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1. RESUMEN

La investigacion en el disefio y en la produccion de nanoparticulas como sistemas de
liberacion controlada en la industria alimentaria estd ganando gran protagonismo en la
actualidad. Se pueden emplear polimeros de grado alimenticio, como proteinas, para
disefiar diversos sistemas capaces de encapsular, proteger y liberar de manera controlada
compuestos con actividad funcional, como vitaminas o polifenoles, que de otra manera
seria complicado incorporarlos a matrices alimentarias debido a su inestabilidad o
incompatibilidad. En este trabajo se ha investigado la encapsulacion de quercetina en
nanoparticulas de quitosano y de proteinas aisladas de soja con objetivo de ser
incorporadas a zumos de fruta para minimizar el pardeamiento de dichos alimentos,
debido a sus propiedades antioxidantes. Para ello, se ha realizado un seguimiento del
pardeamiento de zumos de frutas, se han sintetizado y caracterizado las nanoparticulas y
por Ultimo se ha estudiado el efecto del antioxidante encapsulado en las nanoparticulas

en el pardeamiento de los zumos.

1. ABSTRACT

Research in the design and production of nanoparticles as controlled release systems in
the food industry is gaining great prominence at present. Food-grade polymers, such as
proteins, can be used to design various systems capable of encapsulating, protecting and
releasing in a controlled manner compounds with functional activity, such as vitamins or
polyphenols, that would otherwise be impossible to incorporate into food matrices due to
their instability or incompatibility. In this work we have investigated the encapsulation of
quercetin in nanoparticles of chitosan and isolated soy proteins in order to be incorporated
into fruit juices to minimize the browning of these foods, due to their antioxidant
properties. For this, the fruit juice has been monitored, the nanoparticles have been
synthesized and characterized and finally the effect of the antioxidant encapsulated in the

nanoparticles in the browning of the juices was investigated.
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4. ABREVIATURAS

DSL.: Disperison dinamica de luz.

Ensayos P: Ensayos para conocer la evolucion del pardeamiento de los zumos en

condiciones normales.

Ensayos NPQ: Ensayos para conocer la evolucion del pardeamiento de los zumos

incorporando nanoparticulas de quitosano.

Ensayos NPS: Ensayos para conocer la evolucion del pardeamiento de los zumos

incorporando nanoparticulas de proteinas aisladas de soja.

FTIR: Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier.
NPQ: Nanoparticulas de quitosano.

NPQ-QUER: Nanoparticulas de quitosano en presencia de quercetina.

NPS: Nanoparticulas de proteinas aisladas de soja.

NPS-QUER: Nanoparticulas de proteinas aisladas de soja en presencia de quercetina.
QUER: Quercetina.

SPI: Proteinas aisaldas de soja.

TEM: Microscopia electronica de transmision.



5. INTRODUCCION

5.1 Importancia de la nanotecnologia en la industria alimentaria.

Actualmente no hay una Unica definicion de nanotecnologia; sin embargo, una de las méas
utilizadas es la que define la nanotecnologia como el disefio, caracterizacion, produccion
y aplicacién de estructuras, dispositivos y sistemas que tengan al menos una dimension
de tamafo entre 1 y 100 nandémetros; lo que conlleva unas propiedades mecanicas,
Opticas, quimicas, magnéticas o electronicas que difieren significativamente de las

propiedades que poseen los mismos materiales a una mayor escala [1].

La nanotecnologia engloba cinco tipos diferentes de nanomateriales segun su estructura:
nanocompuestos, nanoparticulas, nanotubos, nanocapas, materiales nanoporosos,

superficies nanomoduladas y nanoestructuras biolégicas [2].

El uso de la nanotecnologia esta presente en un amplio abanico de industrias como la
automocién, farmacéutica, cosmética, textil o alimentaria. La aparicion de la
nanotecnologia en la industria alimentaria es mas reciente que en la industria farmacéutica
o0 en el ambito médico, sin embargo, se ha encontrado una gran variedad de aplicaciones
en el sector agroalimentario tales como: la liberacion controlada de nutrientes, la
bioseparacion de proteinas, el rapido muestreo de contaminantes quimicos o bioldgicos,
el envasado inteligente o la nanoencapsulacion de nutracéuticos. En la actualidad la
nanotecnologia ya esta implantada en tres etapas claves de la fabricacién de alimentos: la
produccion primaria, procesado y envasado. Sus principales aplicaciones se indican a

continuacion [3]:

e Mejora de la calidad de los alimentos: utilizando nanoemulsiones y
nanorecubrimentos como medio de encapsulacion de compuestos funcionales que
aumenten la disponibilidad de los nutrientes o eviten olores y sabores

desagradables.

e Nanoalimentos funcionales: nuevos alimentos con propiedades nutritivas

funcionales.

e Nanosensores: dispositivos biodegradables para controlar la temperatura y la
humedad de los alimentos. También pueden identificar la existencia de plagas y

patdgenos dependiendo de las condiciones en que se almacene los alimentos.



Algunos nanosensores pueden identificar si un alimento es fresco o no y lo indican

con un cambio de color.

e Actividad antimicrobiana: un ejemplo son las nanoparticulas de plata utilizadas

como agentes antimicrobianos en envases.

e Envases inteligentes: aumentan el tiempo de conservacién manteniendo la
frescura y evitando la pérdida de nutrientes, detectan la contaminacion y son

biodegradables.

e Etiquetas inteligentes: indican la calidad del almacenamiento y la existencia de

roturas o deterioros del envase.
5.2 Situacion actual de la nanotecnologia en la industria alimentaria.

En los dltimos afios la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha publicado
una evaluacién sobre los riesgos potenciales de la nanotecnologia para la alimentacion y
los piensos, donde se observa que aun existen muchas incertidumbres sobre su seguridad.
La EFSA ha publicado una guia para la evaluacion de los riesgos derivados de la
aplicacion de la nanociencia y la nanotecnologia en los alimentos y piensos. El documento
se centra en evaluar la seguridad del uso de la nanotecnologia en la cadena alimentaria,
ademas de recoger los avances mas novedosos en el ambito de la investigacion. La guia
no solo hace referencia al uso de la nanociencia en los alimentos y piensos, sino que
incluye también a los nuevos alimentos, aditivos alimentarios, envases, pesticidas o
suplementos alimentarios [4]. Aunque existe un vacio legal, la guia hace referencia a los
riesgos asociados a los productos destinados al consumo humano o animal, a los
productos agroquimicos y a los envases. Los riesgos de los nanomateriales vienen
determinados por su composicion quimica y sus propiedades fisico-quimicas (tamafio,
forma, solubilidad, carga superficial, reactividad superficial) que influenciaran su

absorcion, metabolismo, distribucion, etc.
5.3 Objetivos.

Debido a la gran importancia que ha adquirido la investigacion en el disefio y en la
produccion de nanoparticulas como sistemas de liberacion controlada en la industria
alimentaria y al hecho de que el uso de alimentos que incorporen antioxidantes esta en

auge, ya que las especies oxidantes o radicales libres son causantes de muchos tipos de
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enfermedades, en este trabajo se ha propuesto la sintesis de dos tipos de nanoparticulas:
nanoparticulas del polimero quitosano y nanoparticulas de proteinas aisladas de soja
como sistemas de encapsulacion y liberacion controlada de antioxidantes en zumos de

fruta.

La adicion de nanoparticulas con el antioxidante encapsulado tiene dos objetivos: un
primer objetivo es retrasar el pardeamiento que tiene lugar en los zumos de fruta
mejorando las propiedades sensoriales y aumentando de esta manera la vida util de los
zumos y un segundo objetivo es que a traves del consumo de alimentos se estan ingiriendo

antioxidantes que ayudan a prevenir muchos tipos de enfermedades.

La sintesis de las nanoparticulas se pretende abordar empleando como materiales de
partida el quitosano/alginato y proteinas aisladas de soja, mientras que como antioxidante
modelo se emplearia la quercetina. Las nanoparticulas de quitosano/alginato son un
vehiculo apropiado para la liberacion de quercetina debido a su perfil de seguridad y a la
mejora de la actividad protectora del antioxidante encapsulado, mientras que la soja es un
ingrediente que se caracteriza por su biocompatibilidad y sus altos valores nutricionales

por lo que es ampliamente utilizada en la industria alimentaria.
A continuacion, se enumeran los objetivos especificos de este trabajo:

e Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas constituidas por el sistema

quitosano/alginato/cloruro calcico.

e Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas obtenidas a partir de proteinas
aisladas de soja (SPI) empleando medios acuosos, disolventes polares y agentes

reticulantes.

e Encapsulacion de quercetina en los dos tipos de nanoparticulas descritos

anteriormente y evaluacion de la eficiencia de encapsulacion.
e Evaluacion del pardeamiento de los zumos de frutas.

e Efecto de la liberacion del antioxidante quercetina encapsulado en el

pardeamiento de los zumos de frutas.



6. CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

6.1 Pardeamiento en zumos de fruta.

Las propiedades sensoriales son uno de los pardmetros de calidad fundamentales en los
alimentos. Para los zumos de fruta el color es el primer atributo sensorial que percibe el
consumidor, por lo que inicialmente es el mejor factor que define la calidad de los zumos.
Por lo tanto, es de vital importancia el conocimiento de los componentes y procesos que
influyen en el color de un alimento, y en los zumos de fruta el proceso fundamental por
el que se modifica su color es el pardeamiento [5]. Este fendmeno es el punto de partida
de un importante campo de investigacion debido a sus implicaciones en la salud y
nutricion y, al gran impacto econdémico que supone en la industria alimentaria. El
pardeamiento puede ser de dos tipos: pardeamiento enzimatico y pardeamiento no

enzimatico.

El pardeamiento enzimatico se origina en una serie de reacciones quimicas que afectan al
sabor, al color y al valor nutricional de los alimentos. En estas reacciones quimicas
participan varios tipos de enzimas, como la polifenol oxidasa o la catecol oxidasa y se
necesita la presencia de oxigeno. El pardeamiento enzimatico se inicia con la oxidacion
de los fenoles catalizada por la enzima polifenol oxidasa para dar lugar a la formacién de
quinonas, en presencia de oxigeno. Las quinonas se caracterizan por su caracter
electréfilo que le proporciona una elevada susceptibilidad para recibir un ataque
nucledfilo. La polimerizacion de las quinonas da lugar a la formacion de pigmentos de
color marrén que son los causantes del caracteristico color pardo que adquieren los
alimentos al pardearse. El grado de pardeamiento enzimatico depende principalmente de
la cantidad de polifenol oxidasa presente en los alimentos, debido a esto la mayoria de
los métodos que se investigan para inhibir dicho fendmeno se basan en dificultar o
impedir la accion del enzima. En la figura 1 se muestra un esquema del pardeamiento

enzimatico [6].

Oz polimerizacion
FENOLES — o0-QUINONAS --—-——--—— MELANINAS
enzimas pigmentos pardos

Figura 1: Esquema del pardeamiento enzimatico.
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Por otro lado, el pardeamiento no enzimatico se produce debido a un conjunto de
reacciones quimicas complejas que dan lugar a la aparicién de melanoidinas y de otros
pigmentos pardos o negros que oscurecen el color de los alimentos ademés de producir
modificaciones, favorables o no, en su sabor y olor. El pardeamiento no enzimatico puede
organizarse en tres procesos quimicos basados en: reacciones de caramelizacion,
reacciones debidas a la oxidacion del &cido ascorbico y las reacciones de Maillard, siendo

las dos ultimas las que también pueden generar fenémenos de pardeamiento en zumos.

Las reacciones de Maillard tienen lugar entre los azucares reductores y amino acidos para
formar glicosaminas (compuestos de Amadori) las cuales, dependiendo de las
condiciones pueden reagruparse para dar mezclas de compuestos complejos que incluyen
largas cadenas poliméricas, pigmetos y melanoidinas, principales responsables del
pardeamiento no enzimatico [7]. En la figura 2 se puede observar un esquema que resume
todas las complejas reacciones quimicas que engloban las denominadas reacciones de
Maillard. Este tipo de pardeamiento se ve favorecido por las altas temperaturas como las
que se utilizan en la etapa de evaporacion en la concentracion de los zumos, cabe destacar
que el grado de pardeamiento en esta etapa depende del contenido en sélidos solubles que
tenga el zumo. Ademas de la temperatura, el pardeamiento no enzimatico también
depende de las condiciones en que se almacenen los zumos antes y después de la etapa
de evaporacion. Existen pocos métodos que consigan evitar que este proceso tenga lugar
y entre ellos se encuentra la disminucion del pH (un medio basico favorece las reacciones
de Maillard porque el grupo amino se encuentra desprotonado aumentando asi su
reactividad), la adicion de antioxidantes, el control de la temperatura y humedad y la

eliminacioén de los sustratos que producen el pardeamiento [8].

El &cido ascorbico o vitamina C es una vitamina hidrosoluble que se encuentra en las
verduras, frutas o hortalizas y cuya deficiencia produce la enfermedad conocida como
escorbuto que puede causar desde debilidad en las encias hasta hemorragias diseminadas
en todo el organismo. El &cido ascorbico es particularmente sensible a las reacciones de
oxidacion, destruyéndose con gran facilidad durante el procesado de alimentos en
presencia de oxigeno. La oxidacién es dependiente del pH, ya que la forma ionizada es
mas sensible que la forma no ionizada (pK= 4,04). Inicialmente en la oxidacion el acido
ascorbico pasa de ascorbato a dehidroascorbato, en una reaccion que es reversible, por lo
que en principio el dehidroascorbato mantiene el valor de la vitamina C. Después el
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dehidroascorbato se hidroliza con gran facilidad para producir acido 2,3 dicetogulonico
que puede degradarse en otros compuestos. Ni el &cido 2,3 dicetogulénico ni sus
productos de degradacion tienen actividad como vitamina C. La oxidacion del acido
ascorbico se produce también como reaccion lateral en las oxidaciones catalizadas por

peroxidasas o polifenol oxidasas (pardeamiento enzimatico) [9].

Para los zumos de frutas, los componentes que mayor importancia tienen en el
pardeamiento son los &cidos organicos, los polifenoles, los azlcares reductores y los
aminoéacidos [10]. Como consecuencia del pardeamiento, se produce una serie de efectos
desfavorables en los zumos: la disminucion de la disponibilidad nutricional de los
aminoacidos, la pérdida de vitamina C, la posible produccion de un color y un aroma

desagradable, todo lo cual conlleva a una pérdida del valor nutricional del alimento.

Aldosa + Aminoacido _+*
-

Transposicion de Amadon

|

1-amino-1-desoxi-2-cetosa (Productos de 1a transposicion de Amadori)

Glucosilamina-N-sustituida

SH0 | pHET pH=7 -2H,O pH=7
Y vy r
Bases de Schiff Productos de fision Reductonas
(acetal, diacetilo,
piruvaldehido, etc) 'zHl T +2H
|7 Dehidroreductonas
+H,O |[-amino  + an ‘ Ho -C0O-
Acido | |
ion de Estrecker
v
Aldehidos .
h Y l

HMF o Furfural # Aldoles v N-Polimeros libres |
1 _ -
|+ AMINGacido | Aldiminas o Cetiminas |+
L e
L
MELANOIDINAS

(Polimeros nitrogenados pardeados y copolimeros)

Figura 2: Esquema de las reacciones quimicas que tienen lugar en las reacciones de
Maillard.
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6.2 Meéetodos empleados para el seguimiento del pardeamiento.
6.2.1 Pardeamiento enzimatico.

Los métodos quimicos que se utilizan en el control de la reaccion del pardeamiento
enzimatico se basan principalmente en medir la concentracion de los sustratos de la

reaccion, es decir, los polifenoles.
1. Determinacion de fenoles.

En la actualidad, la cuantificacion de los fenoles totales se lleva a cabo mediante dos
métodos: el método Folin-Ciocalteu (el mas empleado) y el método de Price y Butler.
Ambos métodos se fundamentan en reacciones de oxidacién-reduccién. En el método
Folin-Ciocalteu el ion fenolato es oxidado, en medio alcalino, mientras que el reactivo
fosfotungstico-molibdico es reducido, formando un complejo de color azul que se puede
determinar espectrofotométricamente. En el método de Price y Butler el ion fenolato
también es oxidado mientras que el ion férrico se reduce a ion ferroso que se detecta
mediante la formacion de un complejo azul con el reactivo ferricianuro de potasio. El

complejo formado se conoce como azul de Prusia [11].

Otro método es la medicion directa de la absorbancia debido a que los los anillos
bencénicos que componen los polifenoles presentan un maximo de absorbancia a 280 nm.
La absorbancia a dicha longitud de onda puede considerarse como un indice véalido del

conjunto de los polifenoles totales [12].
6.2.2 Pardeamiento no enzimatico.

Por otro lado, los métodos quimicos que se utilizan en el control de reacciones de
pardeamiento no enzimatico se basan en medir la concentracion de alguno de los
productos intermediarios o finales de las reacciones causantes de este tipo de proceso
[13]. En la figura 3 se muestra un esquema de los diferentes indicadores de pardeamiento

de alimentos segun la etapa de las reacciones de Maillard.
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Figura 3: Esquema de los diferentes métodos quimicos empleados en el seguimiento de
las reacciones de Maillard.

1. Determinacion de azUlcares.

Los azUcares son sustrato de las reacciones de Maillard y la medida de su disminucion es
proporcional a la disminuciéon del poder reductor. Sin embargo, en los alimentos
sometidos a calentamientos drasticos se producen unas sustancias reductoras que son las
responsables de 2/3 del poder reductor total, por lo tanto, la medida de la disminucion del
poder reductor basada en la disminucion de los azucares no es valida. Las técnicas que se
usan para la determinacién de azlcares son diferentes tipos de cromatografia como
cromatografia gaseosa con columna capilar, cromatografia en capa fina, cromatografia
liquida de intercambio anidnico de alta resolucion con deteccién mediante amperometria
de pulsos o cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion mediante indice de

refraccion [14].
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2. Determinacion de aminoacidos.
Hay dos tipos de determinacion de aminoacidos:

Determinacién de aminodcidos totales.

Los aminoacidos se determinan con acido clorhidrico concentrado (6N) a 110-130°C,
después de la hidrdlisis proteica y durante un periodo de 10 a 24 horas. Esta determinacion
solo es util para alimentos no transformados debido a que en la etapa de hidrolisis se
libera tanto la lisina disponible como la que se encuentra blogueada para las reacciones
de Maillard [15].

Determinacién ""in vitro”” de aminodcidos disponibles

La lisina es el principal aminodcido y los métodos quimicos se basan en estudiar la lisina
disponible o reactiva. EI método clasico que se usa para la determinacion de lisina
disponible en los alimentos es la colorimetria y para ello se utiliza el reactivo2,4
dinitrofluorobenceno (FDNB) para hacer reaccionar el grupo amino y lo que se mide (435
nm) es el derivado formado (dinitrofenillisina, DNP-lisina) tras hidrolizar la muestra con

acido clorhidrico [16].
3. Determinacion de furosina.

La furosina ha sido uno de los primeros productos identificados de las reacciones de
Maillard. Se han empleado distintos métodos que utilizan diferentes técnicas
cromatograficas hasta que se puso a punto dos métodos que separan furosina utilizando
fase reversa con par i6nico y elucion isocratica. Ambos métodos son sensibles,
reproducibles y rapidos y se han utilizado para evaluar la modificacién de lisina en

numerosos alimentos [17].
4. Fluorescencia.

La fluorescencia es especifica de las reacciones de Maillard y se favorece a altas
temperaturas y medio alcalino. La aparicion de compuestos fluorescentes se produce

antes de la formacion de pigmentos marrones [18].
5. Determinacion de furfural.

El furfural es un compuesto furanico que se produce en las reacciones de degradacion del
acido ascorbico, caramelizacion y reacciones de Maillard y se forma durante tratamientos

térmicos, deshidratacién o almacenamiento a temperaturas inadecuadas de alimentos. La
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determinacion de este compuesto se realiza por HPLC. El furfural no se detecta en los
zumos frescos, pero este compuesto se incrementa con el calentamiento o
almacenamiento a temperaturas elevadas por lo que es un buen indicador de la calidad de

los zumos [19].
6. Absorcion en el ultravioleta.

Las reacciones de Maillard y la caramelizacion producen moléculas que absorben entre
250y 300 nm. Los aminoécidos y los azcares producen una gran variedad de compuestos

que absorben en el ultravioleta [20].
7. Acidez.

Las reacciones de Maillard producen acidificacion que se debe a la pérdida de capacidad
reguladora del grupo amino sobre el acido carboxilico y de la produccién de acidos como

lactico, férmico, piravico y levulinico [21].
8. Determinacion de lactulosa.

El tratamiento térmico en alimentos conduce a la isomerizacion de sus carbohidratos. En
los alimentos que contengan leche los tratamientos de calor, como la esterilizacion,
pueden derivar en la formacién de lactulosa. Este indicador se suele utilizar para
diferenciar entre lechas pasteurizadas, esterilizadas y con tratamiento UHT directo o
indirecto [22].

9. Determinacion de compuestos de Amadori.

En productos lacteos se evalia el dafio térmico mediante la medicién de uno de
compuestos de Amadori, la lactulosillisina y no a traves de la furosina. Cabe destacar,
que el compuesto de Amadori fructosil-y-aminobutirico es indicador del pardeamiento en
los zumos de naranja deshidratados [23].

10. Determinacion de aldehido de Strecker.

La degradacidon de aminoacidos produce aldehidos especificos y se pueden medir para

determinar la intensidad de la reaccion [24].
11. Determinacion de pirralina (e-pirrol-lisina).

La formacidn de pirralina se produce en etapas avanzadas de las reacciones de Maillard.

La intensidad de este compuesto aumenta ante tratamientos térmicos de larga duracion
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por lo que se ha propuesto como indicador en alimentos que son tratados a alta

temperatura y en alimentos de larga conservacion [25].
12. Determinacion de carboximetilisina.

La carboximetilisina (CML) es un indicador de etapas avanzadas en las reacciones de
Maillard. Se forma a partir de los compuestos de Amadori en los tratamientos térmicos
mas severos y se cuantifica en los alimentos con la técnica ELISA o con las técnicas
cromatogréficas: GC/MS, HPLC/FD o LC-MS/MS [26].

13. Color.

Los compuestos coloreados se clasifican en compuestos de bajo peso molecular de 2 a 4
anillos fusionados y dobles enlaces conjugados y en melanoidinas que tienen una masa
molecular de varios daltons y presentan diferentes cromdforos. La cuantificacion del
color es un indicador de la severidad del tratamiento térmico de los alimentos. Para los
compuestos de bajo peso molecular se utiliza la cromatografia en capa fina, cromatografia
en columna y cromatografia liquida de alta resolucion mientras que para los compuestos
de alto peso molecular se utiliza la cromatografia de intercambio i6nico y la de exclusién

molecular [27].
14. Determinacion de 5-Hidroximetilfurfural (HMF).

Este indicador se utiliza para prevenir las reacciones de caramelizacion y se usa en
alimentos como la miel o los zumos de frutas. Se puede realizar la medicion de HMF a
través de colorimetria, pero la técnica méas exacta es la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Actualmente se ha empezado a utilizar la electroforesis capilar en la

determinacion de estos compuestos [28].

15. Hidrdlisis enzimatica "in vitro™.
La hidrolisis enzimatica “'in vitro™” se usa para evaluar la disponibilidad de aminoacidos
en proteinas dafiadas por calor. Este método se basa en el hecho de que los aminoacidos
bloqueados no son hidrolizables por las proteasas, por lo que se utilizan estos enzimas

para medir los amino&cidos y péptidos y asi indicar el grado de biodisponibilidad de las

proteinas en alimentos sometidos a altas temperaturas [29].
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6.3 Antioxidantes alimentarios.

6.3.1 Importancia de los antioxidantes.

La oxidacion de los alimentos produce olores y sabores indeseables que disminuyen su
vida atil y empeoran el valor nutricional de los alimentos [30]. La oxidacion consiste en
una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante.
Esta reaccion suele producir &tomos con un electron desapareado que se denominan
radicales libres. Los radicales libres son muy reactivos porque tienden a alcanzar su
estabilidad quimica captando electrones de otros &tomos. Los radicales libres dan lugar a
reacciones en cadena debido a que cuando un radical libre consigue captar un electrén de
una molécula estable, dicha molécula se transforma en un radical libre porgque pierde un
electron y asi sucesivamente. La reaccion que tiene lugar cuando un radical consigue un
electrén es una reaccion de reduccion mientras que la reaccion que ocurre cuando una
molécula estable pierde un electron es una reaccién de oxidacion. Se le denomina
antioxidante a cualquier compuesto que en una concentracion méas baja que la de la
sustancia oxidable es capaz de retrasar o inhibir la oxidacién reaccionando con el radical
libre (Figura 4). El antioxidante se oxida perdiendo un electrén y se transforma en un

radical libre débil con escasos o nulos efectos toxicos [31].

Figura 4: Neutralizacion de un radical libre por un antioxidante.
6.3.2 Quercetina.

La quercetina pertenece a una familia de compuestos fenolicos denominados flavonoides,
siendo la quercetina el principal flavonoide presente en la dieta humana. La palabra
flavonoide hace referencia a un grupo de pigmentos aromaticos heterociclicos que
contienen oxigeno y que se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales, siendo
los principales responsables de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas.
Los flavonoides se dividen en subclases: flavonoles, flavonas, flavononas, flavonoles,

antocianinas, isoflavonas, dihidroflavonas, cumarinas, chalconas, dihidrochalconas y
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auronas. A pesar de que los flavonoides no son considerados nutrientes, se ingieren
diariamente en la dieta debido a que estan presentes en alimentos como el vino tinto, té
negro, café, cacao, frutas, vegetales, nueces, semillas o especies. La quercetina representa
el 95% de la ingesta total de los flavonoides siendo el brocoli, la cebolla, el té y la

manzana su fuente mayoritaria.

La estructura de un flavonoide estd formada por dos anillos fendlicos ligados mediante
un anillo pirano. La quercetina pertenece a la familia de las flavonas y su estructura

molecular se muestra en la figura 5 [32].

Figura 5: Estructura molecular de la quercetina.

Las principales caracteristicas fisico-quimicas del antioxidante quercetina que pueden

tener repercusion en la sintesis de las nanoparticulas se presentan en la Tabla 1 [33].

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de la quercetina:

Quercetina
Foérmula quimica C15H1007
Punto de fusion 316,5°C
Masa molecular (g/mol) 302,2
pka 8,25

Solubilidad acuosa 60 ug/mL (16°C)

En la actualidad, se han realizado numerosos estudios de los flavonoides para investigar
sus multiples efectos beneficiosos vinculados a su caracter antioxidante. Existen estudios
que evidencian que las dietas ricas en flavonoides, como la quercetina, proporcionan
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombdticas, antialérgicas,

19



antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes. Estas propiedades hacen que los
flavonoides tengan efectos positivos en la prevencion y en el tratamiento de enfermedades
como el céancer, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica, enfermedades

cardiovasculares o enfermedades neurodegenerativas [32].

La actividad antioxidante de los flavonoides es resultado de la combinacion de sus
propiedades quelantes de catalizadores metalicos, de su capacidad de transferir electrones
a los radicales libres y de la inhibicion de las oxidasas, evitando de esta manera la
formacion de especies afines al oxigeno. Se conoce también su actividad inhibidora de
enzimas involucrados de manera indirecta en los procesos oxidativos y su actividad
estimuladora de enzimas con propiedades antioxidantes. Con respecto a la quercetina, es
el flavonoide que mejor relne los requisitos para ejercer una funcién antioxidante
efectiva. Su actividad antioxidante es cinco veces mayor que la de la vitaminaCy E y

ademas posee una hidrosolubilidad parecida a la vitamina E [34].

La efectividad de un antioxidante en los alimentos depende de su reactividad y de sus
propiedades fisicas. La quercetina es estable en solucion acuosa a pH 3, pero comienza a
degradarse a medida que el pH aumenta por encima de 5, siendo inestable en los medios
alcalinos. Los compuestos fendlicos pueden interactuar con las partes hidrofébicas de las
nanoparticulas a través de enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofébicas. Suficiente
carga superficial los mantiene encapsulados de manera estable en sistemas acuosos,

mejorando su mala solubilidad en agua [35].
6.4 Nanoparticulas como medios de encapsulacion en alimentos.

6.4.1 Encapsulacion en alimentos.

La encapsulacion es una de las técnicas mas usadas en el desarrollo de alimentos
funcionales y nutraceuticos. La encapsulacién se define como la tecnologia mediante la
cual se logra introducir compuestos activos dentro de una matriz creando un
microambiente en la nanoparticula capaz de controlar las interacciones entre el interior y
el exterior [36]. El incremento en la demanda de alimentos saludables ha provocado la
investigacion y desarrollo de nuevos alimentos. La gran problematica de este reto es
asegurar que los ingredientes y los aditivos afiadidos a estos alimentos permanezcan
efectivos durante la elaboracion y el almacenamiento de los productos [37]. Ademas, los

alimentos pueden utilizarse como un medio de transporte eficaz para el suministro de
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compuestos bioactivos y micronutrientes en niveles saludables. Dentro de los
ingredientes funcionales de mayor importancia en la actualidad se encuentran los
antioxidantes y por esta razon y porque el desequilibrio que se produce entre las especies
oxidantes y la accion de los sistemas de defensa antioxidante en los seres vivos es una de
las causas principales en la generacion de enfermedades, el desarrollo de alimentos
funcionales que incorporen antioxidantes es uno de los desafios més ambiciosos en la
industria alimentaria. Las ventajas de utilizar los polifenoles encapsulados en lugar de
utilizar los compuestos libres son: se puede producir una mejora en la biodisponibilidad
de los antioxidantes, disminuir su inestabilidad y su sabor desagradable, asi como

aumentar la vida util de los alimentos [38].

Segun los reactivos y el proceso de sintesis empleado se pueden obtener diferentes tipos
de nanoparticulas como medios de encapsulacion. La figura 6 muestra un esquema de los
sistemas de encapsulacién mas comunes [39]. Los sistemas nlcleo-capa externa (Figura
6 a) consisten en un interior que tiene el componente activo y un material recubriendo
(encapsulante, barrera, cubierta o pared) que puede estar formado por una o por varias
capas concéntricas. La velocidad de liberacion del componente activo depende del grosor,
el area y la permeabilidad del encapsulante. Los sistemas matriz inclusiva (Figura 6 b)
consisten en una mezcla homogénea del componente activo y el material encapsulante.
Parte de este compuesto activo se encuentra desprotegido en la superficie de la capsula.
La liberacion en estos sistemas depende del material de la matriz, de la forma de la capsula
y de la cantidad de componente bioactivo. Los sistemas mixtos consisten en un sistema
matriz inclusiva con un material encapsulante que los envuelve aumentando la proteccion
del agente activo o retardando su liberacion (Figura 6 c¢). Por ultimo, los aglomerados
ofrecen una amplia area superficial para contener compuestos activos, facilitar el

manipuleo y mejorar su aptitud frente al almacenamiento (Figura 6 d) [40].

La variedad de compuestos empleados como material de encapsulacion es grande, pero
el poder emplearlos en alimentos limita significativamente su niamero en particular si se

opta por materiales de origen natural.
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Figura 6: Representacion esquematica de los diferentes sistemas de encapsulacion: a)

reservorio, b) matriz inclusiva, c) mixto y d) aglomerados.

6.4.1.1 Quitosano.

El quitosano es un polisacarido lineal que se encuentra de manera natural en la pared
celular de algunos hongos, ademéas comercialmente se obtiene a partir de la N-
desacetilacion termoalcalina de la quitina. La quitina es el segundo polisacarido mas
abundante después de la celulosa y se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos
como componente principal y también en los insectos. La figura 7 muestra la estructura
molecular del quitosano constituida por la unién de unidades de B-(1-4) D-glucosamina
(unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilada) distribuidas
aleatoriamente. El quitosano tiene una gran cantidad de grupos amino primarios libres
adquiriéndole una carga positiva y debido a la facil disponibilidad de estos grupos aminos
reacciona con muchas superficies con carga negativa y también sufre quelacién con iones
metélicos [41]. El quitosano es insoluble en agua pero se solubiliza en soluciones acidas
con un pH inferior a 6,0. Esto se debe a que el quitosano es una base fuerte que contiene
grupos aminos primarios con un valor de pKa de 6,3. A pH bajos estas aminas se protonan
y se cargan positivamente haciendo que el quitosano se solubilice en agua, mientras que
a un pH superior a 6 las aminas se desprotonan y el quitosano pierde su carga
transformandose en un polimero insoluble [42]. El tamafio de las particulas, la densidad,
la viscosidad, el grado de desacetilizacion y el peso molecular son caracteristicas

importantes del quitosano que influyen en las aplicaciones del polisacarido.
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Figura 7: Estructura molecular del quitosano.

El quitosano posee propiedades como biodegradabilidad, baja toxicidad y buena
biocompatibilidad que hacen que su uso sea apropiado en aplicaciones farmacéuticas y
biomédicas. También tiene la capacidad de formar peliculas por lo que se ha propuesto
como un biopolimero para la fabricacion de lentes de contacto. Otro uso del quitosano es
como portador de farmacos para después liberarlos de forma controlada. En el &mbito de
la industria alimentaria el quitosano se usa como aditivo (espesante, gelificante y
emulsificante) y como un recubrimiento comestible y protector de alimentos. También se
utiliza durante los procesos de fabricacion de alimentos, por ejemplo, en la recuperacion
de proteinas de los desechos de ovoproductos para reutilizarlas en la alimentacion animal
o como clarificador en la fabricacion de bebidas (agua, vino, zumos). Otros usos que tiene
la quitina y el quitosano son en la agricultura para controlar las plagas y enfermedades
vegetales y en el tratamiento de aguas residuales como coagulante y floculante, ademas

de utilizarlo para la captura de metales pesados y pesticidas [43].
6.4.1.2 Proteinas aisladas de soja (SPI).

La proteina de soja es una proteina vegetal que contiene una calidad proteica igual a la de
la carne, la de la leche o la de los huevos y se obtiene a partir de la harina de soja
texturizada. Su ingesta proporciona una buena fuente de fésforo, potasio, vitamina By E,
zinc y hierro. Ademas, tiene otros beneficios nutricionales como la reduccion del
colesterol, aumento de la densidad 6sea, prevencién de algunos tipos de cancer como el
de mama, proéstata o tiroides y el alivio de los sintomas de la menopausia. Sin embargo,
su fuerte sabor limita sus aplicaciones en el uso de la industria alimentaria. Una excelente
alternativa es el uso de las proteinas aisladas de soja (SPI) que poseen mas del 90% de
proteinas en peso seco (en la sintesis de las SPI se pierden los componentes no proteicos

presentes en la harina de soja, principalmente carbohidratos y grasas) y su sabor es suave.
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Si se compara la composicion de las SPI con las proteinas del huevo, de la leche, de la
carne o del trigo contiene mayor proporcion de aminoacidos anabdlicos como la arginina
o la glutamina. La soja es la unica leguminosa que tiene todos los aminoacidos esenciales
en la proporcion correcta, debido a esto la proteina de soja es una proteina completa y de
alta calidad. En la tabla 2 se muestra la composicién de los 18 aminoacidos que se
encuentran en las SPI. Estructuralmente las SP1 son una mezcla de proteinas globulares
y en agua presenta las proteinas agregadas en forma de esferas [44]. Las propiedades
funcionales de las SPI son determinadas por su estructura quimica y sus interacciones con
otros compuestos. Estas propiedades estan limitadas por su baja solubilidad,
especialmente si el pH es cercano al punto isoeléctrico de la proteina 4,5 [45]. Se han
realizado numerosos estudios sobre las SPI debido a su excelente biodegradabilidad,
biocompatibilidad y sus propiedades como su gran capacidad de formar peliculas o geles.
Estas propiedades suponen una alternativa nutricional, funcional y econdmica en
sustitucidn a otro tipo de proteinas mas convencionales que se utilizan en alimentos como

bebidas, diferentes productos de carne o de pescado o en el proceso de la panificacion de

panes [44].
Tabla 2: Composicién de los aminoacidos en las SPI.
Aminoacidos Composicion Aminoacidos Composicion
(9/16g de nitrdgeno) (9/16g de nitrdgeno)

Metionina 1,26 Valina 4,80
Triptofano 1,28 Fenilalanina 4,94

Cisteina 1,33 Serina 5,12
Histidina 2,53 Prolina 5,49

Tirosina 3,14 Lisina 6,38
Treonina 3,86 Arginina 7,23

Glicina 4,18 Leucina 7,78

Alanina 4,26 Acido Aspartico 11,70
Isoleucina 4,54 Acido Glutamico 18,70
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6.4.2 Sintesis de nanoparticulas a partir de reactivos de origen natural.

6.4.2.1 Sintesis de nanoparticulas de quitosano.

Los polisacéridos son los polimeros naturales mas versatiles debido a sus propiedades
quimicas, fisicas y funcionales. Cabe destacar la capacidad de algunos de estos
biopolimeros, como el quitosano, de formar hidrogeles, micro y nanoparticulas, con
propiedades bioldgicas que los hacen atractivos en la ingenieria y disefio de materiales
empleados en ciencias de salud. Las nanoparticulas de quitosano se forman como
resultado de una suma de procesos de auto asociacion o entrecruzamiento que dan lugar
al ordenamiento de los polimeros en estructuras nanoscopicas, ya sea por interacciones
inter o intramolecular de tipo covalente o no covalente. En la actualidad se ha desarrollado
una nueva generacién de nanoparticulas que incorporan ademas del quitosano otros
polisacaridos que mejoran sus propiedades, uno de los mas utilizados es el alginato [46].
El alginato se obtiene principalmente a partir de algas marinas marrones y ha tenido un
gran interés en el campo biomédico a lo largo de los ultimos afios. Quimicamente es un
polisacarido anidénico que consiste en copolimeros lineales de residuos de a-Lguluronaten
y B-D-manuronato. Los alginatos son hemocompatibles, no se ha encontrado que se
acumulen en ninguno de los 6rganos principales y muestran evidencia de degradacion in
vivo. Cabe destacar, la capacidad de los alginatos de gelificar en presencia de cationes
bivalentes especificos (Ca?* Sr?* Ba**) como consecuencia de la interaccion cooperativa
de 6 a 10 residuos de a-Lguluronaten, en virtud de la cual dos grupos carboxilato forman
un complejo de coordinacién con el cation [47]. En este estudio se sintetizan
nanoparticulas de quitosano y alginato (figura 8) en un proceso que consiste en dos
etapas: en la primera etapa el alginato se pregelifica en presencia de cloruro célcico bajo
sonificacion para obtener un nanogel y en la segunda etapa el quitosano recubre a dicho

nanogel.

25



Matriz alginato ionica-
mente reticulado eon
cloruro calcico

Cubierta
quitosano

>

Figura 8: Nanomatriz pregelificada de alginato por reticulacion ionotrdpica con

cloruro calcico recubierta con quitosano.

6.4.2.2 Sintesis de nanoparticulas de proteinas de soja (SPI).

Las nanoparticulas de proteina suponen una alternativa adecuada para mdltiples
aplicaciones industriales ya que son biodegradables y su proceso de produccién casi
siempre es escalable. Las proteinas poseen propiedades interesantes para la formacion de
nanoparticulas como su naturaleza anfipatica que le permite interactuar tanto con el
compuesto que se quiere encapsular como con el disolvente. Una de las proteinas
utilizadas para la formacion de nanoparticulas es la proteina de soja enriquecida conocida
también como proteina aislada de soja (SPI). La SPI posee altos valores nutricionales que
la harian un excelente ingrediente alimentario. La SPI supone un buen método para
incorporar farmacos o compuestos con interesantes aplicaciones en alimentos debido a la
composicion equilibrada de sus aminoéacidos (no polares, polares y cargados). Los
compuestos principales de SPI son la glicina y la proteina B-conglicinina. La pB-
conglicinina esta presente en forma de polimero de 180 kDa y se compone de tres
subunidades: o’ (57-72 kDa), a. (57-68 kDa) y B (45-52 kDa) estabilizadas por enlaces no
covalentes (Figura 9).
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Figura 9: Estructura tridimensional de la proteina S-conglicinina.

La glicina esté presente en forma de hexdmero con una masa molecular de 320-380 kDa
y esta constituida por subunidades formadas de un polipéptido acido y uno basico unidos
por un puente disulfuro. En presencia de agua estos componentes estan principalmente en
forma de moléculas globulares cuya cubierta tiene un carécter hidrofilico mientras que su
nacleo es hidrofébico. La adicion de un agente de entrecruzamiento permite que las
moléculas de SPI se agreguen para formar estructuras diferentes: microesferas, hidrogeles
0 mezclas de polimeros. En la figura 10 se muestra una posible estructura de las

nanoparticulas de SP1 [48].

Figura 10: Posible estructura de las nanoparticulas de SPI.
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6.4.3 Metodos de caracterizacion de nanoparticulas.

Las técnicas que méas se utilizan para la caracterizacion de las nanoparticulas son la
microscopia electronica de transmisién (TEM), la espectroscopia de transmision de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y la dispersion dindmica de luz (DLS). A

continuacion, se describe brevemente cada una de ellas:
6.4.3.1 TEM (Microscopia electronica de transmision).

La TEM es una técnica que se utiliza para obtener imagenes de muestras tanto cristalinas
como amorfas, estas imagenes ofrecen informacion sobre su morfologia. El equipo para
TEM es un instrumento que utiliza los fendmenos fisico-atdmicos que se producen
cuando un haz de electrones suficientemente acelerados colisiona con una muestra.
Cuando los electrones colisionan con la muestra, en funcion de su grosor y del tipo de
atomos que la forman, parte de ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay una
gradacion entre electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente
desviados. Todos ellos son conducidos y modulados por unas lentes idnicas para formar
una imagen que puede tener miles de aumentos con una definicion inalcanzable para
cualquier otro instrumento. La imagen que se obtiene tiene distintas intensidades de grises
segun el grado de dispersion de los electrones incidentes. En la figura 11 se representa

un esquema de un microscopio de transmision electronica [49].
Las partes fundamentales de un microscopio electrénico de transmision son:

e Cafdn de electrones: emite los electrones que chocan o atraviesan la muestra,

creando una imagen aumentada.
e Lentes magnéticas: crean campos que dirigen y enfocan el haz de electrones.

e Sistema de vacio: es una parte fundamental del equipo ya que los electrones

pueden ser desviados por las moléculas del aire.
¢ Placa fotogréafica o pantalla fluorescente: permite registrar la imagen aumentada.

e Sistema de registro: suele ser un ordenador y permite visualizar la imagen que

produce los electrones.
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Figura 11: Esquema de un microscopio electrénico de transmision.

6.4.3.2 FTIR (Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de

Fourier).

Esta técnica es una herramienta muy utilizada en la determinacion de estructuras
moleculares y en la identificacion de grupos funcionales debido a la capacidad de
medicién de las vibraciones caracteristicas de los grupos de &tomos. FTIR se fundamenta
en el principio de la espectroscopia molecular que afirma que las moléculas absorben
energia de la luz en longitudes de onda especificas (frecuencias de resonancia o
vibracion). Existen dos tipos béasicos de vibraciones: de tension y de flexion. Las
vibraciones de tensién son movimientos a lo largo de los ejes que sirven de enlace entre
dos &omos, mientras que las vibraciones de flexién se deben a movimientos en los
angulos que forman los enlaces. Dentro de la categoria vibraciones de flexion hay muchos
tipos de movimientos diferentes alrededor de un angulo y cada uno de ellos se caracteriza
por una frecuencia diferente, debido a esto se puede afirmar que casi todas las moléculas

presentan un espectro IR caracteristico.

En este caso se ha utilizado la técnica FTIR unida a un dispositivo ATR (Attenuated Total
Reflection) capaz de medir 16 espectros por segundo. El dispositivo ATR es un accesorio

de latécnica FTIR disefiado para los analisis espectroscopicos de muestras en el infrarrojo
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medio y lejano. Este dispositivo contiene un cristal ATR de diamante, ideal para analizar
materiales solidos duros sin riesgos de roturas. Debido a la gran resistencia quimica
asociada al diamante el ATR se puede utilizar con una amplia variedad de muestras y
ademas consigue un buen contacto con la muestra por lo que se necesita una cantidad
minima. La muestra se deposita en un cristal especial que es iluminado por el haz de luz
infrarroja procedente del interferometro de Michelson y a traves de la transformada de
Fourier que analiza y transforma la intensidad de la luz trasmitida a través del cristal hacia
la muestra, se obtiene el espectro IR. En la figura 12 se puede observar un esquema basico
de un sistema FTIR-ATR [50].
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Figura 12: Esquema de un sistema FTIR-ATR.
6.4.3.3 DLS (Dispersion dindmica de luz).

La técnica de dispersion dinamica de luz mide el movimiento browniano de las
nanoparticulas y lo relaciona con su tamafio nanométrico. EI movimiento browniano es
el movimiento aleatorio que se observa en las particulas que se encuentran en un medio
liquido o gaseoso, como consecuencia de los choques entre las moléculas y el fluido. La
velocidad de dicho movimiento depende de la temperatura, de la viscosidad del medio y
del tamafio de las particulas. Las particulas en disolucion se desplazan y al hacer incidir
un haz de luz sobre estas particulas es dispersado y su intensidad varia con el tiempo. En
DLS se mide las fluctuaciones de intensidad a lo largo del tiempo, para determinar el
coeficiente de difusion translacional (Dt), y posteriormente el diametro hidrodinamico

(DH) utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein [51]:

DH = kT /3mnDt
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en la que k = constante Boltzmann, T = temperatura, n= viscosidad.

Las medidas de DSL también se utilizan para determinar el potencial zeta que es una
medida de la magnitud de la repulsion o atraccién electrostatica entre las particulas que
aporta informacion sobre las causas de la dispersion, agregacion o floculacion del material
en estudio. Dicha medicion se basa en el principio de que el comportamiento de los
coloides esta determinado por las cargas eléctricas superficiales (mayoritariamente
negativas). Estas cargas producen fuerzas de repulsion electrostatica entre los coloides
vecinos. Si la carga es suficientemente grande los coloides se mantienen discretos,
dispersos y en suspension. Si las cargas son pequefias entonces los coloides se aglomeran
y sedimentan fuera de la suspension. El potencial zeta se midié usando una técnica de
dispersion de luz llamada Electroforesis Doppler con Léaser. Esta técnica mide el
movimiento de las particulas cargadas bajo un campo eléctrico que utiliza el efecto
Doppler. En el caso del equipo Zetasizer Nano un rayo procedente del l&ser 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 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 13).
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Figura 13: Componentes basicos del Zetasier Nano.
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivos, otros productos y disoluciones.

Agua destilada

Etanol absoluto, VWR Chemicals

Quercetina, Cayman Chemical Company
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, Merck

Acido galico, Sigma-Aldrich

Carbonato de sodio, Merck

Soja texturizada, Hacendado

Acido clorhidrico 37%, Merck

Hidrdoxido de sodio 98%, Alfa Aesar

Acido acético 100%, VWR Chemicals
Quitosano, Sigma-Aldrich

Alginato de sodio, Acros Organic

Cloruro de calcio anhidrido granular 93%, Sigma-Aldrich
Disolucién patrén de carbonato de sodio (0,71 M)
Disolucion patron de acido galico (2,93 x10° M)
Disolucion quercetina, (1,65 x10™* M)

Zumo bio de manzana, Delizum

Zumo bio de pifia, Delizum

Zumo hio de melocoton, Valmasera

7.2 Instrumentacion analitica.

Balanza Analitica Mettler AE 163

pHmetro micropH 2002, CRISON
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e Espectrofotometro visible-Ultravioleta Agilent Technoligies CARY 60
e Microscopio de transmision electronica JeolJEM 2100F
e Espectrofotometro FTIR Varian 670 IR
e DLS Zetasier, Malvern
e Fluorimetro Varian Cary Eclipse
7.3 Utillaje de laboratorio.
e Placa calefactora Heidolph MR-HeiTec

Bafio de ultrasonidos Selecta lltrasons MEDI-II

e Centrifuga GYROZEN 15Bdr
e Rotavapor Laborota 4000, Heidolph
e Celda de cuarzo para medidas espectrofotométricas y fluorimétricas

e Vortex Vx100 LabnetMixter
7.4 Seguimiento del pardeamiento de los zumos.

Para estudiar el pardeamiento de los zumos bio de manzana, pifia y melocoton se hicieron
dos tipos de experimentos: el primer experimento se realiz6 para conocer la evolucion del
pardeamiento de los zumos en condiciones normales (Ensayos P) y el segundo se llevo a
cabo para evaluar el pardeamiento incorporando las nanoparticulas de quitosano (Ensayos
NPQ) y de proteina aislada de soja (Ensayos NPS) encapsuladas con la quercetina
(QUER), para asi poder estudiar el efecto y la liberacidn del antioxidante en las reacciones

de pardeamiento de los tres zumos.

Ensayos P: se transfieren 20 ml de zumo, previamente centrifugado y filtrado y se
disponen en tubos con tapa en un numero equivalente al de medias que se van a realizar.
Los tubos cerrados se dejan en el laboratorio a temperatura ambiente en un lugar donde

no reciben luz solar directa hasta que se proceda a su medida.

Ensayos NPQ y NPS: se transfieren 5 ml del zumo, previamente centrifugado y filtrado
y se disponen en tubos con tapa en un nimero equivalente al de medidas a realizar. A
cada uno de ellos se adicionan la cantidad de nanoparticulas para tener una concentracion

final del 5 % v/v en el caso de las nanopariculas de proteina de soja y del 5 % p/v para
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las de quitosano. Simultaneamente se prepara una serie de tubos de control sin
nanoparticulas. Todos los tubos cerrados se dejan en laboratorio a temperatura ambiente
si recibir luz solar directa hasta su medida.

En todos los ensayos se midio diariamente la temperatura ambiente con un termometro
situado al lado de los tubos. Ademas de la temperatura, se registré todos los dias el pH de
los zumos para asi poder estudiar el efecto que tienen las reacciones de pardeamiento

sobre la acidez de los zumos.

También se hizo un seguimiento espectrofotométrico durante todos los dias del estudio
para evaluar los posibles cambios de intensidad y de desplazamiento en las bandas de
absorbancia de los zumos en la region ultravioleta-visible. Para ello, se tom6 una alicuota
de 500 uL de los tubos de los zumos y se diluy6 en un matraz de 10 mL. Ademas, antes
de iniciar los experimentos del pardeamiento se realizd una caracterizacion
espectrofotométrica y luminiscente de los zumos de frutas. En este Gltimo caso se tomaron
dos muestras de 500 y 250 pL de zumo, previamente filtrado y centrifugado, y se
diluyeron, cada una de ellas, en un matraz de 10 mL.

Por ultimo, se cuantificaron los polifenoles presentes en los zumos, evaluando el caracter
antioxidante de las muestras a lo largo de los experimentos de pardeamiento. La
determinacion de los polifenoles se llevé a cabo siguiendo el método Folin-Ciocalteu
descrito en la bibliografia [52], a excepcién de algunas modificaciones en las
concentraciones. La determinacion de polifenoles con el método Folin-Ciocalteu utiliza
el &cido galico como material de referencia. Se realizd una recta de calibrado de dicho
acido con las siguientes concentraciones: 0, 8,62 x 10, 2,55 x 10, 5,17 x 10° y 8,62 x
10° M, a partir de una disolucion madre de acido galico (2,93 x10° M). Todas estas
disoluciones eran 0,04 M en carbonato de sodio y 1,2% v/v del reactivo de Folin-
Ciocalteu. La preparacion de las muestras fue realizada de la misma manera, a excepcion
de que en lugar de afadir la disolucion de acido géalico , las muestras eran 6% v/v de
zumo. Los patrones y las muestras se dejaron reaccionar al abrigo de la luz durante 1 hora

antes de realizar la determinacion espectrofotométrica.
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7.5 Sintesis de nanoparticulas.

7.5.1 Sintesis de nanoparticulas de soja.
La sintesis de las nanoparticulas de soja se realizo en dos etapas:

En la primera etapa se aislan las proteinas de soja (SPI) a partir de una harina de soja y
en la segunda etapa se sintetizan las nanoparticulas con las proteinas aisladas. La sintesis
de las SPI se prepara conforme al método de precipitacion isoeléctrica [53]. Para ello, se
pesaron 50 g de soja texturizada y se trituraron utilizando un mortero para obtener la
harina de soja (Figura 14a). A continuacion, se suspendio la harina de soja en agua
desionizada en proporcion 1:15 (15 mL de agua por cada gramo de proteina), se ajusto el
pH de la disolucién hasta 8 con NaOH 1M para aumentar la solubilidad de las proteinas
y se dejo en agitacion durante 1hora a temperatura ambiente. Después, se centrifugo la
muestra durante 15 minutos a 10.000 g (RCF). El sobrenadante se acidificé con HCI 1M
hasta obtener un pH de 4,5 y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones descritas
anteriormente. El precipitado obtenido se suspendi6 en agua desionizada y se ajusté el
pH a 7,5 con NaOH 1M. Por ultimo, la suspension se dializé durante 24 horas (Figura

14b). Tras dializarse la muestra se llevo a liofilizar para obtener finalmente las proteinas

aisladas de soja (Figura 14c).

Figura 14 a) Soja texturizada y harina de soja triturada, b) Didlisis de las proteinas de

soja y ¢) Proteinas aisladas de soja (SPI).

En la segunda etapa, una vez sintetizadas las SPI, se procede a la sintesis de
nanoparticulas. A excepcion de algunas modificaciones, el método que se sigui6 para la
preparacion de las nanoparticulas se encuentra descrito en la bibliografia [54]. Para la
sintesis de nanoparticulas se pesaron 20 mg de SPI, se disolvieron en 4,5 mL de agua
desionizada y se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se

afiadieron 0,5 mL de etanol, gota a gota, hasta alcanzar una concentracion final de etanol
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del 10% v/v y se agité la disolucion durante 15 minutos. Posteriormente, se afiadio 1,05
pL de glutaraldehido por cada mg de SPI como agente de entrecruzamiento. Despues de
16 horas de reaccion, la disolucion se diluyo 3 veces con agua y etanol, manteniendo el
mismo % de etanol que el descrito anteriormente. Finalmente, el etanol se eliminé en el
rotavapor a 30°C y se reemplazé el volumen eliminado de etanol por agua desionizada.
La muestra obtenida se centrifugd a 10.000g durante 15 minutos. El sobrenadante que se
obtuvo al centrifugar contiene las nanoparticulas de soja (Figura 15).
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Figura 15: Nanoparticulas de proteina aislada de soja sin encapsular (derecha) y

nanoparticulas de proteina aislada de soja encapsuladas con quercetina (izquierda).
7.5.2 Sintesis de nanoparticulas de soja con quercetina.

El método que se utiliza para la sintesis de nanoparticulas de soja con quercetina
encapsulada es el mismo que para las nanoparticulas de soja descrito en el apartado
anterior. La Unica diferencia en la preparacion es que en lugar de afiadir 0,5 mL de etanol
se afladieron 0,5 mL de una disolucion de quercetina en etanol (205 pg/mL). La
disolucién de quercetina se afiadid, gota a gota, a la disolucién de SPI hasta alcanzar un
10% en volumen. Todas las demas etapas de la sintesis de nanoparticulas de soja con

quercetina se realizaron de la misma manera que se describe en el apartado anterior.
7.5.3 Sintesis de nanoparticulas de quitosano.

Las nanoparticulas de quitosano se prepararon de acuerdo con el método de la gelificacion
electrostatica de alginato de sodio y quitosano gque se encuentra descrito en la bibliografia
[54], a excepcion de algunas modificaciones en las concentraciones. Para la sintesis de
nanoparticulas se prepararon tres disoluciones: una disolucion de quitosano (0,05
mg/mL), otra de alginato de sodio (0,5 mg/mL) y una ultima de cloruro de calcio (0,55

mg/mL). Cabe destacar que la disolucion de quitosano se debe acidificar con unas gotas

37



de &cido acético para que se pueda disolver. Se transfirieron a un balon de 25 mL 3,0 mL
de la disolucién de alginato de sodio y se llevaron al bafio de ultrasonidos donde se le
afiadio, gota a gota, 2,5 mL de la disolucion de cloruro célcico, 2,5 mL de la disolucion
de quitosano y por ultimo 2,5 mL de agua destilada manteniendo el bafio a 25°C para
favorecer la gelificacion. A continuacion, el balon se llevo a una placa agitadora y se dejo
la mezcla agitando a 700 rpm durante 4 horas, a temperatura ambiente. Después de las 4
horas, la disolucion se llevé a centrifugar a 5000 g durante 10 minutos. Se obtuvo un

precipitado con forma gelatinosa donde se encuentran las nanoparticulas.
7.5.4 Sintesis de nanoparticulas de quitosano con quercetina.

El método que se utilizd para la sintesis de quercetina encapsulada en nanoparticulas de
quitosano es el mismo que para las nanoparticulas de quitosano vacias. La Unica
diferencia en la preparacion es que en lugar de afiadir 2 mL de agua destilada se afiadieron
2 mL de una disolucion de quercetina (50ug/mL). Para las disoluciones de quitosano,
alginato de sodio y cloruro de calcio se mantuvieron las mismas concentraciones y se
afiadieron los mismos volimenes a la disolucion final. Sin embargo, se varié el orden en
que se adicionaron los reactivos que en este caso fue: disolucion de alginato de sodio,
disolucién de quercetina, después la de cloruro de calcio y por Gltimo la de quitosano,
afiadiendo todas las disoluciones gota a gota. Finalmente, el producto de reaccion (Figura
16), se trat6 de la misma forma que se describe en el apartado anterior.

Figura 16: Nanoparticula de quitosano encapsuladas con el antioxidante quercetina.
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7.6 Caracterizacion de las nanoparticulas.

7.6.1 Estudio morfologico.

Las nanoparticulas se caracterizaron morfolégicamente por microscopia electronica de
transmision (TEM). Para ello, se tomaron unos pocos UL de las disoluciones que
contenian las nanoparticulas y se colocaron sobre una rejilla de cobre recubierta por una
pelicula de carbono amorfo. También, se determind el diametro promedio y el potencial
zeta de las nanoparticulas por dispersion dindmica de luz (DSL). Para ello, se tomaron
unos pocos UL de la disolucion de las nanoparticulas y se colocaron en las cubetas

especificas del equipo para cada medida.
7.6.2 Estudio FTIR.

Se empled la espectrometria infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) para
caracterizar las distintas muestras. Para ello, se cogi6 una porcion de la muestra solida
(quercetina), que se deposité cubriendo el cristal del ATR y se realizé la medicidn; sin
embargo, para realizar la medicion de las muestras que contenian las nanoparticulas en
suspension primero se deposité una gota de la misma sobre el cristal del ATR y se seco
mediante la aplicacién de una corriente de aire, obteniéndose el espectro de absorcion en

el intervalo de frecuencias de 600-4000 cm'™.
7.6.3 Estudio espectrofotométrico ultravioleta-visible y de fluorescencia.

La espectrofotometria se utiliz6 para caracterizar al antioxidante quercetina y asi poder
conocer su espectro y sus bandas de absorcion en ultravioleta-visible y fluorescencia. La
quercetina no se disuelve en agua por lo que se prepard una disolucion con un 90% de
etanol y un 10% de agua. Para ello, se pesé 2 mg de quercetina y se llevaron a un matraz
de 10 mL. Esta disolucion es la que se ha utilizado para medir en ultravioleta-visible, sin
embargo, para medir en fluorescencia esta disolucion estad demasiado concentrada y este
porcentaje de etanol produce interferencias en el espectro del antioxidante. Debido a esto,
se volvio a diluir la disolucién de quercetina tomando 100 pL de la disolucién anterior y

Ilevandolos con etanol a un matraz de 10 mL (porcentaje final de etanol 20%).
7.6.4 Analisis de la eficiencia de encapsulacion.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion de la quercetina en las nanoparticulas se

realizé una recta patron de la quercetina con las siguientes concentraciones: 0, 10, 20, 30,
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40y 50 pg/mL a partir de una disolucion de quercetina de 50 pg/mL y 20% v/v de etanol.
La presencia de etanol en las disoluciones se debe a la falta de solubilidad de la quercetina
en agua, es por ello que todas las disoluciones contienen un 20% de etanol. Para conocer

la eficiencia de encapsulacién se mide una alicuota del sobrenadante obtenido en la
sintesis de nanoparticulas, tras centrifugar.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Desarrollo de metodologia para seguimiento de los zumos.

Para realizar el seguimiento del proceso de pardeamiento de los zumos se abordé la
problemética desde dos puntos de vista. En primer lugar, dado que el fendbmeno de
pardeamiento es una caracteristica que desde el punto de vista organoléptica el
consumidor lo aprecia por el cambio de color del producto, se decidié hacer el

seguimiento estudiando la variacién de los espectros de absorcion UV-VIS.

En segundo lugar, como el pardeamiento global, tanto enzimatico como no enzimatico,
estd asociado a la presencia de polifenoles y/o antioxidantes tal como ha quedado
reflejado en la introduccion, se procedio al estudio de la evolucion de la capacidad

antioxidante del zumo que esta directamente relacionada con su contenido.
8.1.1 Caracterizacion espectroscépica directa.

Para realizar el seguimiento del pardeamiento de los zumos primero se ha realizado una
caracterizacion espectrofotométrica y luminiscente de los zumos de pifia, melocoton y
manzana. En las figuras 17 se muestran los espectros de absorbancia en la region

ultravioleta-visible de los zumos previamente filtrados y centrifugados.

Absorbancia de los zumos centrifugados y
filtrados.
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Figura 17: Representacion grafica de los espectros de los zumos filtrados y

centrifugados al 5% en disolucion acuosa.
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En el grafico se puede observar que los zumos absorben entre 265-280 nm en el
ultravioleta-visible. Los fenoles absorben a una longitud de onda de 270 nm por lo que la
absorbancia se puede deber a la presencia de dichos compuestos en los zumos.

En las figuras 18, 19 y 20 se muestran los espectros de fluorescencia de los tres zumos.
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Figura 18: Representacion grafica del espectro de fluorescencia del zumo de manzana

al 0,5 % en disolucion acuosa.
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Figura 19: Representacion gréafica del espectro de fluorescencia del zumo de pifia al

0,5% en disolucion acuosa.
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Fluorescencia del zumo de melocoton
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Figura 20: Representacion grafica del espectro de fluorescencia del zumo de melocotén

al 0,5% en disolucidn acuosa.

Al observar los espectros de fluorescencia se aprecia la presencia de dos bandas de
excitacion para todos los zumos, bien definidas para los zumos de pifia y melocoton
mientras que para el zumo de manzana la banda situada mas al rojo esta poco definida.
La longitud de onda correspondiente a los maximos de excitacion de las bandas situadas
en la zona del UV cercano coinciden en todos los zumos. Con respecto a la region de
emision en los tres zumos se observa una banda sobre los 300 nm, pero con un ligero
desplazamiento del maximo hacia el rojo segun sea zumo de manzana, melocoton o pifia.

En la tabla 3 se resumen las longitudes de onda de las bandas de fluorescencia.
Tabla 3: Longitudes de onda de las bandas de fluorescencia de los zumos.

Longitud de onda de las Longitud de onda de la
bandas de excitacion (nm)  banda de emision (nm)

Zumo de manzana A=1225 yA=278 A=310
Zumo de pifia A=225y A=275 A=337
Zumo de melocoton A= 225 =325

Dado que el fendmeno de pardeamiento es una caracteristica que se puede apreciar a
simple vista por el cambio de color del producto, se decidi6 hacer el seguimiento

estudiando la variacion de los espectros de absorcion UV-VIS.
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Se realizd un estudio preliminar del pardeamiento de los zumos analizando los espectros
obtenidos durante un periodo de 10 dias. Las medidas se realizaron cada dos dias,
teniendo en cuenta el dia inicial en el cual se empezd el experimento. Las figuras 21, 22
y 23 muestran los graficos con los espectros del pardeamiento de los zumos de manzana,

pifia y melocotdn respectivamente.
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Figura 21: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de manzana durante 10

dias.
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Figura 22: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de pifia durante 10 dias.
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Pardeamiento del zumo de melocoton
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Figura 23: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de melocotén durante 10

dias.

Como se puede observar en los graficos las bandas de absorcion cambian segun avanza
el ensayo, efecto que se produce fundamentalmente en los 3 primeros dias de
pardeamiento a partir de los cuales se mantienen practicamente constante hasta el Gltimo
dia. Este fendmeno se observa para los tres zumos, siendo mas notable en el zumo de
melocotdn. En lineas generales el valor de la absorbancia disminuye y se observa un
desplazamiento del maximo de la banda hacia el rojo. La variabilidad de la medida en los
ultimos dias puede deberse a la formacion temporal de compuestos intermedios en las

reacciones de pardeamiento.

En la tabla 4 se muestran los datos de la temperatura del laboratorio durante el
seguimiento del pardeamiento, lo que indica que el ensayo se realiz6 a una temperatura
constante de (22,2 = 0,8) °C y en la tabla 5 se muestran los datos de pH de los distintos

Zumos.
Tabla 4: Temperaturas del laboratorio durante el pardeamiento de 10 dias de los zumos.

Inicial 3dia 6 dia 8dia 10dia Media % Desviacion
estandar

Temperatura (°C) 22 23 23 21 22 22,2+0,8
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Tabla 5: Valores de pH durante el pardeamiento de 10 dias de los zumos.

pH Inicial 3dia 6 dia 8dia 10dia  Media £ Desviacion
estandar
Zumo de manzana 4,02 4,01 3,99 3,96 3,98 3,99 £ 0,02
Zumo de pifia 3,99 3,98 3,96 3,95 3,99 3,97 £0,02
Zumo de melocoton 3,85 3,83 3,89 3,73 3,70 3,80 £ 0,08

Como se puede observar en la tabla 5 en lineas generales el pH se mantiene practicamente
constante para los zumos de manzana y pifia mientras que para el zumo de melocoton
parece apreciarse un ligero aumento de la acidez del producto a medida que incrementan
los dias de pardeamiento. Estas variaciones de pH se pueden deber a los compuestos

intermediarios que se forman en las reacciones de pardeamiento.
8.1.2 Evolucidn de la capacidad antioxidante.

Como se ha descrito en la metodologia se ha utilizado el método Folin-Ciocalteu para la
determinacion de la capacidad antioxidante total de los zumos. Dicho método se basa en
que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico,
dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato
sodico y molibdato sddico en acido fosforico y reacciona con los compuestos fenélicos
presentes en la muestra. EI mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que
ademas puede considerarse también, como un método de medida de la cantidad de

polifenoles presentes.

8.1.2.1 Puesta a punto de la metodologia empleada para la determinacion de la

capacidad antioxidante de los zumos.

La evaluacion de los polifenoles presentes en las muestras se cuantifica a partir de la
capacidad antioxidante obtenida mediante el empleo del método Folin-Ciocalteu. Durante
el ensayo pueden cuantificarse polifenoles, monofenoles y otros tipos de compuestos que
presenten estructuras fenolicas y por lo tanto se evalla el contenido fendlico total. Debido
a que los diferentes compuestos reaccionan en diferentes grados, y que para la calibracién
es necesario el empleo de una disolucion estandar, se utiliza el acido galico como material

de referencia. El contenido en antioxidantes se expresa como un valor Unico
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correspondiente a los miligramos de acido galico por litro de disolucién (ppm), que posee
una capacidad antioxidante equivalente al de la muestra y es un valor necesariamente

arbitrario pero Util con fines comparativos.

Las caracteristicas analiticas inferidas a partir de la recta de calibrado se presentan en la

figura 24.
Recta del calibrado del acido galico
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Figura 24: Recta del calibrado del acido galico del método Folin-Ciocalteu.

Por tanto, la robustez y sensibilidad demostrada por la metodologia la hace adecuada para

evaluar el contenido de polifenoles en los distintos estadios del pardeamiento.

8.1.2.2 Evaluacion del contenido de polifenoles en los distintos estadios del

pardeamiento.

En la tabla 6 se muestran los datos obtenidos en los distintos estados del proceso de
pardeamiento correspondiente al contenido en antioxidantes de los zumos expresados

como ppm de acido gélico.

Tabla 6: Valores de la determinacion de polifenoles durante el pardeamiento de 10 dias.

Inicial 3 dia 6 dia 8 dia 10 dia

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Zumo de manzana 35 36 40 21 25
Zumo de piia 35 30 32 28 28
Zumo de melocoton 33 26 36 26 21
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Observando los resultados se puede ver que a medida que el pardeamiento avanza la
cantidad de polifenoles en zumos disminuye, hecho que concuerda con lo esperado

porque los zumos al pardearse se oxidan.
8.2 Seguimiento de los procesos de pardeamiento en zumos.

De los estudios preliminares llevados a cabo para un periodo de 10 dias, se obtiene que
los principales cambios en los zumos se producen en los primeros dias y por tanto se
decide realizar diariamente el seguimiento del pardeamiento de los zumos. En las figuras
25, 26'y 27 se muestran los espectros de un segundo ensayo de pardeamiento para el zumo

de manzana, pifia y melocotdn respectivamente.
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Figura 25: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de manzana durante 9

dias.
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Pardeamiento del zumo de piina
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Figura 26: Representacién gréafica del pardeamiento del zumo de pifia durante 9 dias.
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1,4

1,2

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

——1dia ——2dia 3 dia 4dia ——5dia ——9dia

Figura 27: Representacion gréafica del pardeamiento del zumo de melocoton durante 9
dias.

En este segundo pardeamiento se observa un comportamiento similar al del primer
ensayo, pero con menor variabilidad. Cabe destacar que se observa menos
desplazamiento en las bandas que en el primer pardeamiento. Es posible que este
comportamiento pueda deberse a que la temperatura media a la cual se ha llevado a cabo

este ensayo sea ligeramente menor (21,0 £ 0,6 °C).
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En la tabla 7 se muestran los datos de la temperatura del laboratorio durante el

seguimiento del pardeamiento.
Tabla 7: Temperaturas del laboratorio durante el pardeamiento de 9 dias de los zumos.

ldia 2dia 3dia 4dia 5dia 9dia Mediaz Desviacion
estandar

Temperatura (°C) 21 21 20 22 21 21 21,0+0,7

En latabla 8 se resumen los datos del pH medido en los zumos, observandose nuevamente
que en lineas generales el pH tiene un comportamiento que se correlaciona con el primer

ensayo.

Tabla 8: Valores de pH durante el pardeamiento de 9 dias de los zumos.

pH ldia 2dia 3dia 4dia 5dia 9dia Media = Desviacion
estandar
Zumo de manzana 400 399 398 395 3,98 3,94 3,97 £ 0,02
Zumo de pifia 398 398 399 398 394 3,99 3,98 £ 0,02
Zumo de melocoton 3,83 383 382 382 385 3,75 3,82 +0,03

En la tabla 9 se muestran los valores de la capacidad antioxidante de los zumos expresada
como ppm de acido galico. Como se puede observar la cantidad de polifenoles en zumos
disminuye a medida que aumenta el pardeamiento (entre un 32 y un 49%). En el zumo de
manzana la determinacion de polifenoles aumenta ligeramente (menos del 10%) en el
segundo y quinto dia y en el zumo de melocotén aumenta en el tercer y quinto dia. Estas
fluctuaciones podrian indicar la formacion de compuestos de degradacion intermedios

durante el pardeamiento.

Tabla 9: Valores de la determinacion de polifenoles durante el pardeamiento de 9 dias.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 9

(ppm) (ppm)  (ppm)  (ppm) (ppm) (ppm)
Zumo de manzana 28 31 25 24 25 19
Zumo de piia 29 28 25 24 24 15
Zumo de melocoton 26 21 25 19 23 15
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Por altimo, se evaluo la posibilidad de realizar los ensayos de pardeamiento empleando
un envejecimiento acelerado. Para ello, se estudié el efecto de la irradiacion continua
durante 45 horas con radiacion UV, que también genera un aumento local de la

temperatura en la celda.

Las curvas de respuestas que se muestran en la figura 28 para cada zumo indican un
comportamiento sustancialmente distinto de los zumos con respecto al obtenido en los
ensayos anteriores. Este comportamiento problablemente sea debido a un fenémeno de
degradacion de los compuestos por radiacion ultravioleta que no se aprecia cuando se
realiza con cliclos normales de luminosidad (dia y noche con radiacién solar no directa).
Es por ello que se continlo trabajando con los ensayos de pardeamiento anteriormente
descritos.
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Zumo de pifia (A=275 nm) Zumo de pifia (A=260nm)

Figura 28: Representacion grafica de las curvas de respuesta de absorcion de los zumos.
8.3 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas.

Dado que se han desarrollado metodologias validas para el seguimiento del pardeamiento
de los zumos se decidi6 abordar el efecto que tendria sobre el pardeamiento la adicion de
nanoparticulas conteniendo un antioxidante encapsulado, empleando como compuesto

modelo la quercetina (QUER).

Antes de proceder a la sintesis de las nanoparticulas se ha realizado una caracterizacion

espectrofotométrica y luminiscente del antioxidante que se va a encapsular en las
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nanoparticulas. En las figuras 29 y 30 se muestran el espectro de absorbancia en la region

ultravioleta-visible y el espectro de fluorescencia de la quercetina.
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Figura 29: Espectros de absorbancia de quercetina.

El espectro de absorbancia de la quercetina en la region ultravioleta-visible cambia segun
el pH y en la figura 29 se muestra el espectro a un pH neutro, &cido y béasico. Esta
dependencia de los espectros con el pH es el esperable si se tiene en cuenta que la
estructura de la QUER, polifenol perteneciente a la familia de los flavonoides, tiene 5
grupos hidroxilo. A pH &cido la quercetina muestra una banda a 290 nm, a un pH bésico
el antioxidante muestra dos bandas a 297 y 326 nm, mientras que a pH neutro la
quercetina presenta dos bandas de absorcion a 256 y 372 nm. Cabe destacar que los zumos

tienen un pH inferior a 4.
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Figura 30: Espectro de fluorescencia del antioxidante quercetina.
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Al observar el espectro de fluorescencia de la quercetina observamos que, a pH 4
correspondiente al pH de los zumos, su A emision maxima esta situada a 406nm y su A

excitacion a 277 nm.

Se procedid entonces a la sintesis de las nanoparticulas de quitosano (NPQ) y de proteina
de soja (NPS) siguiendo protocoles estandar descritos en la bibliografia [53, 54] en
ausencia y presencia de QUER (NPQ-QUER y NPS-QUER respectivamente). Para el
caso de las nanoparticulas obtenidas a partir de SPI se hacia referencia en la bibliografia
que la mejor relacion entre estabilidad y tamafio se obtiene partiendo de una
concentracion de SPI que varia entre 4 y 12 mg/mL y un porcentaje de etanol de 10 y
80%. Con el fin de evitar excesos de reactivos en la preparacion en nuestro caso se opto
por el empleo de 4,4 mg/mL deSPI y 10 % de etanol.

La caracterizacion morfoldgica de las NPQ y NPS con y sin QUER, forma y tamario, se
realiz6 empleando TEM (Microscopio electrénico de transmision) y las imagenes
obtenidas se muestran en las figuras 31, 32, 33 y 34.

L4

Figura 31: Imagenes de las NPQ.

Figura 32: Imagenes de las NPQ-QUER.
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Al observar las imagenes obtenidas del TEM se puede ver que las nanoparticulas de
quitosano tienen una forma esférica practicamente perfecta con un diametro aproximado
de 40 nm.

Figura 34: Iméagenes de las NPS-QUER.

Al observar las imagenes podemos ver que las nanoparticulas de proteina de soja son mas
pequefias que las nanoparticulas de quitosano y que su forma es esférica pero mas

irregular que las nanoparticulas de quitosano.

Las nanoparticulas también se caracterizaron con la técnica FTIR (Espectroscopia de
transmision de infrarrojo con transformada de Fourier) y los espectros obtenidos se
muestran en las figuras 35 y 36. Si se observan los espectros de IR de las NP con y sin
QUER, en la regién 1000-1600 nm, se puede apreciar que en el espectro de las
nanoparticulas conteniendo QUER se observan bandas que no aparecen en las
nanoparticulas vacias. Estas bandas se corresponden con algunas de las presentes en el
espectro del antioxidante puro. Este hecho indicaria la presencia del antioxidante en las

nanoparticulas sintetizadas.

54



Espectro IR nanoparticulas de quitosano

2600 2100 1600 1100 600

3600 3100
Longitud de onda (cm-)

Nanoparticulas encapsuladas Nanoparticulas sin encapsular
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Figura 35: Espectro de IR de las nanoparticulas de quitosano y del antioxidante.

Espectro IR nanoparticulas de proteina de soja
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Figura 36: Espectro de IR de las nanoparticulas de proteina de soja y del antioxidante.

Por Gltimo, se han caracterizado las nanoparticulas con la técnica DSL (Dispersion de luz
dinamica) para calcular su potencial zeta y su tamafio. En la tabla 10 se muestran los

resultados obtenidos.
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Tabla 10: Valores del tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas.

Tamafio (nm) Potencial zeta (mV)
NPQ 102+9 10£5
NPQ-QUER 616+ 67 12+4
NPS 175+ 98 -18+ 6
NPS 182 +£ 98 -18+4

Como se puede observar en la tabla, el tamafio de las nanoparticulas de quitosano aumenta
al contener antioxidante, mientras que en las nanoparticulas de proteina de soja el tamafio
es préacticamente igual en ambas. Por otra parte, estos valores no se correlacionan con los
observados por TEM y son bastante mayores, hecho esperable dado que en este caso se

refieren a diametros hidratados.

El potencial zeta nos indica la estabilidad de las nanoparticulas y cuanto més negativo es
el valor més estables son las nanoparticulas. Las nanoparticulas de proteina de soja
muestran la misma estabilidad sin encapsular y encapsuladas, mientras que la presencia
de QUER en las nanoparticulas de quitosano no solo parece mejorar ligeramente la
estabilidad de las nanoparticulas, sino que también se observa un cambio en la naturaleza

de la carga superficial.
8.3.1 Estudio de la eficiencia de encapsulacion para las nanoparticulas.

Sintetizadas las nanoparticulas con y sin quercetina se abordd el estudio de la evaluacion
de la eficiencia de encapsulacion de la quercetina en las nanoparticulas tal y como se
describe en la metodologia en el apartado 7.6.4. Para ello se midi6 el contenido presente
de QUER en la disolucion de la mezcla de sintesis relacionandose con la concentracion

inicial empleada.

Cabe destacar que las nanoparticulas de soja se encuentran en dicho sobrenadante, esto
significa que la concentracion obtenida al medir el sobrenadante equivale a la
concentracion de quercetina encapsulada en las nanoparticulas. Mientras que las
nanoparticulas de quitosano se encuentran en el precipitado obtenido tras centrifugar en
la sintesis, por lo que la concentracién de quercetina encapsulada sera la resta de la
concentracion de quercetina afiadida en la sintesis menos la concentracion de la

quercetina obtenida en la medicion del sobrenadante. Estos hechos se corresponden con
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los datos aportados previamente, donde se demuestra que las NPS son mas estables con
una carga superficial mayor, lo que hace que permanezcan mas facilmente en suspension
y se encuntren en el sobrenadante luego de ser centrifugadas. En el caso de las NPQ, el
diametro hidratado es mucho mayor y la carga menor lo que permite separarlas como un
precipitado.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos y en la figura 37 se muestra la recta
de calibrado del antioxidante utilizada para calcular la eficiencia de encapsulacion en las

nanoparticulas de proteina de soja.
Tabla 11: Valores de encapsulacion del antioxidante en las nanoparticulas.

Eficiencia de encapsulacion
NPQ-QUER 51%
NPS-QUER 21%

Recta de calibrado de la quercetina

2,5
y =0,0445x + 0,0173

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion de la quercetina (pg/mL)

Figura 37: Recta de calibrado de la quercetina utilizada para calcular la eficiencia de

encapsulacion en las nanoparticulas de proteina de soja.

Se puede observar que para las NPQ-QUER la eficiencia es mucho mayor, pero es
probable por las discusiones previas que parte del antioxidante se encuentre en la
superficie de la NP. En el caso de las NPS-QUER la baja eficiencia se corresponde con
el escaso cambio de volumen. No obstante, la falta de cambio en el potencial zeta en

presencia y en ausencia de QUER podria indicar una inclusion del antioxidante mas
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efectiva. En este sentido se deberian realizar mas estudios para determinar cémo se

encuentra la QUER en las nanoparticulas y mejorar la eficiencia de encapsulacion.
8.4 Pardeamiento de los zumos con nanoparticulas.

Una vez sintetizadas y caracterizadas las NPQ-QUER y NPS-QUER se procedi6 a su
incorporacion en los zumos, persiguiendo como objetivo fundamental el estudiar si su
presencia afectaba el proceso de pardeamiento. Si se analizan los espectros con y sin
nanoparticulas (Figuras 1-9 del ANEXO 1) obtenidos durante el proceso de pardeamiento

de los zumos de manzana, pifia y melocotdn se puede concluir que:

e En el pardeamiento con NPQ-QUER no se observan cambios significativos ni en
la intensidad de la absorbancia ni en el desplazamiento de las bandas de absorcion
para los tres zumos de fruta.

e En el pardeamiento con NPS-QUER si se observan variaciones en la intensidad
de la absorbancia dependiendo del dia del pardeamiento sobre todo en los zumos
de pifia y melocotdn, pero no se observan desplazamientos en las bandas de

absorcion como se apreciaba en los estudios preliminares.

En la figura 38 (a) se observa una imagen de la gradilla con los zumos durante el

pardeamiento y en la figura 39 (b) se observa la diferencia de color en los diferentes

pardeamientos.

Figura 38: (a) Tubos durante el pardeamiento de los zumos. (b) Diferencia de color en
el zumo de manzana entre el pardeamiento con NPQ-QUER y NPS-QUER vy sin
nanoparticulas.

En la tabla 12 se muestran los datos de la temperatura del laboratorio durante el
seguimiento del pardeamiento. Puede observarse que la variabilidad en la temperatura ha
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sido mucho mayor (22 £ 3°C), generando asi una posible causa de incertidumbre y falta
de fiabilidad en los resultados, en este sentido estos estudios deberian ser repetidos en un

ambiente tal que permitiera un mejor control de la temperatura.

Tabla 12: Datos de la temperatura del laboratorio durante el pardeamiento con

nanoparticulas.

ldia 2dia 3dia 4dia 5dia Media = Desviacion
estandar

Temperatura (°C) 25 25 19 19 20 21,0£0,7

En la tabla 13 se muestran los datos de pH de los zumos cuyos valores se mantiene
practicamente constantes, no ejerciendo ningun efecto sobre la presencia o ausencia de

nanoparticulas.

Tabla 13: Valores del pH de los zumos durante el pardeamiento con nanoparticulas.

pH ldia 2dia 3dia 4dia 5dia  Media + Desviacion
estandar
Zumo de manzana 4,02 3,99 4,00 4,01 4,02 401+0,01
Zumo de manzana con 4,04 4.03 4.00 4.00 4.00 4.01+0,02
NPQ QUER
Zumo de manzana con 4.04 4.00 4.00 3,99 4.00 4.01+0,02
NPS-QUER
Zumo de pifia 3,99 3,96 3,97 3,97 3,99 3,98 +£0,01
Zumo de pifia con NPQ- 3,99 3,97 3,97 3,97 3,99 3,98 £ 0,01
QUER
Zumo de pifia con NPS- 401 3,97 3,96 3,96 3,97 3,98 £ 0,02
QUER
Zumo de melocoton 3,89 3,86 3,85 3,84 3,81 3,85 +0,03
Zumo de melocoton con 3,89 3,84 3,85 3,85 3,84 3,85+0,02
NPQ-QUER
Zumo de melocoton con 3,87 3,84 3,84 3,87 3,84 3,85+ 0,02
NPS-QUER

Los resultados obtenidos relativos al contenido de compuestos fendlicos y que se

representan en la tabla 14 muestran una gran variabilidad y una falta de correlacion con
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aquellos obtenidos en los ensayos precedentes. Esto, como en el caso de los espectros
pueda deberse a las variaciones de la temperatura durante el ensayo, no pudiendo inferirse
ninguna conclusion valida respecto al efecto que puede tener la adicion de NPs. No
obstante, es de destacar que su presencia puede tener un valor nutritivo dado que aumenta
la carga en antioxidantes del zumo. Es por tanto necesario la repeticion de estos ensayos

en condiciones mas estrictas para poder inferir conclusiones validas.

Tabla 14: Valores de la determinacién de los compuestos fenélicos durante el

pardeamiento con nanoparticulas.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Zumo de manzana 24 20 29 35 28
Zumo de manzana
NPQ-QUER 24 25 30 31 27
Zumo de manzana
NPSHUIER 25 25 27 30 27
Zumo de pifia 29 21 27 41 25
Zumo de pifia con
NAQHRUJER 29 24 23 38 25
Zumo de pifia con
NPS-QUER 35 32 30 37 30
Zumo de melocoton 22 20 21 27 22
Zumo de melocoton
con NPQ-QUER 24 22 20 24 26
Zumo de melocoton
SO NPHQLIER 29 25 25 28 25
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. CONCLUSIONES

Se puede afirmar la validez del método elegido para evaluar el pardeamiento de los

zumos de frutas debido a su robustez y sensibilidad.

Se sintetizaron y caracterizaron con éxito nanoparticulas constituidas por el sistema

quitosano/alginato/cloruro célcico.

Se sintetizaron y caracterizaron con éxito nanoparticulas a partir de proteinas aisladas
de soja (SPI).

El analisis de las muestras por FTIR muestran que el antioxidante esta presente en las
nanoparticulas. Ademas, el andlisis DSL parece indicar que la quercetina se podria
encontrar en la superficie de las nanoparticulas de quitosano interaccionado con dicho
polimero y en las nanoparticulas de proteinas aisladas de soja parece indicar una

posible inclusion del antioxidante.

No se puede confirmar la liberacion de la quercetina con los estudios realizados por

lo que es necesario realizar nuevos estudios.

La adicion de las nanoparticulas con el antioxidante encapsulado en los zumos no
demuestra un efecto de inhibicién del pardeamiento. Este hecho se puede deber a la
variabilidad en las condiciones del estudio por lo que es necesario la realizacion de

nuevos estudios con unas condiciones mas estrictas.
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ANEXO I

Espectros de absorcion UV-VIS durante el proceso de pardeamiento de los zumos

en presencia y ausencia de nanoparticulas.
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Figura 1: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de manzana durante 5

dias.

Pardeamiento del zumo de manzana con NPQ-QUER
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Figura 2: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de manzana con NPQ-
QUER durante 5 dias.

Pardeamiento del zumo de manzana con NPS-QUER
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Figura 3: Representacion gréafica del pardeamiento del zumo de manzana con NPS-
QUER durante 5 dias.

Pardeamiento del zumo de pifia
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Figura 4: Representacion gréfica del pardeamiento del zumo de pifia durante 5 dias.
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Pardeamiento del zumo de piia con NPQ-QUER
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Figura 5: Representacion gréafica del pardeamiento del zumo de pifia con NPQ-QUER
durante 5 dias.

Pardeamiento del zumo de pifia con NPS-QUER
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Figura 6: Representacion gréfica del pardeamiento del zumo de pifia con NPS-QUER

durante 5 dias.
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Pardeamiento del zumo de melocotdn
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Figura 7: Representacion gréafica del pardeamiento del zumo de melocoton durante 5

dias.

Pardeamiento del zumo de melocoton con NPQ-QUER
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Figura 8: Representacion grafica del pardeamiento del zumo de melocotén con NPQ-
QUER durante 5 dias.
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