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4 Resumen

El disefio de nanoparticulas utilizadas para la encapsulacion de nutrientes ha adquirido
gran importancia en la industria de los alimentos; en particular resulta muy interesante
el empleo de polimeros de grado alimenticio como las proteinas. Las nanoparticulas
disefiadas a partir de proteinas son ideales para la encapsulacién y la proteccion de esos
componentes que de otra manera no podrian ser incorporados a matrices alimentarias
por su alta inestabilidad o incompatibilidad, como las vitaminas o los antioxidantes. En
este trabajo se ha abordado la encapsulacion de p-caroteno en nanoparticulas obtenidas
a partir de harina de soja desgrasada con objeto de ser incorporadas en productos
alimentarios. El p-caroteno es un antioxidante natural y la encapsulacion permite su
estabilizacion, liberacion y absorcion, solucionando el problema de su naturaleza
lipofilica. Las nanoparticulas se obtuvieron a partir de aislados de proteinas de soja
(SPI) diluidas en agua desionizada y etanol en porcentajes exactos y las nanoestructuras
se formaron mediante el utilizo de un agente de cross-linker; se caracterizaron

morfolégicamente y espectroscopicamente y se analizé la eficiencia de encapsulacion.

5 Abstract

The design of nanoparticles used for the encapsulation of nutrients has acquired great
importance in the food industry, in particular is interesting the use of proteins.
Nanoparticles designed from proteins are ideal for the encapsulation of those
components that could not be incorporated in to food matrices because of their high
instability or incompatibility, such as vitamins or antioxidants. This work describes the
encapsulation of pB-carotene in nanoparticles obtained from defatted soybean with the
aim of being incorporated in food products. B-carotene is a natural antioxidant and
encapsulation allows its stabilization, release and absorption, solving the problem of its
lipophilic nature. Nanoparticles were obtained from soy protein isolates (SPI) diluted in
deionized water and ethanol in exact percentages and the nanostructures were formed
using a cross-linker agent. The nanoparticles were characterized morphologically and

spectroscopically and the encapsulation efficiency was analyzed.



6 Introduccion
6.1 Nanotecnologia y Nanomateriales

La Nanotecnologia a es el estudio, disefio, creacion y aplicacion de materiales, aparatos
y sistemas funcionales a traves del control de la materia a escala nanométrica. La
nanotecnologia es un campo muy amplio y heterogéneo de la tecnologia en el que se
disefian componentes y sistemas manteniendo un control sobre el tamafio y la forma de
sus elementos constituyentes a escala de los nandmetros, de tal manera que dichas
estructuras poseen al menos una propiedad caracteristica nueva o mejorada debido al
pequefio tamafio de sus constituyentes. La Nanotecnologia utiliza un amplio abanico de
disciplinas cientifico-técnicas con el fin de estudiar materiales, particulas y estructuras
que implican la creacién o presencia de elementos que tienen al menos una dimension
espacial inferior a los 100 nm. Los materiales constituidos por estructuras tan pequefias,
a menudo presentan propiedades distintas a los materiales tradicionales
independientemente de que estén compuestos por los mismos constituyentes quimicos,
ya que muchas de las propiedades de los materiales dependen del comportamiento de
los electrones que se mueven en su seno o0 de como estén ordenados los atomos en la
materia. En un material nanométrico, el movimiento de los electrones esta muy limitado
por las dimensiones del propio material. Ademas, la proporcion de atomos en la
superficie con respecto al interior es con mucho, mas alta que en materiales de tamafo
micro o macro. Por consiguiente, si se reducen las dimensiones de un material, éste
puede presentar nuevas propiedades mecanicas, Opticas, quimicas, magnéticas o
electronicas. Los nanometeriales pueden obtenerse del medio ambiente con sus
caracteristicas naturales o pueden ser generados de forma sintética.

Con el transcurrir de los afios surgieron las mas distintas investigaciones en las méas
diversas areas de estudio. Esto posibilitd el desarrollo de diversos nanomateriales,
nanoparticulas y diversas hipotesis futuristicas, que cada dia que pasa ya dejan de ser
hipotéticas. Todos estos productos son de grandes beneficios a la sociedad, al medio
ambiente y a la industria.

La Nanotecnologia permite el desarrollo de nanoestructuras que forman bloques de
construccion (building blocks) como clusters, nanoparticulas, nanotubos y nanofibras
que a su vez se forman a partir de &tomos y moléculas. Manipulando estos bloques de

construccion se forman los materiales y dispositivos nanoestructurados que es el



objetivo central de la Nanotecnologia.

La Agencia del Medioambiente de los EE.UU. ha clasificado los nanomateriales

actuales en cuatro tipos (Alonso, J.A.. y Rubio, A. 2001):

Basados en carbono

Estos nanomateriales estdn compuestos mayoritariamente por carbono y suelen
adoptar formas como esferas huecas, elipsoides o tubos. Los nanomateriales de
carbono, huecos, con forma elipsoidal o esférica se conocen como fullerenos,
mientras que los cilindricos reciben el nombre de nanotubos. Estas particulas
tienen muchas aplicaciones posibles, incluido el desarrollo de recubrimientos y
peliculas mejoradas, materiales mas ligeros y resistentes y diversas aplicaciones
en el campo de la electronica. Asimismo, dentro de este grupo se encuentran los
puntos cuanticos de carbono (carbon dots), caracterizados por su alto

rendimiento cuantico de fluorescencia (Alonso, J.A.. y Rubio, A. 2001).

Basados en metales
Estos nanomateriales incluyen puntos cuanticos (quantum dots, sales de
semiconductores), nanoparticulas metalicas (p.e. de oro, plata, cobre) y

nanoparticulas de 6xidos metalicos como TiOz, SiO, etc.

Dendrimeros

Estos nanomateriales son polimeros de tamafio nanométrico construidos a partir
de unidades ramificadas. La superficie de un dendrimero tiene numerosos
extremos de cadena, que se pueden adaptar para desempefiar funciones quimicas
especificas. Esta propiedad se podria utilizar también para la catalisis. Ademas,
debido a que los dendrimeros tridimensionales contienen cavidades interiores en
las que se pueden introducir otras moléculas, pueden ser Utiles para la

administracion de farmacos.

Compuestos

Los compuestos combinan las nanoparticulas con otras nanoparticulas o con
materiales de mayor tamafio. Las nanoparticulas, como arcilla a nanoescala, ya
se estan afladiendo a numerosos productos, desde piezas de automdviles a

materiales de empaquetado, para mejorar sus propiedades mecanicas, térmicas,
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protectoras, etc. Estos materiales se conocen también con el nombre de

nanocomposites.

6.2 Las Nanoparticulas

En las industrias farmacéutica y alimentaria ha crecido exponencialmente la tendencia a
utilizar las nanoparticulas como medio de transporte de farmacos y nutrientes,
respectivamente; entre las mas utilizadas se encuentran los liposomas, las micelas, las
nanoparticulas metalicas, lipidicas y las poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas se definen como particulas de tamafio inferior a 1 um,
generalmente entre 10 y 500 nm, elaboradas a partir de materiales poliméricos de
diferente naturaleza. EI método de fabricacién, la composicién quimica de éstos y la
naturaleza del ligando influenciaran su funcionalidad y efectividad. Considerando la
estructura fisica, las nanoparticulas pueden clasificarse en nanoesferas y nanocapsulas;
Las nanoesferas son sistemas matriciales, donde el elemento que nos interesa
(bien un farmaco, una vitamina, o un colorante alimentario) esta disperso en una matriz
polimérica. Las nanocépsulas por su parte son sistemas de tipo reservorio, en donde el
constituyente se encuentra en una cavidad central cubierta por una membrana
polimérica que controla la cinética de liberacion dependiendo de su naturaleza quimica.
Existen diversos materiales empleados como componente principal de la matriz que
formaré las nanoparticulas: dentro de éstos se incluyen las grasas (fosfolipidos, &cidos
grasos), las proteinas (gelatina, albumina) y los polimeros, ya sea naturales (dextrano,
quitosano), semisintéticos (derivados de celulosa) o sintéticos poly(acrilatos),
poly(anhidridos), poly(acrilamidas) y poly(ésteres).

Las ventajas que se obtienen empleando nanoparticulas cargadas con moléculas
terapéuticas son muchas; principalmente se mejora la estabilidad fisica y quimica de los
compuestos activos encapsulados y también se aumenta la absorcion de moléculas
activas, lo que se traduce en una mejor biodisponibilidad. Un ejemplo puede ser
representado por el uso de las proteinas de soja como nanocarries de la curcumina, (
Chen F.P., Ou S.Y., Chen Z., Tang C.,H., 2017). La curcumina es un compuesto
polifendlico extraido de los rizomas de la planta de la circuma que posee un gran
namero de actividades biologicas, incluyendo actividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, y actividades anticancerigenas. Sin embargo, su baja solubilidad en agua
y la pobre biodisponibilidad de este compuesto limitan en gran medida su aplicacién en



formulaciones de alimentos funcionales. El trabajo describe como sea posible el empleo
de proteinas de soja como vehiculo para aumentar la solubilidad y la estabilidad de la
curcumina.

En el caso de los farmacos las nanoparticulas pueden alcanzar tejidos/barreras
especificas y penetrar células inalcanzables por principios activos convencionales
gracias a su pequefio didmetro y disminuir los efectos adversos y toxicidad asociada a la

administracién de farmaco libre.

7 Objetivos

En este trabajo se ha propuesto la encapsulacion del nutriente B-caroteno en
nanoparticulas sintetizadas a partir de proteinas de soja aisladas con objeto de aumentar
la estabilidad del compuesto. El B-caroteno es un compuesto que se utiliza como aditivo
alimentario por ser un colorante natural y porque es un poderoso antioxidante. Se
decidié utilizar la soja por sus altos valores nutricionales y porque posee una
composicion equilibrada de aminoéacidos no polares, polares y cargados, pudiendo asi
incorporar compuestos con diversos grupos funcionales. La soja es un ingrediente
ampliamente utilizado en la industria alimentaria a causa de su excelente
biocompatibilidad y es ideal para la sintesis de nanoestructuras con el objetivo de

encapsular componentes lipofilos, tales como el -caroteno.
A continuacion, se enumeran los objetivos de este trabajo:

e Extraccion y caracterizacion de proteinas aisladas (SPI) a partir de harina de soja

desgrasada.

e Sintesis de nanoparticulas obtenidas a partir de SPI empleando medios acuosos y
disolventes polares y agentes reticulantes. Caracterizacion fisico-quimica de las
nanoparticulas sintetizadas.

e Encapsulacion de B-caroteno en las nanoparticulas de SPI y evaluacion del

proceso de encapsulacion y estabilidad del material encapsulado.



8 Consideraciones tedricas
8.1 Laencapsulacion

La encapsulaciéon es una de las técnicas mas usadas en el desarrollo de alimentos
funcionales y nutracedticos. La encapsulacion ha sido definida como la tecnologia
mediante la cual se logra confinar compuestos activos dentro de una matriz polimérica.
Esta técnica crea un microambiente en la capsula capaz de controlar las interacciones
entre el interior y el exterior (Borgogna, y col., 2010). Algunos de los objetivos que se
pretenden abordar con la técnica de encapsulacion y/o nanoencapsulacion en la industria

de alimentos son (Champagne, y col., 2007; Onwulata, 2012):

o Proteger el compuesto activo de la degradacion producida por el ambiente
(calor, aire, luz, humedad, etc.)

o Liberacion controlada del compuesto activo desde la matriz encapsulante bajo
condiciones especificas (pH, temperatura, etc.)

o Modificar las caracteristicas fisicas del material original y hacer mas facil su
manipulacion. Por ejemplo, reducir la higroscopicidad, modificar su densidad,
distribuir el material uniformemente en una muestra, convertir materiales
liquidos en polvo, entre otros.

o Enmascarar sabores desagradables.

o Separar componentes con el fin de que éstos no reaccionen.

Se pueden obtener diversos tipos de microcapsulas, nanocapsulas, aglomerados o
capsulas dependiendo de los ingredientes y del procedimiento de obtencion (Deladino, y
col., 2007b). La Fig.1 muestra una representacion esquematica de los sistemas méas
comunes. Los reservorios o sistemas nucleo-capa externa consisten en un interior
constituido por el material activo y un recubrimiento denominado material de cubierta,
pared, barrera, o encapsulante el cual puede estar formado por una o varias capas
concéntricas. La velocidad de liberacion de estos sistemas depende del grosor, el area y

la permeabilidad de la barrera.
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Figura 1. Representacion esquematica de los diferentes sistemas de
encapsulacion: a) reservorio, b) matriz inclusiva, ¢) mixto y d)
aglomerados. Fuente: Deladino y col. (2007)

El sistema matriz inclusiva consiste en una mezcla homogénea del ingrediente activo y
el material encapsulante (Fig. 1.b). Parte del compuesto activo se encontraria en la
superficie de la capsula desprotegido. La liberacion en estos sistemas depende del tipo

del material de la matriz, la forma de la capsula y la cantidad de compuesto activo.

8.2 Encapsulacion de compuestos con actividad funcional

El aumento en la demanda de alimentos saludables ha provocado el desarrollo de
nuevos aditivos e ingredientes alimentarios. Sin embargo, el reto es asegurar que estos
ingredientes permanezcan efectivos durante la elaboracion y el almacenamiento del
producto (Onwulata, 2011). Los alimentos pueden ser utilizados como un vehiculo
eficaz para el suministro de compuestos bioactivos y micronutrientes en los niveles
adecuados. Dentro de los ingredientes funcionales de mayor importancia utilizados en la
preparacion de alimentos se encuentran los antioxidantes, ingredientes organicos, acidos
grasos omega-3, fibra, minerales, probidticos, entre otros (Day, y col., 2009). En la
Figura 2 se muestra la evolucion en la utilizacion de este tipo de ingredientes entre los
afios 2005-2008.
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Figura2. Ingredientes funcionales de mayor importancia. Fuente: Mintel (2009).

El desequilibrio entre la generacion de especies oxidantes (radicales libres y otras
especies reactivas) y la accion de los sistemas de defensa antioxidante del organismo, es
una de las causas mas importantes en la generacion de enfermedades (Moure, y col.,
2001; Zhang, y col., 2007). Por esta razon, el desarrollo de alimentos funcionales que
contribuyan a contrarrestar la agresion oxidativa y sus efectos adversos, es uno de los
desafios mas ambiciosos de la industria alimentaria. La utilizacion de los polifenoles
encapsulados en lugar de compuestos libres pueden superar los inconvenientes de su
inestabilidad, disminuir el gusto desagradable, asi como mejorar la biodisponibilidad y
la vida dtil del compuesto.

8.3 Sistemas coloidales

Las nanoparticulas son sistemas coloidales de liberacion constituidas por dos fases, una
de ellas dividida en pequefias particulas (fase dispersa) a las que rodea completamente
otra sustancia (fase dispersante). Estos sistemas se pueden clasificar de la siguiente
manera: 1) dispersiones de solidos en liquidos; 2) dispersiones de liquidos en liquidos y
3) dispersiones de moléculas autoensembladas (Patel y Velikov, 2011).



Los sistemas de liberacion coloidal pueden estar compuestos de un solo componente
activo (particulas coloidales) o una combinacion de bioactivos incorporados a una
matriz (por ejemplo, nanoparticulas poliméricas, particulas sélidas de lipidos, etc.). El
estado de agregacién podria ser liquido (emulsiones), cristalino o so6lido amorfo
(particulas coloidales) y cristales liquidos (mesofases). El tamafio puede variar desde 10
nm para las micelas o cientos de nanoémetros para otras dispersiones. La estabilizacion
es un requisito fundamental para la formacion de sistemas coloidales, y se puede lograr
por carga superficial (estabilizacion electrostatica), por adsorcion superficial de una
capa de tensoactivo o polimero (estabilizacion estérica) o por una combinacion de
ambas (estabilizacion electroestérica) (Patel y Velikov, 2011). En la Fig 3. se muestran

algunas estrategias para la nanoencapsulacion de compuestos lipofilicos.

Nanoformulaciones para compuestos lipofilicos
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Figura3. Nanoformulaciones comunes para compuestos lipofilicos (Shin, Kim y Park, 2015).

Para ser utilizados en alimentos, los sistemas de liberacion coloidal deben ser
compatibles con la matriz en cuestion y no debe cambiar sus caracteristicas originales
como apariencia, textura, estabilidad y sabor. Por otro lado, deben garantizar en todo
momento la estabilidad y actividad del agente activo durante su procesado y
almacenamiento, sin que sean facilmente degradados por la luz, oxigeno, temperatura y
pH (Shin, Kim, y Park 2015). Una de las ventajas de las nanoformulaciones es que
normalmente evaden la percepcion sensorial, permitiendo el enriquecimiento de
productos con bioactivos sin afectar a las propiedades organolépticas del producto

original. Otra de sus principales ventajas en la mejora de la biodisponibilidad del



bioactivo a través de distintos mecanismos (aumento de su estabilidad durante la
digestion, mejora de su solubilidad en los fluidos intestinales y mejora de su transporte
y absorcion) (Livney, 2015). En la Fig.4 se muestran algunas nanoformulaciones
tipicas.
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Micela hidrogel s6lida lipidica (W/O)
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A » <o
:f«,‘,;
Emulsion (O/W) Doble emulsion Doble emulsion i
(OIW/O) (WI/OIW) iposoma

Figurad. Nanoformulaciones (Katouzian y Mahdi, 2016).

A continuacion, se resumen los principales sistemas de liberacion coloidal de interés

para uso en alimentos.
8.3.1 Micelas

Se denominamicelaa la agrupacion de moléculas anfifilicas, en estructuras
aproximadamente esféricas, que constituye una de las fases de los coloides en
disoluciones acuosas los grupos polares tienden a situarse en la superficie mientras que
las partes apolares quedan inmersas en el interior de la micela en una disposicion que
elimina los contactos desfavorables entre el agua y las zonas hidr6fobas y permite la
solvatacion de los grupos de las cadenas polares. Los compuestos activos con caracter
lipofilico son encapsulados en el nacleo de la micela.

La formacion de micelas es un proceso cooperativo, el ensamblaje de pocas moléculas
no puede proteger las colas hidr6fobas del contacto con el agua; en consecuencia, las
disoluciones acuosas de sustancias anfifilicas no forman micelas hasta que su

concentracion no alcanza un valor critico, la concentracion micelar critica (CMC),
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por encima del cual todas las moléculas anfifilicas adicionales se agregan para formar
micelas. El valor de la CMC depende del tipo de molécula, concretamente de su balance
lipofilia/hidrofilia(moléculas con regiones hidréfobas largas tienen valores de CMC mas
bajos), de las caracteristicas de la disolucion (fuerza i6nica) y de la temperatura. Los
sistemas micelares presentan las siguientes ventajas: tamafio pequefio (10-30 nm),
estabilidad termodindmica y estabilidad coloidal. Sin embargo, tienen una limitada
solubilidad que viene determinada por la naturaleza de la sustancia anfifilica y su

concentracion.

8.3.2 Liposomas

Los liposomas son nanoparticulas que cuyo diametro oscila entre los 20 nm y 500 pum.
Son esferas huecas donde la pared que separa el medio interno del medio externo es una
bicapa lipidica (ver Figura 4). Al estar compuestos tanto por una fraccion lipidica
como por una fraccién acuosa, los liposomas pueden alojar sustancias lipofilicas y/o
sustancias hidrofilicas. Los liposomas vacios pueden presentar una amplia gama de
variantes, como diferentes tamarios o diferentes grados de rigidez en la membrana. No
todos los tamafios son igualmente estables en cuanto a la ruptura de la membrana
lipidica. Sus principales limitaciones son el alto costo de las materias primas y el uso de
disolventes organicos y tensoactivos sintéticos en el proceso de preparacion, baja

estabilidad a pH acido y sobre todo la baja eficiencia de encapsulacion.

8.3.3 Emulsiones/Nanoemulsiones

Una emulsién se refiere a un sistema de dispersion no estable termodindmicamente
compuesto por dos liquidos inmiscibles y que es estabilizado utilizando moléculas de
superficie activa (agentes tensoactivos). Pueden estar compuestos por gotas con
tamafios que van desde varias decenas de nandémetros a milimetros. Las
microemulsiones son similares a las micelas en cuanto su comportamiento debido a su
organizacion espontanea. Tanto las emulsiones como las nanoemulsiones son adecuadas

para solubilizar activos lipofilicos.
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8.3.4 Nanoparticulas lipidicas solidas

Las nanoparticulas lipidicas fueron desarrolladas como un sistema de transporte
alternativo a las emulsiones, liposomas y nanoparticulas poliméricas. Son similares a las
nanoemulsiones, pero en este caso el lipido esta totalmente o parcialmente cristalizado a
temperatura ambiente. Esto se consigue calentando el lipido por encima de su
temperatura de fusion y disolviendo el compuesto a encapsular. A continuacion, la
mezcla se dispersa y homogeniza en una solucion acuosa con un tensoactivo
precalentado a la misma temperatura. Por Gltimo, se somete a homogenizacion a alta
presion para obtener una emulsion O/W. Las nanoparticulas sélidas se obtienen por
enfriamiento y recristalizacién de la emulsion O/W a temperatura ambiente. Las
ventajas de la utilizacion de las nanoparticulas lipidicas como transportadores incluyen
la utilizacion de lipidos fisioldgicamente aceptables para su preparacion, la posibilidad
de evitar el uso de disolventes organicos en su preparacion y un espectro de utilizacion
amplio. Las nanoparticulas lipidicas presentan una mejor biodisponibilidad, protegen las
moléculas encapsuladas susceptibles de degradarse bajo la influencia de agentes
externos como la luz y el agua, y podrian ser de liberacion prolongada para sustancias
activas poco solubles en agua incorporadas en la matriz lipidica sélida.

Entre sus desventajas estarian el crecimiento de las particulas durante su
almacenamiento, una tendencia hacia una gelificacion impredecible, cambios
inesperados en sus transiciones polimoérficas y su inherente baja capacidad de
incorporacion de los compuestos activos debido a la estructura cristalina del lipido

solido.

8.3.5 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas sélidas son particulas de menos de, aproximadamente, 1
pum de didmetro que se preparan a partir de polimeros naturales o sintéticos. Las
nanoparticulas son un término colectivo empleado para las nanocapsulas y nanoesferas.
Las primeras son sistemas vesiculares en los que el principio activo esta confinado en
una cavidad o nucleo liquido rodeado por una membrana polimérica, mientras que las
esferas son sistemas matriciales en los que el activo se encuentra incrustado en la matriz

polimérica de manera uniforme. La principal ventaja de las nanocépsulas frente a las
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nanoesferas es su menor contenido polimérico y mayor eficiencia de encapsulacion
(Teixeira et al., 2012).

Compuesto activo Compuesto activo
encapsulado adsorbido
NANOCAPSULAS . .
NANOESFERAS . Q

Figura5. Representacion de nanoparticulas poliméricas.

La calidad de las particulas producidas se evalla en base a la capacidad de retencién del
material polimérico y de la estabilidad de la dispersion con el tiempo. También es
importante evaluar el sistema de liberacién, asegurando que el compuesto encapsulado
es liberado en el sitio y a la velocidad de interés. Existen numerosos mecanismos de
liberacion, que varian en funcién del método de preparacion, del agente encapsulante y
de las condiciones seleccionadas. Su clasificacion se basa en los fendmenos fisico-
quimicos que promueven la liberacion del compuesto encapsulado: por difusion, por
gradientes de presion u osmoticos, por cambios de pH o temperatura 0 una combinacién
de ellos. Existen modelos matematicos que permiten desarrollar sistemas con

caracteristicas especificas y optimizar la cinética de liberacion (Estecinho et al,. 2016).

8.4 Harina de soja

La harina de sojaes un tipo de harina obtenida a partir de granos enteros molidos
de soja que tiene un alto porcentaje de proteinas. La harina de soja conserva todas las

cualidades del material de partida y es considerada una importante fuente de minerales
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y vitaminas. En la Tabla 1 se muestra la composicion en aminoécidos de la harina de
soja. Ademas, posee elevados niveles de lecitina, una sustancia emulsionante
y antioxidante que ayuda a normalizar los valores de colesterol en sangre. Tomar harina
de soja, al estar entre los alimentos ricos en fibra, ayuda a favorecer el transito
intestinal, ayuda a controlar la obesidad y es recomendable para mejorar el control de la
glucemia en personas con diabetes, reducir el colesterol y prevenir el cancer de colon.

La harina de soja es de color amarillo palido uniforme y tiene un ligero aroma a nueces.

Se comercializa al peso o envasada de fabrica, en las siguientes variedades:
e Sin desgrasar (se obtiene a partir de las semillas enteras)

o Desgrasada (se obtiene a partir de las semillas a las que previamente se les ha
extraido todo el aceite).

Tabla 2. Aminoacidos en la harina de soja.

Nutriente Cantidad, mg Nutriente Cantidad, mg

Acido aspartico 4095 Leucina 2632
Acido glutamico 7156 Lisina 2340
Alanina 1535 Metionina 530
Arginina 2870 Prolina 2139
Cistina 539 Serina 1901
Fenilalanina 1700 Tirosina 1325
Glicina 1535 Treonina 1471
Hidroxiprolina 0 Triptofano 439
Histidina 868 Valina 1800
Isoleucina 1737
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8.5 Proceso productivo de la harina de soja

El proceso de produccién comienza con el lavado de la soja y el secado de la misma sin
superar el 11% de humedad. Posteriormente la soja se deposita en un almacén y se
selecciona con una clasificadora, la cual se encarga de retirar las impurezas (piedras),
soplando y ventilando la materia prima. El siguiente paso consiste en tostar la soja en
una maquina tostadora durante unos 45 minutos, realizando varias veces la operacion de
tostado para luego pelar los granos de forma manual. Una maquina ventiladora se
encarga de desechar la cédscara que se obtuvo en el proceso anterior antes de los
procesos de molienda y tamizado. Finalmente, se muele la soja en un molino y en
tamices adecuados se retienen los granos mas grandes que no hayan sido debidamente

molidos.

Soja Texturizaga
Fina

Figura 7. Soja texturizada sometida a molienda fina en mortero.
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8.6 Nanoparticulas sintetizadas a partir de proteinas de soja

Las proteinas son consideradas un material ideal para la formacién de nanoparticulas ya
que gracias a su naturaleza anfifilica pueden interactuar tanto con el compuesto que se
quiere encapsular como con el disolvente. Ha sido posible crear nanoparticulas a partir
de proteinas solubles en agua (albimina de suero humano o bovino) y de proteinas
insolubles (zeina, gliadina etc.), ya que aportan numerosas ventajas como es el aumento
de la solubilidad de nutracéuticos encapsulados y su biodisponibilidad. Sin embargo,
algunas de estas nanoparticulas tienen varias limitaciones en su uso en la industria
farmacéutica y alimentaria; por ejemplo, la albumina tiene un bajo contenido de
aminoacidos hidréfobos, por lo que es menos capaz de encapsular nutracéuticos con
muchos grupos hidrofobicos. En contraste las nanoparticulas preparadas con zeina o
gliadina pueden utilizarse satisfactoriamente en la incorporacion de sustancias
hidrofobicas, pero su bajo contenido en amino&cidos hidrofilos y cargados limitasu
solubilidad en medios acuosos.

Otra fuente de proteina utilizada para la formacion de nanoparticulas es la soja. La
forma enriquecida de proteina de soja, conocida como aislado de proteina de soja (SPI),
posee altos valores nutricionales y tiene amplia aplicacion como ingrediente
alimentario; ademas SPI posee una composicion equilibrada de aminoacidos no polares,
polares y cargados, pudiendo asi incorporar farmacos o compuestos con diversos grupos
funcionales. Los componentes principales de SPI son la glicinina y B-conglicinina
(Teng, Luo, Wang, 2012). La B-conglicinina es una proteina presente en forma de
polimero con un peso molecular de 180 kDa, que se compone de tres subunidades: o’
(57-72 kDa), a. (57-68 kDa) y B (45-52 kDa) estabilizadas por enlaces no covalentes. La
glicinina existe como un hexadmero con una masa molecular de 320-380 kDa y cada
subunidad esta compuesta de un polipéptido &cido y uno bésico unidos por un puente
disulfuro. En un entorno acuoso estos componentes existen principalmente como
moléculas globulares, constituidas por una cubierta hidréfila y un nucleo hidréfobo; la
adicion de un agente de entrecruzamiento permite que las moléculas de SPI se agreguen
para formar estructuras diferentes: microesferas, hidrogeles y mezclas de polimeros
(Hsiao, Lu, Kuo, Hsieh 2016). En la Figura 8 se muestran dos posibles estructuras de
nanocapsulas. La cubierta protege los encapsulados (vitaminas, antioxidantes, etc.) del

entorno acuoso, la luz o el oxigeno.
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Figura 8. Posibles estructuras de las nanocapsulas.

9 Importancia de la encapsulacion del -
caroteno

El B-caroteno es uno de los pigmentos rojos, anaranjados y amarillos que junto con
otros carotenoides provee aproximadamente el 50% de la vitamina A necesaria en la
dieta. Tiene propiedades antioxidantes que pueden ayudar a neutralizar los radicales
libres, moléculas reactivas del oxigeno que pueden dafiar los lipidos de las membranas
celulares y el material genético. El B-caroteno estd presente en las frutas y verduras,
tales como, zanahoria, pifia y citricos, asi como en flores, semillas, algunas estructuras
animales, como plumas y musculos, y también en micro-algas, levaduras y bacterias,
aunque también puede ser sintetizado de manera artificial en un laboratorio. El -
caroteno es un compuesto del tipo polieno, con dobles enlaces conjugados con
posibilidad de resonancia posicional. Su formula molecular es CaoHss, su punto de
fusion oscila entre 176-182°C, su masa molecular es de 536,58 g/mol y posee dos
bandas de absorcion de radiacion con méximos a 466y 496 nm (Restrepo 2007).

En la actualidad, la sociedad demanda productos naturales, saludables y de mayor
efectividad. Para conseguir que los productos tengan estas cualidades, es necesaria la
utilizacion de aditivos naturales, los cuales daran al producto final un valor afiadido. El
[-caroteno es ampliamente utilizado como aditivo y sus aplicaciones son muy variadas,
destacando en el campo de la medicina la disminucion del asma producido por el
esfuerzo fisico, prevencion de ciertos canceres, enfermedades del corazén, cataratas y
degeneracion macular senil. Se aplica, también, en las mujeres desnutridas para

disminuir las probabilidades de muerte y ceguera nocturna durante el embarazo. Todas
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estas aplicaciones, estan ain en investigacion, por lo que de algunas de ellas no se tiene
resultados convincentes sobre la efectividad de su aplicacion (MedilinePlus). Otra rama
de aplicaciones para el [-caroteno son las derivadas de la industria alimentaria y la
industria farmacéutica y estética. Su uso en estas industrias, es como colorante natural
de sus productos o como suplemento alimenticio. EXxisten estudios que indican que
cubrir los carotenoides con polimeros proporciona una proteccion frente a los procesos
de oxidacion y degradacion (Martin et al. 2007), ya que el B-caroteno es un pigmento
que se degrada con la exposicion del mismo al calor, luz y oxigeno.

El1 B-caroteno es un precursor de la vitamina A que en la mucosa intestinal es convertido
por la p-caroteno-15,15'-monooxigenasa a retinol (forma de vitamina A), una vitamina
liposoluble y su efectividad como antioxidante en la matriz alimentaria depende tanto de
su reactividad quimica como de sus propiedades fisicas. La incorporaciéon del B-
caroteno a algunos productos es complicada debido a incompatibilidad con matrices
acuosas. Por eso, la encapsulacion se ha propuesto como solucion a su inestabilidad
quimica incrementando su biodisponibilidad durante el transito gastro-intestinal.

En las Figura9 se muestran las estructuras moleculares del B-caroteno y de la vitamina
A.

H,C CH, CH, CH,

b) \\\\OH

CH

Figura9. Estructura molecular de: a) g-caroteno; b) vitamina A

10 Proceso de produccion de la sidra

La sidra es una bebida alcohdlica de baja graduacion fabricada con el zumo fermentado
de la manzana. La produccion de sidra natural histéricamente se extendia por toda la
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Cordillera Cantabrica, pero desde el siglo XIX ha quedado centrada principalmente en
el Principado de Asturiasy en Guipuzcoa. En la actualidad en Asturias la sidra sigue
siendo considerada no solo una bebida, sino una parte intrinseca de su cultura y folklore
y es la primera regién espafiola productora de sidra con méas del 80% de la produccion
nacional. Para su produccion, a raiz de la creacién el 12 de noviembre de 2002 de
la Denominacion de Origen Protegida (D.O.P.) “Sidra de Asturias” se utilizan
exclusivamente variedades de manzana autdctona (Raxao, Xuanina, Coloradona, etc.)
reconocidas por el Consejo Regulador. El proceso de produccién asturiano es artesano;
existen varios procesos de elaboracion dependiendo de las diferentes tradiciones
regionales, pero, en todo caso, el primer paso siempre consiste en la recogida de la

manzana en otofio.

Recoleccién. La campafia de recogida comienza aproximadamente en la primera
quincena del mes de octubre, aunque, l6gicamente, dependera del estado de maduracién
de las manzanas, que a su vez esta condicionado por la meteorologia de cada afio. Es
entonces, cuando comienza a recogerse opafiar la manzana, proceso que aun hoy se

realiza en casi su totalidad de forma manual.

Traslado. Una vez recibida en la bascula la manzana, se realiza un primer analisis
visual, rechazando aquellas partidas que representen alguna anomalia (maduracién, falta
de limpieza, etc....). Posteriormente las manzanas son sometidas a un lavado con varios
puntos de agua a presion con el fin de eliminar toda suciedad adherida a las mismas.
Mas tarde pasan por un escogedor donde de forma manual los operarios rechazan

aquellas unidades que no se encuentren en condiciones Optimas.

Trituracion. En la trituradora se lleva a cabo el mayado propiamente dicho. La
trituracion se realiza con unos molinos eléctricos a los que la fruta debe llegar limpia y
en condiciones Optimas. Es importante seleccionar, en funcion de las variedades y su
maduracion, la granulometria de la magaya o pulpa triturada, para evitar que sea
excesivamente pequefia, impidiendo asi que el mosto salga del lagar por los pequefios

conductos, 0 que sea demasiado grande, dejando trozos de manzana sin triturar.

Prensado. De la trituradora la manzana pasa directamente a las prensas o lagares. En

este momento el primer mosto o sidra dulce, comienza a depositarse en la base del
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lagar, pasando a las tinas dispuestas a tal efecto. Las prensas utilizadas pueden ser
prensas de madera, prensas hidraulicas de acero inoxidable o prensas neumaticas. Una
vez lleno cada lagar con manzanas mayadas y tras unas horas de reposo de la magaya,
comienza “el cortado del llagar”, proceso que consiste en hacer un canal a lo largo del
perimetro del lagar, facilitando asi la salida del mosto. Al cabo de tres o cuatros dias, en
lo que se repite este proceso, la magaya es extraida de la prensa completamente
exprimida. Una vez extraido el mosto, se bombea hacia los toneles de castafio o de
acero inoxidable, donde la sidra proveniente de las prensas estd en disposicion de

fermentar.

Fermentacién. Durante el proceso de fermentacidn el mosto por accion de las levaduras,
junto con las bacterias del entorno, se va transformando en sidra con desprendimiento
de anhidrido carbdnico. Durante la fermentacion alcohdlica, los azlcares son
transformados en un gran nimero de componentes, entre los que destacan como
productos mayoritarios el etanol y el CO2.La fermentacion tiene lugar a temperatura

controlada, hasta que en los menguantes de enero y febrero se realizan los trasiegos.

Trasiegos: Esta operacidn consiste en el mezclado de los toneles, esto se hace por dos
motivos, el primero para eliminar los posos (borras) que se forman en el fondo del tonel,
procedentes de la decantacion del mosto y el segundo para unificar los mostos. Este
proceso suele llegar hasta los meses de abril o mayo.

Las ultimas etapas del proceso cambian dependiendo de que el producto final sea Sidra
o Sidra Natural. Segun el Real Decreto 72/2017* la sidra natural es un “producto
resultante de la fermentacion del mosto natural de manzana, cuyo contenido en gas
carbonico y azlcares tiene origen endogeno exclusivamente. Su grado alcohdlico
volumétrico adquirido sera igual o superior a 5% vol. y su presion relativa en el interior
de la botella seré superior a 0,5 bares a 20.°C.”

Por su parte, la sidra como bebida comercializada, es el “producto resultante de la
fermentacion total o parcial del mosto de manzana, al que se puede incorporar,
posteriormente a la fermentacion, los azlcares o jarabes azucarados, regulados en la
normativa sobre determinados azlcares destinados a la alimentacion humana, y
anhidrido carbonico. Su grado alcoholico volumétrico adquirido sera igual o superior a

4% vol.”
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11 Calidades de la magaya

En Asturias desarrollan su actividad cerca de un centenar de lagares que se dedican casi
de manera exclusiva a elaborar sidra natural. Este sector transforma una media de 35
millones de kg/afio de manzana de sidra y, como consecuencia de esta actividad, se
origina una importante cantidad de residuos. Entre ellos destaca, con un volumen que se
puede cifrar en unos 9 millones de Kg, la magaya, residuo solido obtenido después del
prensado, formado principalmente por pulpa, piel, pepitas y algunos pedunculos. Sin
embargo, la magaya, lejos de ser calificada como un residuo deberia ser considerada
como un subproducto con alto valor afiadido, por ser fuente de compuestos bioactivos
con potencial para el disefio de aditivos naturales y alimentos saludables, entre otros. La
magaya esta compuesta principalmente por fibra alimentaria (lignina, celulosa,
hemicelulosa y pectinas), lo que sin duda hace que esta materia prima pueda ser
considerada como saludable. Es conocido que la fibra disminuye el riesgo de diabetes,
enfermedades del corazon, obesidad y cancer (Mann y Cummings, 2009). Igualmente,
se ha descrito la presencia en la magaya de diferentes familias de compuestos fenélicos
como flavonoides, procianidinas, dihidrocalconas y &cidos fendlicos (Schieber y col.,
2003 ) y se han asociado con la actividad antioxidante in vitro (Foo y col., 1999), que

ayuda a reducir el riesgo de insuficiencia coronaria y act(ia contra el cancer.
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12 METODOLOGIA

Reactivos y disoluciones

Soja texturizada fina de cultivo ecol6gico, Ecocesta

Etanol absoluto, LiChrosolv, Merck

Glutaraldehido, Alfa Aesar

Hidroxido de Sodio 98%,Alfa Aesar

Acido clorhidrico 37%,VWR Chemicals PROLABO (BDH)
B-caroteno, Fluka

Tampon salino de fosfatos 10X DPBS, Gibcoby Life Technologies
Tween20, SIGMA-ALDRICH

Instrumentacion Analitica

Balanza Analitica Mettler AE 163

pHmetro micropH 2002, CRISON

Espectrofotometro Agilent Technoligies CARY 60 UV-Vis

Microscopio de transmision electronica JeolJEM 2100F

Espectrofotometro FTIR Varian 670 IR con accesorio Specac’s Golden Gate ATR

DLS Zetasizer, Malvern

Utillaje de laboratorio

Placa calefactora Heidolph MR-HeiTec.

Bario de ultrasonidos Selecta Iltrasons MEDI-II
CentrifugaGYROZEN 15Bdr

Rotavapor Laborota 4000, Heidolph

Celda de cuarzo para medidas espectrofotometricas
Vasos de precipitado: 10mL y 100mL

Micropipetas LABMATE+: 10-100 pL, 10-1000 uL
Pipetas pasteur, espatulas, mortero y maja de agata
Vortex Vx100 LabnetMixer

Matraces aforados clase A: 10, 100 mL

Tubos Eppendorf Safe Lock 2.5 mL

Tubos cénicos de centrifuga 15 mL y 20 mL
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13 Sintesis de nanoparticulas

13.1 Preparacion de proteinas aisladas de soja (SPI)

Las SPI se prepararon de acuerdo con el método de precipitacion isoeléctrica (Teng,
Luo, Wang 2012). Para ello, se pesaron 50 g de soja texturizada y se trituraron con la
ayuda del mortero para optimizar la extraccion de proteinas. Se suspendié la soja
triturada en 750 mL de agua desionizada (en proporciéon 1:15; 15 mL de agua cada
gramo de proteina pesado), se ajustd el pH de la solucién hasta 8 con 1M NaOH para
aumentar la solubilidad de las proteinas y se dejo en agitacion suave durante una hora.
Posteriormente se centrifug6 la dispersion a10.000g durante 15 minutos (Figura 10). El
sobrenadante se acidific6 con 1M HCI hasta alcanzar un valor de pH de 4,5y se
centrifugo otra vez en las mismas condiciones (Figura 10b). El precipitado obtenido se
suspendi6 en agua desionizada y se ajusté el pH a 7,5 con 1M NaOH. Finalmente, la

suspension se dializé durante 24 horas (Figura 10c).

Figura 10. a) Sobrenadante béasico obtenido después la primera centrifugacién
b) Precipitado obtenido tras acidular la solucién y segunda centrifugacién
c) Dialisis del precipitado frente a agua desionizada.
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13.2 Preparacion de nanocépsulas de proteinas de soja.

Trabajos previos en el tema han mostrado que los mejores resultados para la
preparacion de nanoparticulas de proteina, en términos de mejor relacion entre
estabilidad y tamafio, se obtienen partiendo de una concentracion de SPI que varia entre
4y 12 mg/mL y un porcentaje de etanol de 10% y 80% (Teng, Luo, Wang 2012).

Las nanocapsulas se prepararon a partir de SPl de acuerdo con un método de
solvatacion descrito en la bibliografia(Teng, Luo, Wang 2012), con algunas
modificaciones. Se pesaron 20 mg de SPI, se disolvieron en 4,5 mL de agua desionizada
y se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 0,5
mL de etanol gota a gota hasta alcanzar un10% de etanol y se agit6 la disolucion
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se anadieron 21 pL de
glutaraldehido (1,05 uL por cada mg de SPI) como agente de entrecruzamiento. Tras 16
horas de reaccion de entrecruzamiento, la disolucion se diluyd3 veces, con agua
desionizada y etanol sin cambiar la proporcion agua/etanol (13,5 mL de agua
desionizada; 1,5 mL etanol) para favorecer la formacion de las nanocépsulas (Figura
11a). Finalmente, el etanol se elimind utilizando el rotavapor a 30°C, tras lo cual se
reemplazé por el mismo volumen de agua desionizada. La dispersién resultante fue
centrifugada a 10.000 g por 15 minutos para remover los agregados mas grandes. El

sobrenadante se liofiliz6 y guard6 a 4°C (Figura 11b).

Figura 11. a) Nanocépsulas en suspension etanol/glutaraldehido.
b) Nanocépsulas liofilizadas.
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13.3 Nanoencapsulacion de p-caroteno

Se prepararon 4 muestras de nanoparticulas a diferentes concentraciones de SPI y
diferente porcentaje de etanol. En todos los casos se mantuvo constante el contenido
delB-caroteno respecto a la concentracion de SPI como se muestra en la Tabla2.

Tabla 2. Condiciones para la sintesis de nanoparticulas encapsuladas.

SPI Etanol \_/olumen B-caroteno
mg/mL final (mL) (mg/mL)
4 10% 5 0,08
4 80% 5 0,08
12 10% 5 0,24
12 80% 5 0,24

*Solucion estandarp-caroteno 6mg/mL en etanol

Se pesaron los gramos adecuados de SPI para tener las concentraciones adecuadas para
un volumen final de 5 mL y se dejaron agitar en agua desionizada durante una hora. Se
prepar6 una disolucion estandar de pB-caroteno pesando 12,3 mg que se suspendieron en
2 mL etanol. Al cabo de una hora se afiadieron el etanol y el B-caroteno en solucion gota
a gota hasta alcanzar el porcentaje de etanol establecido y se dejaron agitar 15 minutos
(Figura 12a). Finalmente se afiadié el glutaraldehido que se dej6 reaccionar durante 16
horas. La solucion se suspendid sin cambiar el porcentaje agua/etanol, se eliminé el
etanol por rotavaporacion y se suspendié nuevamente, centrifugo y liofilizé como esta

descrito en el apartado anterior (Figura 12b).

Figura 12. a) Disoluciones con p-caroteno antes la accion del glutaraldehido
b) Nanoparticulas encapsuladas con el p-caroteno y liofilizadas
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14 Estudio morfoldgico

Las nanoparticulas se caracterizaron morfolégicamente por microscopia electronica de
transmision (TEM). Para ello se tomaron unos pocos pL de cada dispersion y se
depositaron sobre una rejilla de cobre recubierta por una pelicula de carbono amorfo.
Asimismo, se determiné el diametro promedio de las particulas por dispersion de luz
dindmica (DLS).

141 TEM

Un microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es un

microscopio que utiliza un haz de electrones para visualizar un objeto.
Las partes principales de un microscopio electronico de transmision son:

e Cafion de electrones, que emite los electrones que chocan o atraviesan el
espécimen, creando una imagen aumentada.

e Lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de
electrones, ya que las lentes convencionales utilizadas en los microscopios
oOpticos no funcionan con los electrones.

e Sistema de vacio es una parte muy importante del microscopio electrénico.
Debido a que los electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire, se
debe hacer un vacio casi total en el interior de un microscopio de estas
caracteristicas (para conseguir el flujo ininterrumpido de electrones, el TEM
debe operar a bajas presiones, tipicamente en el orden de 10*-10® atm)

e Placa fotogréfica o pantalla fluorescente que se coloca detras del objeto a
visualizar para registrar la imagen aumentada.

e Sistema de registro que muestra la imagen que producen los electrones, que
suele ser un ordenador.

El principio del funcionamiento del TEM es que los electrones incidentes en la muestra
son en parte difractados y en parte transmitidos y su deteccion genera un difractograma
que puede ser transformado directamente en imagen mediante lentes magnéticas,
imagen que es la proyeccion de la estructura cristalina a lo largo de la direccion de los

electrones. La informacion que se obtiene es una imagen con distintas intensidades de
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gris que se corresponden al grado de dispersion de los electrones incidentes. En la

Figura 13 se muestra un esquema basico de microscopio de transmision electronica.

Fuente de [ Una fuente de radiacion (electrones de 100
electrones KeV procedentes de un filamento de W
incandescente)
Lentes
condensadoras

Muestra La columna del microscopio esta a vacio

Lentes objetivo Las lentes son electromagnéticas

El especimen debe estar deshidratado y muy

Lentes
proyectoras

delgado (< 100 nm) para permitir la

penetracion de los electrones

Pantalla o placa Todo el campo de vision esta iluminado

fotografica durante el proceso de imagen

Figura 13. Esquema bésico de un microscopio electrénico de transmision.

14.2 Dynamic Light Scattering (DSL)

14.2.1 Potencial zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica
(o de carga) entre las particulas; se utiliza frecuentemente en la quimica coloidal y su
medicion aporta informacion detallada de las causas de la dispersion, agregacion o
floculacion del material en estudio. Se puede aplicar para mejorar la formulacion de
dispersiones, emulsiones y suspensiones. La medicion del potencial zeta se basa en el
principio de que el comportamiento de los coloides esta determinado por las cargas
eléctricas presentes en su superficie, que suele ser de naturaleza negativa (aunque

también puede ser positiva). Estas cargas producen fuerzas de repulsion electrostatica
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entre los coloides vecinos. Si la carga es suficientemente elevada los coloides
permanecen discretos, dispersos y en suspension. Reduciendo o eliminando estas cargas
se obtiene el efecto opuesto y los coloides se aglomeran y sedimentan fuera de la

suspension.
14.2.2 Principio de medicién del potencial zeta

Para explicar como actlan las fuerzas eléctricas de repulsién se usa el modelo de la
doble capa. Es posible entender este modelo como una secuencia de etapas:
inicialmente, la atraccion del coloide negativo hace que algunos iones positivos formen
una rigida capa adyacente alrededor de la superficie del coloide; esta capa de contra-
iones es conocida como la capa de Stern. Otros iones positivos adicionales son todavia
atraidos por el coloide negativo, pero estos son ahora rechazados por la capa de Stern,
asi como por otros iones positivos que intentan acercarse al coloide. Este equilibrio
dinamico resulta en la formacion de una capa difusa de contra-iones. Los contra-iones
tienen una alta concentracion cerca de la superficie, la cual disminuye gradualmente con
la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la concentracién de los contra-iones en
el seno de la disolucion. En forma similar, aunque opuesta, en la capa difusa hay un
déficit de iones negativos, llamados co-iones pues tienen la misma carga que el coloide.
Su concentracion se incrementa gradualmente al alejarse del coloide, mientras que las
fuerzas repulsivas del coloide son compensadas por los iones positivos, hasta alcanzar
nuevamente el equilibrio. La capa difusa puede ser visualizada como una atmosfera
cargada rodeando al coloide. A cualquier distancia de la superficie, la densidad de carga
es igual a la diferencia de concentracion entre iones positivos y negativos. La densidad
de carga es mucho mayor cerca del coloide y gradualmente disminuye a cero cuando las
concentraciones de iones positivos y negativos se asemejan. Los contra-iones de la capa
de Stern y de la capa difusa son los que juntos llamaremos la doble capa (Figura 14). El
espesor de esta doble capa depende del tipo y concentracion de los iones de la solucion.
El coloide negativo y su atmdsfera cargada positivamente producen un potencial
eléctrico relativo a la solucién. Este tiene un valor maximo en la superficie y disminuye
gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera de la capa difusa. La caida
del potencial y la distancia desde el coloide es un indicador de la fuerza repulsiva entre
los coloides en funcién de la distancia a las cuales estas fuerzas entran en juego. Un
punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de Stern.
Este potencial es conocido como el potencial zeta, el cual es importante porque puede
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ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su
potencial no pueden medirse. El potencial zeta puede ser una manera efectiva de

controlar el comportamiento y la estabilidad del coloide.
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Figura 14. Dos formas de visualizar la doble capa: la imagen izquierda muestra el
cambio en la densidad de carga alrededor del coloide; la derecha muestra la distribucién de
iones positivos y negativos alrededor del coloide cargado.

14.2.3 Medida de Potencial Zeta con Zetasizer Nano de Malvern Instruments

El Zetasizer es un equipo de alta sensibilidad que mide el potencial Z de particulas
usando una técnica de dispersion de luz llamada Electroforesis Doppler con Laser.Es
una técnica usada para medir el movimiento de las particulas cargadas bajo un campo
eléctrico que utiliza el efecto Doppler; la luz difundida por una particula en movimiento
experimenta un cambio de frecuencia que se puede medir por una técnica de
interferometria.

En el caso del equipo Zetasizer Nano un rayo procedente del laser debe pasar a través de
una particula en dispersion (haz difractado) mientras que otro rayo(haz de referencia),
que se crea dividiendo el haz del laser, se conduce por fuera de la célula de capilar
donde esté introducida la muestra. En la célula de medida se aplica un campo eléctrico

alterno y las particulas son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta. El haz de rayo
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laser incide sobre las particulas en movimiento provocando un cambio de frecuencia
(efecto Doppler). Con este sistema se determina la movilidad de las particulas haciendo
una comparacion de fase entre la sefial detectada (luz dispersada por la particula) y la
sefial de referencia; lo importante es que los dos haces se deben comparar en un punto

después de que el haz difractado haya pasado a través de la muestra (Figura 15).

To PC and DTS software

APD Correlator

Fibre coupler

// D v gy T —

g Zeta attenuator

Size \ Bt

attenuator

Zeta compensation
assembly

N>

Lens and Beam
translation dump /
assembly Laser power
monitor

Figura 15. Componentes basicos del Zetasizer Nano.

14.2.4 Tamanio de las nanoparticulas

El aparato Zetasizer Nano SZ también permite la medicion del tamafio de las
nanoparticulas mediante la técnica de difusion de luz dindmica (Dynamic Light
Scattering) que mide el movimiento Browniano de las nanoparticulas y lo relaciona con
su tamafio nanométrico. El movimiento browniano es el movimiento aleatorio que se
observa en las particulas que se hallan en un medio fluido (liquido o gas), como
resultado de choques contra las moléculas de dicho fluido. La velocidad del movimiento
Browniano depende fundamentalmente de tres factores:

 Tamafio de las nanoparticulas

* Temperatura
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* Viscosidad del medio dispersante

Cuando se tienen particulas en disolucion, éstas se desplazan y al hacer incidir un haz de
luz sobre estas particulas es dispersado y su intensidad varia con el tiempo. DLS mide
las fluctuaciones de intensidad a lo largo del tiempo, para determinar el coeficiente de
difusion translacional (Dx), y posteriormente el diametro hidrodindmico (Dw) utilizando

la ecuacion de Stokes-Einstein:

kT
Dn =
3N D¢

en la que k = constante Boltzmann, T = temperatura, n= viscosidad

Otro parametro que puede ser medido con el equipo Zetasizer Nano SZ es el indice de
polidispersidad(Pdl) que nos informa acerca de la homogeneidad de los tamafios de las
nanoparticulas en suspension y tiene un valor entre 0 y 1. Si las particulas en la muestra

son homogéneas el valor de Pdl se aproximaré a cero (Figura 16).

09 El tiempo en el que la seiial de la funcion de correlacion empieza a decaer,
nos da la informacion sobre el diAmetro medio de particula.
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Figura 16. Funcion de correlacion entre diametro de la nanoparticula y el indice
de polidispersidad.

31



15 Estudio FTIR

15.1 Preparacion muestra

Se caracterizaron las nanoparticulas liofilizadas y se analizd la interaccion entre los
compuestos encapsulados por espectrofotometria infrarroja con transformada de
Fourier. Para ello se tomaron unos pocos mg de muestra y se determind el espectro de

absorcion en el intervalo de frecuencias 600-4000 cm.

152 FTIR

La espectroscopia de transmisién de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se
emplea en la caracterizacion de diferentes compuestos para identificar los grupos
funcionales presentes en las muestras. Esta técnica es una herramienta poderosa en
determinacion de la estructura molecular ya que refleja las vibraciones caracteristicas de
los grupos de atomos por lo que se emplean para identificar especialmente los grupos
organicos.

FTIR estd basada en los principios de la espectroscopia molecular: las moléculas
absorben energia de la luz en longitudes de ondas especificas, conocidas como sus
frecuencias de resonancia (vibracién). Por ejemplo, las moléculas de agua resuenan
(vibran) a una frecuencia de 3450 (se indica como cm™), en la regién infrarrojadel
espectro electromagnético. Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de
tension y de flexion. Las vibraciones de tension son cambios en la distancia
interatomica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexién
estan originadas por cambios en el angulo que forman dos enlaces y cada uno de estos
tipos de vibracion tiene asociada una frecuencia caracteristica (Figura 17). En principio,
cada molécula presenta un espectro IR caracteristico (huella dactilar), debido a que
todas las moléculas (excepto las especies diatdbmicas mononucleares como Oz2y Brz)
tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan la absorcion de una determinada

longitud de onda en la zona del espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo.
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Vibraciones de tension: cambio en la distancia interatémica

e ™~

/
SIMETRICA ASIMETRICA

Vibraciones de flexion: cambio en el angulo entre dos enlaces

P\ @ @

e
EN EL PLANO
+ - + +
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TORSION FUERA
DEL PLANO

Figura 17. Representacion de diferentes modos de vibracién molecular

Una forma de realizar un espectro en FTIR es utilizar un dispositivo ATR (Attenuated
Total Reflection), en la que la muestra se deposita sobre un cristal especial que es
iluminado por una fuente de luz infrarroja procedente del interferdmetro de Michelson
(Figura 18). La intensidad de la luz transmitida a traves del cristal hacia la muestra es

analizada y transformada en un espectro IR mediante la transformada de Fourier.

INTERFEROMETRO DE MICHELLSON

Figura 18. Esquema basico de un sistema FTIR-ATR
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16 Eficiencia de la encapsulacion

Para el estudio de la eficiencia de la encapsulacién se utilizé el precipitado obtenido en
la ultima etapa de centrifugacion, el cual se encuentra el -caroteno, insoluble en el
medio acuoso. Este precipitado fue suspendido en 5 mL de etanol para solubilizar el -
caroteno y se centrifugd una segunda vez a 10.000gdurante 15 minutos. El B-caroteno
presente en el sobrenadante obtenido se determind espectrofotométricamente a 450 nm

y se calculd la eficiencia de encapsulacion segun la formula:

[—caroteno en suspension de etanol

100 — ( x 100) = %

p—caroteno ainadido en principio

17 Metodo Folin-Ciocalteau

17.1 Preparacion recta patrén y muestra

Para la preparacion de la curva patron se utilizd &cido galico a diferentes
concentraciones (0,5; 10; 20; 50; 100 ppm) por dilucion adecuada de una disolucién
patron en agua hasta un volumen final de 9 mL. Para ello, a la disolucién de acido
gélico se afiadieron 500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, 500 pL de carbonato sodico
7,5% y 7 mL de agua desionizada (volumen final de la disolucion 9 mL). La muestra
fue preparada de la misma manera: se diluyeron 50 uL de extracto de magaya en 450 pL
de agua desionizada y se afiadieron el reactivo de Folin, el carbonato sédico y el agua
como se ha descrito antes. La muestra y las disoluciones se dejaron reaccionar al abrigo

de la luz durante una hora.

18 Liberacion de p-caroteno en PBS

La liberacion de B-caroteno en tampon fosfato salino (PBS) es un ensayo muy Util para
estudiar el comportamiento de las nanoparticulas en una solucion que simula las
condiciones fisiolégicas humanas. Para este andlisis se pesaron 2,51 mg de

nanoparticulas liofilizadas y se disolvieron en 4 mL de PBS (pH 7,5) con un 0,5% de
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Tween20. La dispersion se dejé en el sonicador 2 h 30 min a una temperatura de 37 °C
tras lo cual se afiadio 1 mL de etanol para facilitar la disolucion del B-caroteno y
alcanzar un volumen final de 5 mL. Se midio la absorbancia de la disolucion a 450 nm

utilizando una curva de calibracién para p-caroteno/PBS/Tween20.

19 RESULTADOS EXPERIMENTALES

19.1 Caracterizacion morfoldgica

Como se muestra en las Figurasl9 y 20, las nanoparticulas se sintetizaron
satisfactoriamente con el método de precipitacion isoeléctrica (Teng, Luo, Wang 2012),
con una morfologia esférica y uniforme. En la Tabla 3, se recogen los datos obtenidos
para los diametros medios de las diferentes particulas, empleando la técnica DLS y
TEM.

Tabla 3. Didmetro medio obtenido en la sintesis de nanoparticulas
a diferentes concentraciones de SP1 y etanol.

Didmetro medio de Diametro medio de

Muestra particulas DSL (nm) particulas TEM (nm)
4 mg SPI/mL — 10% + Pc. 419,1 295

4 mg SPI/mL —80% + Pc. 996,8 391,8

12 mg SPI/mL — 10% + Bc. 262,5 n.d.

12 mg SPI/mL — 80% + Pc. 474,2 359,7

Los datos indican que, como era de esperar, el radio hidrodinamico (medido por DSL)
es superior al diametro obtenido por TEM, como resultado de que en el primer caso la
medida se lleva a cabo en disolucion, donde las particulas se encuentran solvatadas,
mientras que en el segundo caso, las medidas se llevan a cabo sobre muestra seca. El
diametro medio de las particulas secas oscila entre 300 y 400 nm, un tamarfio adecuado

para su aplicacién en la encapsulacion de nutrientes.

Por otra parte, se comprueba que el contenido en etanol influye en el diametro
hidrodinamico, observandose que a mayor contenido de alcohol, mayor es el radio,
independientemente de la concentracion de SPI. La misma tendencia se observa en el

radio medio obtenido por TEM. Este hecho, podria explicarse por la solubilidad del B-
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caroteno en medio organico, lo que favoreceria un mayor porcentaje de encapsulacion

del mismo en las particulas.

En la Figura 19 se observa la morfologia de las nanocépsulas de proteina de soja
obtenidas con la misma concentracion de SPI aunque cambiando el porcentaje de
etanol. Como se aprecia en ambos casos se generan nanocépsulas esféricas, de

apariencia compacta, aunque un mayor contenido en etanol da lugar a nanocapsulas mas
grandes.

a) I AT b)

Figura 19. Imagenes TEM de nanocépsulas de proteina de soja obtenidas con:
a) 4 mg/mL SPI- 10% etanol
b) 4 mg/mL SPI1-80% etanol

En la Figura 20, se puede comprobar el efecto de encapsulacion del p-caroteno en
nanocapsula 4mg/mL SPI-10% etanol, observandose un considerable aumento de
tamafio de las nanocéapsulas, aunque manteniéndose la geometria esférica y el aspecto

compacto de las mismas.

| b).

Figura 20. Imagenes TEM de nanocépsulas de proteina de soja obtenidas con:
¢) 4 mg/mL SPI- 10% etanol “vacia”
d) 4 mg/mL SPI-10% etanol con p-caroteno )




19.2 Indice de polidispersividad

El indice de polidispersividad nos informa acerca de la uniformidad de los tamafios de
las nanoparticulas y, como se ha descrito en los apartados anteriores, si las particulas en
la muestra son homogéneas el valor de Pdl se aproximara a cero. Como se muestra en
las Figuras 21, 22, 23 y 24, todas las nanoparticulas resultaron tener una distribucion de
tamafio relativamente homogénea y el indice Pdl no se vio afectado por el porcentaje de
etanol utilizado. Sin embargo, si se puede observar que las nanoparticulas obtenidas con
menor concentracion de SPI son mas monodispersas que las obtenidas con mayor

concentracion. Las medidas se realizaron por triplicado para cada muestra.

EEI]--

5]

[ o

o

e

g I

4

=

- 1ot
0 - : : : e : i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
|— Record 49 4mag 10% 1 Record 50: 4mg 10% 2 —— Record 51: 4mg 10% 3|

Figura 21. Distribucion de didmetro por nimero de particulas obtenido por
DLS. Nanoparticulas 4mgSPI/mL - 10% conp-caroteno.
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Figura 22. Distribucion de didmetro por numero de particulas obtenido por

DLS. Nanoparticulas 4mgSPI/mL - 80% y p-caroteno. 37
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Figura 23. Distribucion de diametro por nimero de particulas obtenido por DLS
Nanoparticulas 12mg SP1/mL-10% y p-caroteno.
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Figura 24. Distribucion de diametro por numero de particulas obtenido por DLS
Nanoparticulas 12mgSPI/mL - 80% y B-caroteno.

En la Tabla 4 se recogen los valores de Pdl para las particulas en estudio. Los datos

muestran que las nanoparticulas mas monodispersas conteniendo -caroteno, son las 4
mg SPI1/mL-80% etanol.
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Tabla 4. Indice de polidispersividad de nanoparticulas SPI obtenidos por DSL.

Muestras Valores Pdl (0-1)
4 mg SPI/mL — 10% + Pc. 0,323
4mg SPI/mL — 80% + Pc. 0,027
12mg SPI/mL — 10% + Pc. 0,264
12mg SPI/mL — 80% + Pc. 0,102

Las nanoparticulas sintetizadas utilizando un porcentaje mas alto de etanol resultaron

tener una distribucion de diametro mas baja (mayor homogeneidad).

19.3 Potencial zeta

La medicion del potencial zeta permitié determinar las cargas eléctricas presentes en su

superficie de

las nanoparticulas; cuanto mas negativo el valor del potencial zeta, tanto

mayor es la estabilidad de las mismas en disolucion. En las Figuras 25-28 se muestran

los diferentes

valores de potenciales zeta medidos con el equipo DLS. Cada muestra fue

medida por triplicado.

300000 1
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100000 1

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential {m\")

— Record 22: 4mg 10%ETOH 1 Record 23: 4mg 10%ETOH 2
——  Record 24: 4mg 10%ETOH 3

Figura 25. Registro del potencial zeta obtenido por DLS.
Nanoparticulas 4mgSPI1/mL - 10% -p-caroteno.
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Figura 26. Registro del potencial zeta obtenido por DLS.
Nanoparticulas 4mgSPI1/mL - 80% -p-caroteno.
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Figura 27. Registro del potencial zeta obtenido por DLS.
Nanoparticulas 12mgSPI/mL - 10% -B-caroteno.
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Figura 28. Registro del potencial zeta obtenido por DLS.
Nanoparticulas 12 mgSPI/mL - 80% -B-caroteno.

En la Tabla 5 se recogen los valores de los potenciales zeta medios obtenidos en esta
experiencia.

Tabla 5. Potenciales zeta de nanoparticulas obtenidos por DSL.

Muestras Valores potencial zeta, mV
4 mg SPI/mL — 10% + Bc. -34,0
4mg SPI/mL - 80% + fc. - 27,7
12mg SPI/mL - 10% + Bc. - 39,6
12mg SPI/mL - 80% + Bc. -30,9

Todas las nanoparticulas encapsuladas con [-caroteno resultaron ser estables en
solucion acuosa. La decision de utilizar 12 mg de SPI/mL y una concentracion del 10%
de etanol para sintetizar nanoparticulas encapsuladas con antioxidantes (Anexo I), se
bas6 en el hecho que las nanoparticulas encapsuladas con [-caroteno a estas
concentraciones resultaron ser las méas estables, muestran un tamafio adecuado y un

indice de polidispersividad aceptable.
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19.4 Analisis por FTIR

Con objeto de confirmar la encapsulacion de B-caroteno en las nanoparticulas, se llevo a
cabo un estudio de los espectros de absorcién IR de cada uno de los sistemas:
nanoparticulas SPI liofilizadas, B-caroteno y de las nanoparticulas SPI encapsuladas. En

la Tabla 6 se recogen las principales bandas de absorcion en IR de la proteina de soja.

Tabla 6. Bandas IR de proteinas de soja (Chen X., Ru Y; Chen F; 2012).

NUmero de onda cm™ Tipo de sefal Tipo de enlace
3266 Torsion OHyNH
3066 Torsion CH
2921 Torsion asimétrica CHs
2852 Torsion asimétrica CH2
1641 Tension C=0
1529 NH torsion, CN tension NHyCN
1411 Torsion CH2
1224 Torsion CHs
1239 Tension C-N
1054 Tension C-0

En la Figura 29 se muestra el espectro de infrarrojo FTIR de las proteinas de soja
aisladas liofilizadas. Como se puede comprobar, se observan las bandas caracteristicas
descritas en la bibliografia, 1o que nos confirma que el proceso de extraccion de la

proteina ha sido eficaz.
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SPI liofilizadas
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Figura 29. Espectro FTIR de las proteinas aisladas de soja

El espectro de absorcion del B-caroteno muestra, asimismo, las bandas IR caracteristicas
del compuesto (Figura 30), dos bandas a 2920 cm™y 2860 cm*correspondientes a las
torsiones asimétrica y simétrica de los grupos CH2 y CHs, respectivamente, una banda a
1440 para el tijereteo en el plano del grupo CH2, una banda a 1360 cm™para el
desdoblamiento del grupo dimetilo, asi como una banda a 960 cm™correspondiente a la
deformacion de los alquenos conjugados trans —CH=CH-. El espectro de las
nanoparticulas con f-caroteno encapsulado (Figura 31) muestra las bandas tipicas de la

proteina de soja y la bandas a 1440 y 1360 cm del p-caroteno.

B-caroteno
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Figura 30. Espectro FTIR del p-caroteno.
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Figura 31. Espectro FTIR de nanoparticulas conteniendo B-caroteno encapsulado

19.5 Determinacion de la eficiencia de la encapsulacion

Se cuantifico la concentracion de B-caroteno encapsulado suspendiendo en etanol el
precipitado que contenia el -caroteno no encapsulado. Con el intento de determinar la
concentracion de B-caroteno presente en el interior de las nanoparticulas se realizé un
calibrado de B-caroteno en una mezcla de etanol absoluto. A partir del calibrado (Figura
32) y del valor maximo de absorbancia del B-caroteno medido a 450 nm, se determind
el porcentaje de P-caroteno encapsulado. Para determinar la concentracion de f-
caroteno encapsulado es necesario conocer los miligramos utilizados para sintetizar las
nanoparticulas encapsuladas. En la Tabla 7 se muestran los valores de absorbancias
obtenidos por cada muestra, la eficiencia de encapsulacion expresada como el
porcentaje de la relacion entre la concentracion de B-caroteno no encapsulado y el B-

caroteno total (mg de afiadidos para sintetizar las nanoparticulas).
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Tabla 7. Eficiencia de encapsulacion de las nanoparticulas encapsuladas

Muestra 4 mg/10% 4mg/80% 12mg/10% 12mg/ 80%

Volumen de
dispersion (mL)

B-caroteno
) 0,40 0,40 1,2 1,2
afadido (mg)

Absorbancia 0,49 0,78 0,06 1,09

Eficiencia de encapsulacion (%)  95,8% 93,3% 99,8% 96,8%

0.2 y = 29,06x + 0,008
0.15 R2=0,998

Absorbancia

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014 0.016

Concentracion molar

Figura 32. Recta de calibrado para p-caroteno en etanol.
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Los porcentajes que determinaron la eficiencia de encapsulacion resultaron ser muy
altos en todas las muestras. La muestra que mas se acercé a alcanzar el 100% de
eficiencia fue el de las nanoparticulas sintetizadas a partir de una concentracion de 12
mg SPI y un 10% de etanol. De hecho, el sobrenadante que pertenecia a esta muestra
fue el Unico que mostrd un color rojo vivo ya que la mayoria del p-caroteno estaba

encapsulado en las nanoparticulas (sobrenadante) y no precipito.

19.6 Liberacion de p-caroteno en PBS

Para el andlisis de la liberacion del B-caroteno se utilizaron las nanoparticulas
sintetizadas a partir de una concentracion de 12 mg de SPl y 10 % de etanol porque
resultaron ser las mas estables (valor mas negativo de potencial zeta) y con el mas alto
porcentaje de eficiencia de encapsulacion (99,8%). En la Figura. se muestra la curva de

calibrado utilizada para determinar la liberacion del B-caroteno en PBS.

0.18
0.16
0.14
0.12
0.1
0.08 y = 7,493x + 0,002

0.06 R?=0,994

Asorbancia

0.04
0.02

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

-0.02
Concentracion molar

Figura 33. Recta de calibrado para la liberacion de g-caroteno en PBS.

La liberacion del B-caroteno en PBS se calculo teniendo en cuenta los miligramos de f3-
caroteno afiadidos para encapsular las nanoparticulas. Para la sintesis de las
nanoparticulas se pesaron 60,8 mg de SPI y el B-caroteno afiadido correspondia al 2%

de las SPI pesadas: 1,2 mg. Las nanoparticulas pesadas para este analisis fueron 2,51
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mg. La determinar los mg de B-caroteno situados en el interior de las nanoparticulas se

calcul6 de forma sencilla aplicando la siguiente relacion:

60,8 mg (SPI): 1,2 mg (B-caroteno) = 2,5 mg (nanoparticulas): X
X=0,0493

La eficiencia de encapsulacion es de 99,8%

0,0493:100 = X: 99,8

X =0,492mg de B-caroteno en 2,51 mg de nanoparticulas.

La sefial de absorcion de la muestra es de 0,05 y despejando la Y obtenida en la recta de
calibracion los miligramos de B-caroteno diluidos en 1 mL de solucion resultaron ser
0,0062.

La muestra estaba diluida inicialmente en 5 mL de PBS/Tween20/etanol, asi que se

multiplicaron los miligramos por el valor de ese volumen:
0,006212 x 5 = 0,03106 mg
El porcentaje de B-caroteno liberado se calculé utilizando la siguiente formula:

mg de [ — caroteno en 5 mL PBS, Tween20, etanol 100
X

B — caroteno contenido en 2,5 mg de NPs

El porcentaje de B-caroteno liberado en PBS fue del 62%.
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20 Conclusiones

1. Se sintetizaron satisfactoriamente nanoparticulas a partir de proteinas aisladas de
soja y se encapsularon con (-caroteno. ElI compuesto quedo encapsulado en el

interior de los agregados proteicos.

2. Todas las nanoparticulas resultaron tener una morfologia esférica y homogénea.
El tamafio mas grande alcanzado lo alcanzaron las nanoparticulas obtenidas a
partir de 4mg/mL de SPI y 80% de etanol, mientras que las mas estables
resultaron ser las nanoparticulas sintetizadas a partir de 12 mg/mL de SPI'y 10%
etanol.

3. El andlisis de las muestras por FTIR mostré que el B-caroteno se encontraba

ligado a las nanoparticulas.

4. El porcentaje de la eficiencia de encapsulacion resultd ser superior al 90% en
todas las muestras estudiadas. La liberacion de -caroteno en un medio acuoso
de PBS de las nanoparticulas que resultaron ser las mas estables fue superior al
60%.
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22 Anexo |. Encapsulacién de antioxidantes
procedentes de magaya de sidra: estudios
preliminares

22.1 Nanoparticulas encapsuladas con antioxidantes

Utilizando las concentraciones de SPI y etanol que presentaron los mejores resultados
(12 mg SPI/mL-10% etanol) se decidio sintetizar nanoparticulas encapsuladas con

antioxidantes procedentes de magaya.

22.1.1 Extraccién antioxidante procedentes de la magaya

Para extraer los antioxidantes de la magaya se pesaron 2,06 gramos de materia prima y
se suspendieron en 40 mL de metanol. La suspension se dejé en agitacion en
ultrasonidos 30 minutos y luego se centrifugd a 5000 revoluciones por 5 minutos.
Finalmente se utilizo el rotavapor a 30 °C para eliminar el metanol (se extrajeron 0,8 ¢

de antioxidantes). El precipitado solido se suspendi6 en 20 mL de etanol (Figura 1A1).

FiguralAl. Extracto de magaya suspendido en etanol (matraz a la izquierda) y)
precipitado solido tras el tratamiento de la muestra con ultrasonidos (matraz a la
derecha).

22.1.2 Preparacion nanoparticulas encapsuladas con antioxidantes procedentes de
magaya de sidra

Se decidié preparar una unica muestra utilizando las concentraciones de SPI y etanol
que dieron los mejores resultados en las encapsulaciones de - caroteno (mejor relacion

entre estabilidad y tamafio): 12 mg/mL SPI - 10% etanol.
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Se pesaron 62,7 mg y se suspendieron en 4,5 mL de agua desionizada, se dejaron en
agitacion y al cabo de una hora se afiadieron 200 pL de etanol gota a gota y 300 uL de
disolucion que contenia los antioxidantes procedentes de la magaya. Finalmente, se
afiadio el glutaraldehido (Figura 2A1) y se siguieron las mismas etapas descritas en el
caso del B-caroteno.

Figura 2Al. Disolucion de SPI, agua, etanol, p-caroteno y glutaraldehido antes de la
formacion de las nanoparticulas.

22.1.3 Tamario e indice de polidispersividad

Las nanoparticulas encapsuladas con antioxidantes procedentes de la magaya
presentaron un diametro hidrodinamico de 546,2 nm y un indice de polidispersividad de
0,49; valores mayores respecto a las nanoparticulas encapsuladas con - caroteno. En la

Fig.3A1 se muestra el grafico obtenido por DSL.
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Figura 3Al.Distribucion de didmetro por nimero obtenido por DLS de
nanoparticulas preparadas con 12mgSPI/mL - 10% y antioxidantes procedentes de
magaya de sidra.
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La decision de sintetizar las nanoparticulas con antioxidantes a partir de una

concentracion de SPI de 12mg/mL y un porcentaje de etanol del 10% fue tomada

principalmente por el hecho que cuando se sintetizaron las nanoparticulas encapsuladas

con B-caroteno el potencial zeta mas favorable se obtuvo en la muestra con esas

concentraciones (-39 mV).

Las nanoparticulas encapsuladas con antioxidantes procedentes de magaya resultaron

ser las menos estables de todas, con un valor de potencial zeta de -19 mV. En la Figura

4A1, se muestra el diagrama de distribucién de potencial zeta.
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Figura 4Al. Potencial zeta obtenido por DLS. Nanoparticulas 12mgSPI/mL - 10%

encapsuladas con antioxidantes procedentes de magaya.
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22.2 Estudio FTIR

De forma analoga a como se describid para el sistema con B-caroteno, se registraron los
espectros FTIR del extracto de magaya y de las correspondientes nanoparticulas,
encapsuladas y libres. En la Figura 5A1 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 5A1. Comparacién de los diferentes espectros obtenidos por FTIR.

Aunqgue es necesario llevar a cabo una caracterizacion exhaustiva de la composicion del
extracto de magaya, que serd objeto de trabajos posteriores, si parece evidente que las
nanoparticulas libres presentan un espectro FTIR claramente diferente al de las
nanoparticulas encapsuladas. Este hecho parece indicar que si hay algun tipo de
interaccion que las modifica, aunque en el estado actual de la investigacion no podemos
avanzar o especular qué tipo de compuestos han sido encapsulados o si éstos
simplemente se han adherido a la superficie de las nanoparticulas
La bibliografia sefiala como algunos de los antioxidantes extraibles de la magaya los
siguientes: &cidos galico, clorogénico y p-cumarico, asi como quercitrina, epicatequina

y quercetina.

22.3 Determinacion de antioxidantes extraidos en las nanoparticulas con
metodo Folin-Ciocateau

El extracto procedente de la magaya, donde se presume la presencia de antioxidantes, se

diluyé en una solucion de etanol absoluto. Se afiadieron a las disoluciones que
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contenian las nanoparticulas 300 pL del extracto para alcanzar el 10% de etanol. Para
determinar la cantidad de antioxidantes, la muestra de extracto se traté como se describe
en el apartado 17.1y se construyé una curva de calibrado con acido gélico utilizando el
método de Folin- Cioclateau. En la Fig.6A1 se muestra la recta de calibrado obtenida.
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Figura 6Al. Recta de calibrado para la determinacion de la cantidad de
antioxidantes extraidos de magaya de sidra

Los resultados mostraron que el extracto contenia 252 mg de antioxidantes/mL de

extracto.

22.4 Eficiencia de encapsulacion

Para calcular la eficiencia de encapsulacion, el precipitado que contenia los
antioxidantes fue suspendido en 5 mL de etanol, centrifugado 10.000g durante 15
minutos y el sobrenadante se diluyé en carbonato sédico, reactivo de Folin y agua como
se describid en el apartado 16. Tras una hora de reposo al abrigo de la luz, la muestra se
midi6 en el espectrofotdmetro y la eficiencia de la encapsulacion se calculé empleando

la formula:

extracto en suspensiéon de etanol
100- (

x 100) = %

exctracto afiadido en principio
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Los resultados no fueron concluyentes debido a que la medida de absorbancia resulto
demasiado alta, lo que puede ser indicativo de que el tratamiento de centrifugacion no
fue efectivo y parte de las proteinas reaccionaron con el reactivo de Folin. Es necesario
ahondar en este aspecto. Por ejemplo, aumentar el tiempo de centrifugacion, realizar
blancos con las nanoparticulas o ensayar un método alternativo que no esté sujeto a

interferencias por proteinas.
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23 Anexo I1: Ensayo del Biuret para proteinas

23.1 Preparacion del reactivo de Biuret

Se disolvieron 0,15 g de Sulfato de cobre pentahidratado y 0,6 g de tartrato de sodio y
potasio en 50 mL de agua desionizada; se afiadieron 30 mL de solucién acusa al 10% de
NaOH, se adicionaron 0,1 g de yoduro de potasio para inhibir la reaccion del cobre y se
enraso hasta el volumen de 100 mL. Se guardd la disolucion al abrigo de la luz.

23.2 Metodologia

Se prepar6 una recta patrén disolviendo 100,4 mg de albdmina de suero bovino (BSA)
en 10 mL de agua desionizada. La BSA sera la proteina de referencia para determinar
SPI. Se prepararon las diferentes disoluciones de ABS y se dejaron reaccionar con el
reactivo de Biuret durante media hora. La muestra fue preparada disolviendo 1,1 mg de
SPI en 1 mL de agua desioniozada. Se tomaron 500 uL de esta disolucion y se dejaron
reaccionar con 2,5 mL de reactivo de Biuret durante 30 minutos. En la Figura 1A2 se
muestra la curva de calibrado para BSA utilizada para la medicion de la muestra de las
proteinas de soja aisladas.
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Figura 1A2. Recta de calibrado para determinar la cantitad de proteinas.
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Los resultados obtenidos en esta experiencia no fueron analiticamente utiles,
obteniéndose mayor cantidad de SPI que la adicionada. Este hecho se puede explicar
teniendo en cuenta que se utiliza como patron de referencia la BSA, una proteina muy
diferente a la proteina de soja. En estudios posteriores se seleccionara una proteina afin

para llevar a cabo la determinacidn, empleando el método del Biuret.
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24 Anexo I11: Formacion de nanoparticulas en
una secuencia de imagenes.

Figura 1A3. Agregado proteinico.

0.2
e

Figura 2A3. Agregado proteinico.

b Figura 3A3. Formacion de la nanoparticula.

Figura 4A3. Nanoparticula completamente
formada.
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