B (céliz central) y consta de nueve
laminas-B antiparalelas y una hélice-a principal en el extremo C-terminal de la cadena
polipeptidica. El grupo tiol queda enterrado entre el barril-p y la hélice-o. mencionados.
A nivel de su estructura cuaternaria, la B-Lg estd presente de forma mayoritaria en su

forma monomérica o dimérica, viéndose este equilibrio significativamente influenciado
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por las condiciones ambientales (Aprodu et al., 2017; Diarrassouba, 2013; Madureira,
Pereira, Gomes, Pintado, & Xavier Malcata, 2007).

A valores de pH entre 5 y 7, incluyendo el de la leche (~ pH 6.6), la B-Lg existe en
solucion como dimero, a valores de pH menores de 3 y mayores de 7 predomina la
conformacién monomérica y a valores entre 3.5 y 5 se encuentra como un octamero. Se
pueden apreciar por tanto, las diferentes transiciones estructurales de su estructura
cuaternaria cuando el pH del medio es modificado (Diarrassouba, 2013; Madureira et
al., 2007).

En la siguiente imagen podemos observar la estructura ya mencionada de la f-Lg, con
sus nueve ldminas-B que corresponden a las letras que van desde (A-1), la hélice-a y los

dos puentes disulfuro.

Figura 2.6: Representacion de un monomero de B-Lg.

(Imagen de: http://www.mdpi.com/2218-273X/4/1/202/htm)

En cuanto a la capacidad de ligacion, la B-Lg contiene tres sitios de union para
diferentes moléculas hidrofobas. EI primero se encuentra en la cavidad central o céliz, el
segundo esta localizado en la hendidura superficial que se encuentra entre la hélice-a y
la superficie del barril y el tercero esta situado en la interfase mondmero-monomero

(Harvey, Bell, & Brancaleon, 2007). Existen también dos lugares potenciales de union
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mas, uno en la superficie cercana al Trp19-Argl24 y el otro cerca de la apertura del
barril-B (Zhang, Liu, Subirade, Zhou, & Liang, 2014).

Respecto al papel fisiologico de la B-Lg, éste parece estar intimamente relacionado con
su composicion en aminoacidos y estructura terciaria (Madalena, 2016). Ademas de su
alto valor nutricional y su mas que justificado uso como ingrediente funcional en
alimentos y NT, esta proteina tiene un impacto relevante en la salud humana y puede
servir como anticancerigeno, antimicrobiano, inmunomodulador, hipotensor y agente

hipocolesterolémico (Diarrassouba, 2013).

En lo referente a las propiedades funcionales de la B-Lg, muchas de ellas encuentran
numerosas aplicaciones en la industria alimentaria, destacando especialmente la
capacidad de formacion de geles que posee, su capacidad espumante y su capacidad de

estabilizacion de emulsiones (Chen et al., 2006).

La gelificacion de esta proteina se consigue tradicionalmente mediante tratamiento
térmico. Al exponerla a temperaturas superiores a 50 °C, la B-Lg se desnaturaliza
parcialmente, lo que provoca un cambio conformacional que da como resultado la
exposicion de los grupos hidrofébicos y del grupo tiol previamente enterrados. Gracias
a esta exposicion, la proteina es capaz de agregarse y formar una red tridimensional
mediante interacciones hidrofdbicas y enlaces disulfuro (Chen et al., 2006; Hoffmann &
Mil, 1997). Cuando el valor del pH esta lejos del pl, los geles formados son
transparentes, mientras que si le proteina se encuentra cerca de su pl los geles que se

forman son opacos y particulados (Diarrassouba, 2013).

Por lo tanto, estas nanoestructuras tridimensionales formadas a partir de B-Lg pueden
ser utilizadas como sistemas de encapsulacién, transporte y liberacion controlada de
compuestos bioactivos ya que ademas de proteger a estas sustancias de la degradacion
producida por factores externos como el oxigeno y la humedad, también presentan una
elevada resistencia a condiciones de pH acido como las que se pueden dar en el sistema
gastrico (Ezhilarasi, Karthik, Chhanwal, & Anandharamakrishnan, 2013; Madureira et
al., 2007; Ramos et al., 2017).
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2.5-COMPUESTOS BIOACTIVOS, VITAMINAS Y RIBOFLAVINA

2.5.1-COMPUESTOS BIOACTIVOS

Durante el pasado siglo hubo avances importantes en el conocimiento sobre
alimentacion y salud propiciados por una gran cantidad de estudios sobre la
composicion de alimentos, estudios epidemioldgicos y estudios de laboratorio para
determinar actividades bioldgicas. Todo ello ha contribuido a la identificacion de
determinados componentes de la dieta (bioactivos), como factores potencialmente
implicados en la prevencion de procesos patologicos (Chalé, Ancona, & Campos, 2014;
Momin, Jayakumar, & Prajapati, 2013).

Como ya se ha mencionado anteriormente, los compuestos bioactivos son fitoquimicos
que estdn presentes en los alimentos y que son capaces de modular procesos
metabolicos logrando una mejora en la salud. En general estos compuestos se
encuentran en alimentos vegetales como frutas, verduras y granos integrales y sus
concentraciones suelen ser muy pequefias (Carbonell-Capella, Buniowska, Barba,
Esteve, & Frigola, 2014). Dentro de estas sustancias se pueden encontrar compuestos
como vitaminas, antioxidantes, antimicrobianos, polifenoles, probioticos, prebioticos y

minerales (Palencia Mendoza, 2011).

2.5.2-VITAMINAS

Las vitaminas son pequefias moléculas organicas esenciales para la salud humana, ya
que ayudan al cuerpo a crecer y desarrollarse. Ademdas son capaces de prevenir
enfermedades y promover la salud en general (Ball, 1988). Desafortunadamente, la
mayoria de estos agentes bioactivos se producen en cantidades insignificantes o
directamente no se producen en el organismo. Es por eso que las vitaminas deben
suministrarse a través de los alimentos o de suplementos dietéticos si fuese necesario
(Katouzian & Jafari, 2016). Se clasifican en dos grupos, hidrosolubles (p.ej. vitamina
Bi1, B2, Bs, Bs, Bs, B7, Bg, B12 y vitamina C) o liposolubles (p.ej. vitamina A, D, E y K)
y su deficit puede provocar enfermedades como la xeroftalmia (déficit vit A), el
escorbuto (déficit vit C) o la pelagra (déficit de niacina) (Ball, 1988; de Souza Simdes et
al., 2017).

32



Estas moléculas son también muy sensibles a factores como el calor, los agentes
oxidantes, la luz y el pH que pueden provocar su degradacion o reducir su
biodisponibilidad. Es por tanto necesario el desarrollo de nuevos métodos como puede
ser la nanoencapsulacion para preservar y mantener las caracteristicas innatas de las

vitaminas a lo largo del tiempo (Katouzian & Jafari, 2016).

2.5.3-RIBOFLAVINA

La riboflavina, también conocida como vitamina Bz es un compuesto organico,
hidrosoluble y de color amarillo anaranjado perteneciente al complejo B de las
vitaminas (Northrop-Clewes & Thurnham, 2012). Las plantas y algunos
microorganismos pueden sintetizar riboflavina pero los animales necesitan obtener este
nutriente mediante la dieta (Ashoori & Saedisomeolia, 2014). Entre los alimentos que
presentan mayores concentraciones de esta vitamina podemos destacar la leche y los
productos lacteos, los huevos, las carnes, los vegetales con hojas y el salvado de trigo
(Azevedo, Bourbon, Vicente, & Cerqueira, 2014).

Aunque se necesita solo en pequefias cantidades (la dosis diaria recomendada para
hombres adultos es 1.3 mg, 1.1 mg para mujeres y entre 0.4 y 1.2 mg para nifios), la
riboflavina es esencial y su deficiencia se conoce como arriboflavinosis (Dai & Koh,
2015). En el ser humano, la deficiencia se asocia con un agrietamiento de la piel en las
comisuras de la boca y fisura de los labios, picazén y descamacion de la piel facial,
hinchazén de la lengua y sensibilidad de los ojos a la luz (Northrop-Clewes &
Thurnham, 2012).
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Figura 2.7: Representacion de la estructura de la riboflavina.

(Imagen de: http://www.scielo.cl/fbpe/img/rchnut/v36n2/fi95.1.jpg)
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A pesar de que la deficiencia de esta vitamina es mas frecuente en las poblaciones
subdesarrolladas con un bajo consumo de productos lacteos y carne, también se han
reportado niveles bajos de ella en ancianos, nifios, mujeres embarazadas y personas con
ciertos tipos de canceres, cardiopatias congénitas y consumos excesivos de alcohol en

paises desarrollados (Ashoori & Saedisomeolia, 2014).

Este micronutriente es también el componente central de los cofactores flaviin adenin
dinucleotido (FAD) y flavin mononucle6tido (FMN) y como el resto de vitaminas del
grupo B, desemperfia un papel clave en el metabolismos energético, especialmente en el
metabolismo de las grasas, los cuerpos cetonicos, los hidratos de carbono y las proteinas
(Mack & Grill, 2006). Al mismo tiempo es necesaria para activar la vitamina Be, ayuda
a crear niacina y favorece a la glandula suprarrenal. También se utiliza para la
formacion de glébulos rojos, la formacidn de anticuerpos y el crecimiento y respiracion

celular (Bernardos et al., 2008).

En lo referente a su estabilidad, la riboflavina es considerada una de las vitaminas méas
estables ya que soporta muy bien las altas temperaturas en procesos de cocinado y
esterilizacion, pero factores como la luz y las condiciones alcalinas pueden destruirla
facilmente (Combs, 2008; Northrop-Clewes & Thurnham, 2012). Ademas, su
solubilidad en agua es pobre por lo que su absorcién en el organismo se ve
comprometida (Ahmed & Ayres, 2007).

Por lo tanto, con el fin de maximizar la biodisponibilidad de esta vitamina y superar las
limitaciones arriba mencionadas, la nanotecnologia y mas concretamente los
nanosistemas para la encapsulacion y transporte controlado de compuestos (p.€j.

nanoestructuras de B-Lg) pueden ser utilizados como vehiculos protectores.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA UTILIZADA
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3.1- MATERIALES

A lo largo de este trabajo se utilizo B-Lg purificada a partir de un WPI (Lacprodan DI-
9212) amablemente suministrado por Arla Foods Ingredients (Viby, Denmark). La
riboflavina con una pureza > 98% se adquiri6 como polvo liofilizado a la empresa
Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA). El agua ultra pura (resistividad 18,2 MQ/ cm) se
obtuvo con un sistema de purificacion de agua Milli-Q Ultrapure (Mlllpore, Bedford
MA, USA) vy la solucion tampon fosfato (25mM) pH 6 se prepar6 utilizando 2,26 mL
NaH2POs y 2,74 mL de Na2HPO4 por cada 95 mL de agua ultrapura.

3.2- DESARROLLO DE LAS NANOESTRUCTURAS

3.2.1- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE PROTEINA

Se utilizé una solucién tampdn fosfato a pH 6 para la preparacion de las soluciones de
B-Lg. Esta solucion se prepard con el fin de estandarizar las condiciones de pH y
conductividad, disminuyendo asi la ocurrencia de errores en los ensayos sucesivos de
este trabajo. Se utilizaron diferentes concentraciones de proteina (0,5; 1,0 y 1,5 % p/v)
como punto de partida para la produccién de las nanoestructuras en una fase de
optimizacion y caracterizacion de formulaciones y técnicas. Posteriormente se verifico
que el pH de cada una de las soluciones se mantuviese en 6, afladiendo para ello HsPO4
0 NaOH si fuese preciso. Por ultimo se agitaron las muestras durante 2 h antes de

guardarlas en refrigeracién para ser utilizadas.

3.2.2- TRATAMIENTO TERMICO DE LA B-L.G

Previamente al tratamiento térmico, se procedio a agitar de nuevo las soluciones durante
20 min y se verifico una vez mas el pH. Acto seguido las soluciones fueron filtradas y
preparadas para testar su comportamiento bajo distintas temperaturas (60, 70 y 80 °C)
durante diferentes periodos de tiempo (es decir, 5, 15 y 25 min) a través de un proceso
de calentamiento convencional en bafio de agua (que permite la desnaturalizacion de las
proteinas, exponiendo sus aminoacidos libres para nuevos reordenamientos
moleculares). El calentamiento se realizé siempre bajo agitacion y en tubos de ensayo

por triplicado. Este proceso de calentamiento tuvo por objetivo seleccionar los tiempos
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y temperaturas de calentamiento que originan las mejores propiedades proteinicas en
cuanto al tamafio de particula. Una vez analizadas cada una de las muestras y
seleccionadas las condiciones adecuadas para la produccion de las estructuras a escala

nano se procedio a la incorporacion de la riboflavina a nuestros sistemas.

3.2.3- ADICION DE LA RIBOFLAVINA

Con el objetivo de conocer la concentracion éptima de riboflavina a ser incorporada en
las nanoestructuras producidas, se prepararon soluciones con diferentes concentraciones
de riboflavina. Estas soluciones fueron protegidas en todo momento con papel de
aluminio de la exposicion a la luz. La adicion de la riboflavina se realiz6 una vez
terminado el proceso de calentamiento y se afadieron exactamente los mismos
volumenes (500 uL) a cada una de las muestras para obtener unas concentraciones de
(0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y 0,0180 mg/mL). Por ultimo, las soluciones
resultantes se colocaron en hielo durante 10 min para permitir las interacciones
proteina-riboflavin. Este paso es crucial para verificar que concentracion de riboflavina

origina la mayor eficacia de asociacion.

3.2.4- EFICIENCIA DE ASOCIACION

La eficacia de asociacion (AE) por sus siglas en inglés se evalu6 comparando la
concentracion total de riboflavina (de cada una de las soluciones iniciales de
riboflavina) con la concentracion de riboflavina no unida a la B-Lg (en cada una de las
muestras preparadas). Primero se coloc6 1 mL de cada una de las soluciones de
riboflavina (0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y 0,0180 mg/ml) y 1 mL de cada
una de las muestras en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 14000 g durante 10 miny a
5 °C. Después de la centrifugacién se obtuvo un sobrenadante con la vitamina libre y un
pellet con un concentrado de nanoparticulas con riboflavina encapsulada. A
continuacion, se recogieron 0,1 mL de cada sobrenadante y se midieron
espectrofotométricamente a 450 nm (que corresponde al pico maximo de absorbancia de
la riboflavina). Por ultimo los picos maximos de absorbancia obtenidos de las
soluciones de riboflavina y de las muestras se utilizaron para determinar la
concentracion de vitamina usando una curva de calibracion apropiada de y = 4x10° - x —

2287,1; (R2=0,9977), siendo y la absorbancia y x la cantidad de riboflavina libre.
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Los resultados fueron despues utilizados para obtener la eficacia de asociacién de la

riboflavina a través de la siguiente ecuacion:

RIBE TOTAL — RIE LIBRE
AE (%) = RIB TOTAL £ 100

(Ecuacion 1)

Donde RIB TOTAL representa la concentracion de riboflavina en soluciéon y RIB LIBRE
la concentraciéon de riboflavina libre separada de las nanoestructuras de B-Lg. Las

determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

3.2.4- CAPACIDAD DE CARGA

La capacidad de carga (LC) por sus siglas en inglés, fue calculada mediante la siguiente
ecuacion para las nanoestructuras producidas a partir de B-Lg después de haber afiadido

las diferentes concentraciones de vitamina B..

oo RIB TOTAL — RIB LIBRE
B NPS TOTAL

100

(Ecuacion 2)

Donde RIB TOTAL representa la cantidad total de vitamina, RIB LIBRE representa la

cantidad de vitamina libre y NPS TOTAL el peso total de las nanoparticulas.

El primer paso de este proceso fue pesar todos los Eppendorfs vacios. A continuacion y
después de la centrifugacion mencionada en el apartado anterior se retiraron todos los
sobrenadantes (sin tocar el pellet). Luego los Eppendorfs fueron colocados en una estufa
a 50 °C durante dos dias para terminar de eliminar el sobrenadante que no se pudo
retirar. Por Gltimo se pusieron en un desecador durante unos dias mas antes de proceder
al pesado de los pellets.

Este proceso nos permite conocer la diferencia de peso que se produjo, NPS TOTAL.
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3.2.5-ENSAYO DE ESTABILIDAD FRENTE A LA LUZ

La estabilidad de los nanosistemas de B-Lg/riboflavina fue medida a través de un ensayo
en el que las muestras fueron sometidas a una fuente luminica con una intensidad de 11
umol - fotéon / m? - s durante distintos intervalos de tiempo (0, 20, 40 y 60 min) y (2, 4,
8, 24 y 48 h). Para llevar a cabo el experimento se prepararon por un lado una serie de
muestras formadas solamente por riboflavina y tampdn. Estas muestras se dividieron
posteriormente en dos grupos, muestras de riboflavina protegidas de la luz mediante
papel de aluminio y muestras de riboflavina sin ninguna proteccion. Por otro lado se
prepararon las muestras con el complejo B-Lg/riboflavina y se procedié a dividirlas del
mismo modo, muestras protegidas de la luz y muestras sin proteger. Los dos grupos de
muestras protegidas de la luz se utilizaron como control a la hora de evaluar la
degradacion de la riboflavina. La concentracion de riboflavina utilizada para la

preparacion de todas las muestras fue de 0,0018 mg/mL (estudiada previamente).

3.3- CARACTERIZACION DE LAS NANOESTRUCTURAS

3.3.1- DISPERSION DE LUZ DINAMICA

La caracterizacion de las nanoestructuras se realiz6 mediante la determinacion del
tamafio de las nanoparticulas formadas, el indice de polidispersidad (PDI) y el potencial
zeta (£). Para ello se utilizo un equipo de dispersion de luz dinamica (DLS), por sus
siglas en inglés, (ZetaSizer Nano ZS90, Malvern Instruments, U.K.).

DLS es una técnica no invasiva, versatil y bien establecida que permite medir el tamafio
y distribucién de moléculas y particulas tipicamente en la regién submicrométrica. El
tamafo de particula hace referencia al diametro de las nanoparticulas, el PDI describe la
anchura o la variacién de la distribucién del diametro de particula y es adimensional, el
potencial zeta por Gltimo es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion
electrostatica (o de carga) entre las particulas, y es uno de los parametros fundamentales
gue se sabe afectan a la estabilidad. Se considera que los valores de { superiores a +30
mV e inferiores a -30 mV representan sistemas coloidales estables (Malvern
Instruments, 2004).
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Las mediciones de estos parametros se basan en una fuente de luz laser que converge en
un punto de la muestra mediante una lente. La luz es dispersada por las particulas hacia
todos los &ngulos y a través de un solo detector, tradicionalmente colocado a 90° 0 173°
respecto al haz del laser, se recoge la intensidad de la luz dispersada. EI movimiento
Browniano de las particulas o moléculas en suspension que se define como el
movimiento aleatorio de las particulas durante un periodo de tiempo (las particulas
grandes tienen un movimiento lento, mientras que las pequefias muestran movimientos
mas rapidos), hace que la luz laser se disperse en diferentes intensidades. Con el analisis
de estas fluctuaciones en la intensidad se obtiene la velocidad del movimiento
Browniano, y por lo tanto del tamafio de particula mediante la ecuacion de Stokes-
Einstein (Branco, 2015; Madalena, 2016; Malvern Instruments, 2004).

Figura 3.1: Imagen de la instrumentacion utilizada para la medicion del tamafio de particula, PDI y carga.

Estd técnica fue utilizada a lo largo de todo el trabajo para la caracterizacion,
optimizacion y seleccion de las mejores condiciones para la produccion de las
nanoestructuras. Las mediciones del diametro de particula y PDI fueron realizadas
afiadiendo 1,5 mL de cada muestra en una cubeta de plastico mientras que para la
medicion del { se afiadieron 750 pL de cada muestra en una cubeta capilar. Todas las
mediciones fueron realizadas por triplicado y a una temperatura de 25 °C.
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3.3.2- ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La espectroscopia de fluorescencia puede servir como una herramienta universal a la
hora de estudiar interacciones entre proteina y ligando. EI método nos brinda ademas
una informacién importante a la hora de comprender las caracteristicas estructurales que
influyen en el mecanismo de unién entre cualquier compuesto diana y una proteina,
pudiendo ser aplicado con éxito para estudiar la interaccion entre ellos (Aprodu et al.,
2017).

En este trabajo se utilizé un espectrofluorimetro (Jasco FP6200, Tokyo, Japon) para
caracterizar las nanoparticulas de B-Lg y calcular la eficiencia de asociacion y la
capidad de carga de la riboflavina cuando se incorpora a estas nanoparticulas.

Los espectrofluorémetros estan constituidos por una fuente de luz visible y otra de luz
UV, un monocromador para seleccionar la frecuencia de excitacién, un soporte para la
muestra y un segundo monocromador equipado con un detector para registrar y medir la
fluorescencia emitida. Este equipo puede usarse para determinar tanto el espectro de
emisién de fluorescencia como el espectro de excitacion. Su mecanismo es
relativamente sencillo, la fuente emite luz en todas las direcciones y un primer
monocromador selecciona una banda de frecuencias que llega a la muestra. A
continuacién la muestra absorberd la luz y emitira al mismo tiempo fluorescencia en
todas las direcciones. La fluorescencia es finalmente recogida por un segundo
monocromador que selecciona una banda de frecuencias que sera recogida por el

detector para la formacion de los espectros (Branco, 2015).

A lo largo del trabajo, se utilizd esta técnica en diferentes etapas. La primera de ellas
consistio en determinar los espectros de absorcion y emision de diversas muestras de [3-
Lg tras someterlas a diferentes tratamientos de temperatura y tiempo y modificando las
concentraciones de proteina iniciales. En esta etapa se midié tanto la fluorescencia
intrinseca (fluorescencia natural, propia del sistema) de la muestra como la extrinseca
(cuando se afiade a la muestra un fluoréforo externo, en este caso ANS). La longitud de
onda (L) seleccionada para determinar la fluorescencia intrinseca fue de 295 nm y sus
espectros de emision se recogieron entre los 305 y 395 nm mientras que para la
fluorescencia extrinseca se selecciond una longitud de onda de excitacion de 370 nm y

se recogieron los espectros de emision entre los 430 y 590 nm.
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En la segunda etapa se utilizo la espectroscopia de fluorescencia para realizar una curva
de calibracion de la riboflavina. Para ello se utilizaron concentraciones por debajo y por
encima de la concentracion utilizada en el desarrollo de las nanoestructuras (0,0012;
0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120; 0,0180 y 0,0330 mg/mL).

A continuacién se volvié a utilizar esta técnica para calcular la eficiencia de asociacién
y la capacidad de carga de las nanoesctructuras frente a diferentes concentraciones de
riboflavina, utilizando para ello una longitud de onda de 450 nm.

Por ultimo se volvieron a analizar espectrofotométricamente diferentes muestras de
nanoestructuras tras haber sido sometidas a diferentes periodos de tiempo de exposicion
a la luz durante el ensayo de estabilidad realizado.

Siempre que esta técnica fue utilizada, se prepararon las muestras por triplicado y se

realizaron tres mediciones por cada muestra.

3.3.3-ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos que involucran datos experimentales se realizaron usando
el software Statistica version 10.0.228.8 (StatSoft.Inc, Tulsa, OK, USA). Se determind
la significancia estadistica (p < 0,05) usando un analisis de varianza ANOVA seguido
por los test de Turkey. A menos que se sefiale lo contrario, todos los experimentos

fueron realizados por triplicado.
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CAPITULO 4
RESULTADQOS EXPERIMENTALES
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4.1-IDENTIFICACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE FABRICACION DE LAS
NANOESTRUCTURAS

En este primer apartado de resultados se ha procedido a identificar y seleccionar las
mejores condiciones para la produccién de las nanoestructuras de p-Lg a pH 6. A lo
largo del estudio se han testado diversas concentraciones de B-Lg inicial, al mismo
tiempo que se han ido variando las temperaturas y los tiempos del proceso de
calentamiento para evaluar de qué forma afectan estos pardmetros a la estructura de la
proteina. Todas estas condiciones iniciales de fabricacion de las nanoestructuras han
tenido como punto de partida una serie de trabajos realizados previamente por (de
Souza Simdes, Vicente, & Ramos, 2017), en los que se testd la capacidad que la f-Lg

tiene para formar micro y nanoestructuras bajo determinadas condiciones ambientales.

En dicho estudio se seleccionaron distintas condiciones de pH (3, 4, 6 y 7), de
concentracion inicial de p-Lg (0,5, 1,0 y 1,5% p/v) y de temperatura (60, 70 y 80 °C)
para que posteriormente se analizasen mediante un disefio experimental (Box-Behnken).
Dicho disefio constd de 15 experimentos diferentes para cada pH y proporciond unos
resultados en los que se intuia que las mejores condiciones para la produccion de
nanoestructuras se encuentran a pH 6. Para el resto de pH testados no se consiguieron

las caracteristicas de particulas deseadas, tanto en términos del tamafio como del PDI.

Motivado por estos resultados y por la necesidad de comprobar lo visto en el disefio
experimental, el presente trabajo toma como punto de partida el estudio del
comportamiento estructural de la B-Lg a pH 6 para la posterior encapsulacion de
riboflavina. Durante este ensayo se testaron todas las combinaciones posibles de
temperatura, tiempo de calentamiento y concentracion de p-Lg mediante el
procedimiento descrito en el capitulo anterior y posteriormente se caracterizaron las
nanoestructuras formadas mediante la medicion del tamafio de particula formado, su

PDI y carga.
Cada una de estas determinaciones tiene como resultado una serie de histogramas como

el que se presenta en la siguiente figura a modo de ejemplo. El tamafio que se representa

corresponde al tamafio por volumen de las nanoestructuras.
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Figura 4.1: Histograma correspondiente a las nanoestructuras obtenidas a 80 °C, 15 min de calentamiento y 0,5% de
proteina inicial, a pH 6.

El conjunto de los resultados obtenidos pueden verse en la tabla 3, donde se han
resumido el total de experimentos realizados.

Analizando estos resultados se puede ver como solo comienza a haber variaciones
estadisticamente significativas en el tamafio de las particulas a la temperatura de 80 °C.
Con el resto de temperaturas testadas no se consigue la formacion de estructuras con las
caracteristicas (tamafio y PDI) deseadas pero si que se puede observar la formacion de
pequefios oligdmeros de proteina nativa (5-6 nm), como se puede observar en el
histograma de la figura 4.2. Este hecho se verifica al comparar los tamafios de estas

particulas con los obtenidos para la proteina nativa y ver su parecido.

Se puede concluir por tanto, que a pesar de variar las concentraciones de proteina
iniciales y los tiempos de calentamiento, las temperaturas de 60 y 70 ° C (temperaturas
inferiores a la temperatura de desnaturalizacion de la B-Lg) no son suficientes para
poder formar nanoestructuras, ya que no consiguen provocar alteraciones significativas
en su estructura. En cambio, cuando la B-Lg alcanza valores proximos a los 80 °C se
producen una serie de reordenamientos estructurales debidos a la ruptura de algunos de
los enlaces disulfuro que la conforman y que tienen como resultado el despliegue y
exposicion de sus grupos sulfhidrilo. Esta exposicion da pie a la formacién de enlaces
intra e intermoleculares con otros enlaces disulfuro que favorecen la agregacion de la
proteina para formar tamafios de particula mayores y mas estables (Pereira, Souza,
Cerqueira, & Teixeira, 2010).
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Tabla 3- Resumen del ensayo realizado a pH 6 para la produccion de nanoestructuras.
Con la temperatura a la que se realizd el ensayo, concentraciones de B-Lg utilizadas,
tiempos de calentamiento y resultados de tamafio y PDI obtenidos.

Temperatura Concentracion Tiempo Tamarfio”

°C) (mg-mL%) (min) (nm) PDI

5 5.20% 0,03 0.289 £ 0.031°

5 15 5.31 + 0.05° 0.291 + 0.024°

25 5.30 + 0.06° 0.337 + 0.039®

5 551+0.04% 0.376 £ 0.004®

60 °C 10 15 5.55 + 0,02 0.299 + 0.046 2
25 5.54 + 0,02 0.383 % 0.015®

5 5.81+0.12° 0.377 £ 0.031®

5 15 6.23+0.16° 0.454 + 0.030°

25 5.69 + 0.06" 0.370 + 0.003

“Tamafio medido por volumen

Nota: Los valores dentro de una misma columna con superindices diferentes son significativamente diferentes (p <

0.05).

70°C

5 5.18+0.032 0.260 + 0.048°
5 15 5.18 + 0.01* 0.466 + 0.0772°
25 5.43 +£0.03% 0.359 + 0.056 2
5 5.46 £ 0.03% 0.312 + 0.0402
10 15 5.77 £ 0.133¢ 0.339+0.0512
25 5.98 + 0.18 0.447 + 0.0622°
5 5.76 + 0.03 3¢ 0.396 + 0.058 2
15 15 6.36 + 0.40° 0.431+0.0722
25 6.33 + 0.08° 0.582 + 0.095°

Nota: Los valores dentro de una misma columna con superindices diferentes son significativamente diferentes (p <

0.05).

5 36.10 + 8.282 0.527 £ 0.0132
5 15 77.69+5922 0.220 + 0.009°
25 115.22 + 9.882° 0.229 + 0.033°
5 42.60 £ 8.462 0.338 £ 0.035°
80°C 10 15 74.77 £ 9.442 0.182 +0.003¢
25 121.73 + 23.42% 0.195 + 0.008°
5 4524 + 4,732 0.209 + 0.003°
15 15 253.75 + 60.81%° 0.227 +0.010°
25 384.48 + 96.89¢ 0.239 +0.011°
Nota: Los valores dentro de una misma columna con superindices diferentes son significativamente diferentes (p <
0.05).
Proteina 5 5.28 + 0.02? 0.360 + 0.034%
nativa 10 5.57 +0.02° 0.434 + 0.022°
15 5.73 +0.03° 0.418 + 0.0182

Nota: Los valores dentro de una misma columna con superindices diferentes son significativamente diferentes (p <

0.05).
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Centrandonos ahora en los resultados obtenidos para la temperatura de 80 °C se puede
observar que aqui la concentracion de proteina inicial y los tiempos de calentamiento
utilizados si que generan diferencias en los tamafos de particula finales. Con un tiempo
de calentamiento corto (5 min) se consiguieron producir las estructuras con el tamafo
mas reducido, mientras que para tiempos de calentamiento mas largos (15 y 25 min) los
tamafios de particula logrados fueron mayores. Esto es debido a los cambios
estructurales que provoca la temperatura en la proteina. Un mayor tiempo de
calentamiento da como resultado una reestructuracion mas extensa, lo que genera a su
vez tamafios de particula mayores. En cuanto al papel de la concentracion inicial de B-
Lg utilizada, vemos que cuando se pasa de una concentracion de 0,5% a una de 1,5% y
se utilizan tiempos de calentamiento largos, las estructuras formadas tienen tamafos

superiores a 100 nm (superiores a lo pretendido para nuestras nanoestructuras).

Size Distribution by Wolume
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Figura 4.2: Histograma correspondiente a los oligémeros obtenidos a 70 °C, 15 min de calentamiento y 1,0% de

proteina inicial, a pH 6.

Si analizamos el PDI de las diferentes condiciones vemos que las Gnicas muestras que
presentan valores muy por encima de lo adecuado son aquellas a las que se les ha
sometido a un tiempo de calentamiento corto, mientras que el resto de las muestras
presentan valores de PDI aceptables, en torno a 0,200. Se supone que esto es debido a
que, a tiempos cortos, no se consiguen estabilizar las interacciones intra e
intermoleculares, formandose al mismo tiempo agregados de tamafios grandes y

pequefios que resultan en una mayor dispersion de tamafios. Con tiempos de reaccion
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mas largos, se logra que los agregados de menor tamafio se unan, formando unas
estructuras con mayores tamafios, una mayor estabilidad y mas uniformidad en los

tamanos que resulta en valores de tamafio mayores y PDI menores.

Por lo tanto, tras analizar todas las combinaciones posibles se determind que las mejores
condiciones para la fabricacion de nanoestructuras corresponden a una temperatura de
80 °C, una concentracion inicial de f-Lg del 0,5% (p/v) y un tiempo de calentamiento
de 15 min. Bajo estas condiciones las nanoestructuras formadas presentan un tamafo
por volumen medio de 77.69 + 5.92 nm y un PDI de 0.220 £ 0.009. Estos valores son
estadisticamente semejantes a los valores correspondientes con las condiciones de
concentracion inicial de 1.0% y 15 min de calentamiento en las que se consiguieron
particulas con un tamafio de 74.77 + 9.44 nm y un PDI de 0.182 + 0.003, pero tras
analizar cada uno de las casos se opté por trabajar con las condiciones en las que la
concentracion inicial de proteina utilizada fuese menor, lo que se traduce en un menor

coste de produccion.
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4.2- EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE RIBOFLAVINA

En este segundo apartado de resultados, una vez seleccionadas las condiciones de
fabricacion adecuadas para las nanoestructuras, se procedié a evaluar de qué forma se
ven afectadas las estructuras cuando se les adiciona diferentes concentraciones de
riboflavina inmediatamente despues de ser sometidas al proceso de calentamiento y tras
10 min en hielo. Para ello, igual que en el apartado anterior se evaluaron el tamafio de
particula, el PDI y el { de cada una de las muestras. Los datos obtenidos pueden verse
en la siguiente tabla.

120 0,40
100 a a 0,35
a a I I a
T 80 a I 0,30
= |
‘5" E—-—-.________r == ____—--'{
2 60 a + T " T a 025 =
g a a a =
S 40 0,20
20 0,15
0 0,10
0,0018  0,0036 0,006 0,0072 0,012 0,018

B-Lg/Riboflavina (mg/mL)

Figura 4.3: Tamafio de particula (columnas) y PDI (linea) frente a las distintas concentraciones de riboflavina
testadas (0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y 0,0180 mg/mL). Nota: Los valores dentro de la grafica con

superindices diferentes son significativamente diferentes (p < 0.05).

Tras analizar los resultados obtenidos se puede observar que a pesar de haber
adicionado riboflavina a nuestras nanoestructuras tanto los valores del tamafio de
particula como los del PDI se mantienen estables. La incorporacion de la riboflavina a
la solucion se realizo mientras la B-Lg se encuentra en un estado en el que el lugar de
unién interno estd expuesto gracias al despliegue parcial provocado por el
calentamiento. En este estado, se produce un aumento de la flexibilidad de algunas
regiones estructurales lo que permite que la riboflavina acceda més facilmente al lugar

de union interno (Tavel, Moreau, Bouhallab, Li-chan, & Guichard, 2010).
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Podemos concluir por tanto que la adicion de las distintas concentraciones de
riboflavina no desestabilizd las nanoestructuras formadas en ninguna de las muestras
analizadas. Los tamafios de particula de los nanosistemas se mantuvieron en torno a los
81,81 + 7,72 nm sin que hubiese diferencias significativas (p < 0.05) entre ellos. Los
valores de PDI siguieron esta misma tendencia y se mantuvieron alrededor de 0,261 +

0,005, también sin diferencias significativas entre ellos.

En la imagen de la figura siguiente se puede apreciar la transparencia en el color de las
soluciones fabricadas y las distintas tonalidades de color a medida que se aumenta la

concentracion de riboflavina afadida.

Figura 4.4: Soluciones de -Lg tras haber sido calentadas y afiadidas las diversas concentraciones de riboflavina
(0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y 0,0180 mg/mL).
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4.3- TESTS DE ENCAPSULACION

En este tercer apartado de resultados se llevé a cabo un ensayo para determinar que
concentracion de riboflavina presentaba mejores resultados en cuanto a la eficiencia de
asociacion. Del mismo modo se determin6 también la capacidad de carga méaxima que
presentan las nanoestructuras formadas utilizando para ello las mismas concentraciones
de riboflavina testadas en el apartado anterior (0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y
0,0180 mg/mL).

Como ya se ha mencionado anteriormente, los reordenamientos estructurales
promovidos en la B-Lg por la temperatura (exposicién de grupos sulfhidrilo) y su
posterior agregacion a través del enfriamiento, consiguen que el lugar de unién interno
de la proteina este expuesto y accesible para que los compuestos se liguen (Tavel et al.,
2010). De este modo se consiguen alcanzar distintas eficiencias de asociacion AE en
funcién del tratamiento de temperatura utilizado y de las diferentes concentraciones de

riboflavina afadidas a la red proteica.

En el siguiente grafico se pueden observar los datos recogidos a lo largo de este ensayo
para la eficiencia de asociacion y la capacidad de carga de nuestras nanoestructuras con

la riboflavina.

80
70
60
50
40
30 -

i
~ L] £ th = ~1 =]

20 =
10 1

Eficiencia de asociacion AE (%)

Capacidad de carga (%)

0 0
0,0018 0,0036 0,0060 0,0072 0,0120 0,0180
B-Lg/Riboflavina (mg/ml)

Figura 4.5: Eficiencia de asociacién (columnas) y capacidad de carga (linea) frente a las distintas concentraciones de
riboflavina testadas (0,0018; 0,0036; 0,0060; 0,0072; 0,0120 y 0,0180 mg/mL).
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Analizando estos resultados podemos observar que los valores para la eficiencia de
asociacion siguen una tendencia clara. A medida que se va aumentando la concentracién
de la riboflavina afadida el porcentaje de asociacion va disminuyendo. Pasamos de
tener un porcentaje de asociacion 75,54 + 0,54% para una concentracion de riboflavina
de 0,0018 mg/mL a tener un valor de 22,92 + 1,45 % para una concentracion de 0,0180
mg/mL, Un porcentaje estadisticamente tres veces menor. En cuanto a la capacidad de
carga se aprecia que no hay apenas diferencias entre ellas, teniendo una LC méxima de
6,76 £ 0.08% para una concentracion de riboflavina de 0,0060 mg/mL y una minima de
5,32 £ 0.17% para una concentracion de 0,0120 mg/mL. Se puede concluir por tanto
que la concentracién de riboflavina que mejores resultados presenta en cuanto a
eficiencia de asociacion es de 0,0018 mg/mL con una AE de 75,54 + 0,54 %, mientras
que para la capacidad de carga los mejores resultados los presenta la concentracion de
0,0060 mg/mL con valores de 6,76 = 0.08 %. Este valor para la capacidad de carga no
presenta diferencias estadisticamente significativas con el valor de LC para la
concentracion de 0,0018 mg/mL de riboflavina de 5.84 + 0.10%, por lo que a pesar de
ser un valor ligeramente inferior se selecciond esta ultima concentracion como la mas

adecuada para adicionar a las nanoestructuras.

En trabajos similares como el de Azevedo et al. (2014), se consiguieron producir
nanoparticulas con unos valores de AE 55,9 + 5,6% y de LC de 2,2 + 0,6% para la
riboflavina, utilizando como material base la combinacion de dos tipos de polisacaridos
(alginato/quitosano). Cuando se comparan estos resultados con los obtenidos a lo largo
de este trabajo se puede observar que los valores AE y LC que aqui se presentan son
muy superiores al resto de los trabajos. En el caso particular de Azevedo et al. (2014)
esto puede ser explicado por los diferentes materiales usados como agentes
encapsulantes (alginato/quitosano), las condiciones de produccion de las nanoparticulas
(p-ej. pH 4.6-4.9), asi como el método utilizado en la determinacién de la AE y la LC

(método Amicon).
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4.4- EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA RIBOFLAVINA

Se sabe que la riboflavina es una vitamina muy sensible a la fotodegradacion, por ese
motivo en este Ultimo apartado de resultados se procedié a evaluar la estabilidad que
presentan las nanoestructuras de B-Lg/riboflavina frente a la luz. Para ello se analizo el
comportamiento que presentaban por un lado las muestras de riboflavina libre cuando
estdn sometidas a luz blanca (ldmparas fluorescentes) y cuando se encuentran
mantenidas en la oscuridad y del mismo modo se analizaron las muestras con las
nanoestructuras de B-Lg/riboflavina, también cuando se encuentran bajo luz blanca y

cuando se mantienen en la oscuridad.

La siguiente figura representa los datos de concentracion recogidos tras diferentes
periodos de tiempo y para los cuatro tipos de muestra, donde se aprecia la degradacion
de la riboflavina con la luz. Los datos estan normalizados (con relacion a la

concentracion) para permitir una comparacion efectiva.

1.2
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0,4

0,2
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Tiempo (min)

Vit. Abier (mg/ml) —e—Vit Cerra (mg/ml) —e—D-Lg/Vit abier (mg/ml) —e—Db-1g/Vit Cerra (mg/ml)

Figura 4.6: Comportamiento de la riboflavina bajo las distintas condiciones de tratamiento frente al tiempo.

Tras tratar y analizar los datos obtenidos la primera conclusion que se puede extraer es
que la B-Lg no degrada la riboflavina. Esto se pudo verificar tras observar que el

comportamiento que presenta el control de B-Lg/riboflavina protegido de la luz es igual
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que el presentado por el control de vitamina libre protegido. Ambas muestras se
mantienen estables a lo largo del tiempo. Por tanto, la concentracién de riboflavina
inicial (0,0018 mg/mL) afiadida en los dos controles no sufri6 degradacion tras 48 h

cuando la muestra se protegi6 de la luz.

Posteriormente se representd la siguiente gréafica para poder evaluar la proteccion que
ofrecen las nanoestructras de B-Lg/riboflavina cuando estdn sometidas a la luz en

comparacion con las muestras de riboflavina libre bajo las mismas condiciones.
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0,00
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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% proteccion de la riboflavina

Figura 4.7: Respresentacion del % de riboflavina protegida.

Tras analizar la grafica podemos observar que los porcentajes de proteccién van
aumentando con el tiempo, asi a los 240 min (4 h) el porcentaje de proteccion que
ofrecen las nanoestructuras de B-Lg/ riboflavina es ya un 10% mayor que la proteccién
que pudieran tener las muestras de riboflavina libre. Si tomamos tiempos mas largos
como 24 y 48 h, que corresponden a los ultimos dos puntos de la grafica, vemos que el
porcentaje de proteccion se estabiliza alcanzando unos valores de 18,19% y 18,95%
respectivamente. Estos resultados demuestran por tanto, que la capacidad protectora que
presentan los nanosistemas de B-Lg cuando se encapsula riboflavina en ellos es casi un

19 % mayor de la proteccion que pudiera tener la riboflavina libre por si sola.

54



CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO
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5.1-CONCLUSIONES

La nanotecnologia es una tecnologia revolucionaria que presenta multiples aplicaciones
en la industria alimentaria, principalmente en el desarrollo de nuevos sistemas de
embalaje y de nanosistemas para la liberacion controlada de compuestos bioactivos.
Siguiendo esta linea este trabajo muestra que la B-Lg es una proteina capaz de formar
nanoestructuras para la encapsulacion y posterior liberacion controlada de riboflavina
mediante el control de la temperatura, el pH, las concentraciones de proteina iniciales y
los tiempos de calentamiento. Las mejores condiciones para la fabricacion de estas
nanoestructuras formadas a partir de p-Lg fueron obtenidas a una concentracion de
proteina inicial del 0,5% (p/v), pH 6, una temperartura de 80 °C y tras 15 min de
calentamiento. También se observo que cuando a estas nanoestructuras se les adiciona
diferentes concentraciones de riboflavina con la intencién de encapsularla no se
producen diferencias en el tamafio de particula, manteniéndose por tanto la estabilidad
de las nanoestructuras. Ademas se calcularon los porcentajes de eficiencia de asociacion
y de capacidad de carga que presentaban las nanoestructuras cuando se les adicionaban
las distintas concentraciones de riboflavina y se pudo observar que la concentracion de
riboflavina a adicionar que mejores resultados presenté fue de 0,0018 mg/mL con una
AE del 75,54 + 0,54% y una LC del 5.84 + 0.10%. Por ultimo tras someter a las
nanoestructuras a un ensayo de estabilidad frente a la luz se pudo observar que las
muestras con el complejo B-Lg/riboflavina presentan un porcentaje de proteccion casi
un 19% mayor del que ofrece la riboflavina libre por sola.

Se puede concluir por tanto que las nanoestructuras de B-Lg aqui fabricadas pueden ser
aplicadas en la industria alimentaria, pudiendo ser utilizadas para complementar los
alimentos con riboflavina gracias a su estabilidad, su capacidad de proteccion y su alto

valor funcional y nutricional.
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5.2-TRABAJO FUTURO

En un futuro seran necesarios mas ensayos de estabilidad (pH, condicones de
almacenaje) para terminar de evaluar la estabilidad de las nanoestructuras. Asi mismo
sera necesario realizar pruebas en un sistema gastrointestinal dinamico (tan identico al
sistema gastrointestinal humano como sea posible) y en lineas celulares (para imitar al
maximo las células intestinales humanas) para evaluar la permeabilidad y las tasas de
absorcion de la riboflavina y obterner resultados mas precisos con el fin de comprender
mejor el comportamiento de las nanoestructuras en condiciones gastrointestinales
simuladas. También serd de vital importancia estudiar el comportamiento de las

nanoestructuras con riboflavina en matrices alimentarias.
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