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RESUMEN

En la actualidad la utilizacion de nanomateriales sostenibles esta incrementando, por lo
que, la sintesis de nanovesiculas de almiddén se presenta como una opcion prometedora,
por sus caracteristicas renovables, biodegradables y biocompatibles. Algunas de sus
aplicaciones en el ambito industrial del sector alimentario conllevan al encapsular
diferentes compuestos como probidticos, antioxidantes y bioconservantes

(antibacterianos y antifungicos).

El objetivo principal de este trabajo es la preparacion de sistemas coloidales sostenibles
de tamafio controlado para la encapsulacion de compuestos antibacterianos. Para ello, se
estudiaron diferentes métodos de preparacion como es la inyeccién de etanol e hidratacién
de pelicula delgada, probando diferentes formulaciones. Los nanomateriales preparados

fueron caracterizados en terminos de tamafio, morfologia y monodispersividad.

Ensayos iniciales determinaron que el método de hidratacién de pelicula delgada era el
mas apropiado para la correcta preparacion de vesiculas sostenibles en base almidén y
tensioactivo no ionico Span 60. Se estudio entonces la influencia de la concentracion total
de compuestos de membrana y la proporcion entre almidén y tensioactivo, determinando
mejores resultados con concentraciones iguales de ambos. Una vez establecidas las
mejores formulaciones se llevaron a cabo experimentos para encapsular compuestos
antimicrobianos (vainillina, eugenol, cinnamon oil), obteniéndose morfologias mas
aceptables con la vainillina. Posteriormente, se testé la actividad antimicrobiana frente a

E.coli 2x10” CFU dando resultados positivos en la eliminacion de dicho microorganismo.

Se cuantificd el porcentaje de eficacia de encapsulacion de la vainillina dando como
resultados entre 62 y 89 % para las diferentes concentraciones de componentes de
membrana utilizadas. Se establecio como mejor formulacion la que utilizaba un 0,16 %
de cada componente por sus caracteristicas de tamafio, morfologia y monodispersividad
ya que se observo gran diferencia con el de 0,32 % en el que se utiliza el doble de
reactivos. Una vez establecida la capacidad antimicrobiana, se estudio la estabilidad de
los sistemas vesiculares conteniendo vainillina frente a diferentes concentraciones de pH
(3, 6 y 9), temperatura (4°C, 30°C y 60°C) y salinidad (0 %, 1,5 % y 3 %) siendo
inestables a pH &cido y altas concentraciones de sal, observandose en menor medida el

efecto de la temperatura de almacenamiento.
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ABSTRACT

Currently, the use of sustainable nanomaterials is increasing, therefore the synthesis of
starch nanovesicles is a promising option due to their renewable, biodegradable, and
biocompatible characteristics. Some of its applications in the food industry involve
encapsulating different compounds such as probiotics, antioxidants, and bio-

preservatives (antibacterial and antifungal).

This work's main objective is to prepare sustainable size-controlled colloidal systems for
encapsulating antibacterial compounds. For this purpose, different preparation methods,
such as ethanol injection and thin film hydration, were studied by testing different
formulations. The prepared nanomaterials were characterized in size, morphology, and
monodispersity. Initial tests determined that the thin film hydration method was the most
appropriate for correctly preparing sustainable vesicles based on starch and nonionic
surfactant span 60. The influence of the total concentration of membrane compounds and
the ratio between starch and surfactant was then studied, determining better results with

equal concentrations of both.

Once the best formulations were established, experiments were carried out to encapsulate
antimicrobial compounds (vanillin, eugenol, and cinnamon oil), obtaining more
acceptable morphologies with vanillin. Subsequently, the antimicrobial activity was
tested against E. coli 2x107 CFU, yielding positive results in eliminating this
microorganism. The percentage of vanillin encapsulation efficiency was quantified, with
results ranging from 62 to 89 % for the different concentrations of membrane components
used. The formulation using 0,16 % of each component was established as the best due
to its size, morphology, and monodispersity characteristics since a significant difference
was observed with 0,32 %, in which twice as many reagents were used.

Once the antimicrobial capacity was established, the stability of the vesicular systems
containing vanillin was studied against different pH concentrations (3, 6, and 9),
temperature (4°C, 30°C and 60°C), and salinity (0 %, 1,5 % and 3 %), being unstable at
acid pH and high salt concentrations, with the effect of storage temperature being

observed to a lesser extent.
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1. Introduccién y Objetivos

1.1. Introduccién

A lo largo del tiempo, la utilizacién de nanocompuestos ha ido ganando mucha atencion
en el d&mbito industrial, tanto es asi que se estan utilizando en alimentos, envases,
aplicaciones biomédicas, biosorbentes para remediacion ambiental, textiles e infinidad de

aplicaciones (Gamage et al., 2022).

La aplicacion de nanoparticulas de almidon es utilizada en diferentes aspectos para el
desarrollo de nuevos nanomateriales sostenibles, ya que es un material abundante,
biodegradable biocompatible y sin toxicidad. Ademas de que es un material de bajo coste
que se puede obtener de varias fuentes naturales, entre ellas cereales, tubérculos,
leguminosas y ciertos tipos de frutas en estado verde. Asi de esta manera se producen
nanocompuestos categorizados “verdes”, considerados como los materiales del futuro
(Camacho et al., 2011).

A su vez, debido al interés de formar nanoparticulas que provengan de compuestos
organicos y que cumplan con las funciones de mejorar solubilidad, sistemas
transportadores o dispersion de compuestos bioactivos. Los métodos més utilizados para
la sintesis adecuada de nanoparticulas son la reduccién de tamafio, forma o la utilizacion
y modificacién de la formulacion del material. Por tal motivo, la formulacion de los
nanocompuestos ayuda fundamentalmente en la estabilidad y proteccion de los

compuestos bioactivos a utilizar (Roman-Guerrero et al., 2017).

Debido a esto, la encapsulacion de compuestos bioactivos tales como antioxidantes o
antimicrobianos, son muy estudiados hoy en dia con el fin de encontrar soluciones a las
diferentes problematicas en la industria. Una de ellas es la de formacion de biopeliculas
bacterianas, en donde los patdgenos se disponen de esta forma adhiriéndose a ella y
desarrollando una resistencia a los antibiéticos y no siendo posible su eliminacion por

medio de la desinfeccidn (Navia et al., 2010).

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), se estima que
alrededor de 600 millones de personas se enferman cada afio debido a la ingesta de

alimentos contaminados y que de estos 420.000 mueren, estas enfermedades son

11
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generalmente de caracter toxico o infeccioso y son causadas por bacterias, parasitos, virus
0 sustancias quimicas, debido a las malas practicas de manipulacion de alimentos en lo
que se engloba la mala higiene del personal, la falta de limpieza de utensilios, equipos e

instalaciones donde se procesan los alimentos.

Observando esta problematica, este trabajo va vinculado a encontrar una formulacién
sostenible para la preparacion de vesiculas a partir de almidén con el fin de encapsular
sustancias antimicrobianas naturales, para evitar la proliferacion de patdgenos en matrices

alimentarias y en envases de alimentos.

1.2. Objetivos
El objetivo principal es la preparacion de sistemas coloidales sostenibles de tamario

controlado para la encapsulacion de compuestos antibacterianos.

Los objetivos especificos son los siguientes:

e Revision del estado del arte sobre la sintesis de la nanovesicula a partir de
almidon.

e Estudio de la influencia del método de preparacion, hidratacion de pelicula
delgada e inyeccion de etanol, sobre el tamafio y la morfologia de las
nanovesiculas preparadas.

¢ Influencia de la concentracion, almidon y tensioactivo no iénico sobre el tamafio
y la morfologia de las nanovesiculas preparadas.

e Estudio de la estabilidad de los sistemas vesiculares preparados frente a diferentes
condiciones externas: pH, temperatura y salinidad.

e Seleccidn y encapsulacion de compuestos naturales con actividad antimicrobiana
contra E.coli.

e Estudio de la actividad antimicrobiana de las formulaciones optimas preparadas.

12
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS

13



Trabajo Fin de Méaster MBTA

2. Consideraciones tedricas

2.1. Sistemas coloidales

De acuerdo con Moreno Botella (2021) un coloide hace referencia a una combinacion de
varios componentes, los cuales se encuentran distribuidos de manera uniforme y cuentan
con propiedades asociadas mayoritariamente a sus caracteristicas fisicas que a su
estructura quimica. En otras palabras, pueden manifestarse en sustancias puras, mismas
que se pueden constituir por atomos similares, tales como plata (Ag), nitrogeno (N2),
oxigeno (0O2), oro (Au), entre otros; o también pueden presentarse en mezclas,
conformadas por enlace quimico de diferentes &tomos tal como se indica en la Figura 1:

4 A 4

Sustancias puras Mezcias de sustancias
B . v v
Elementos Compuestos Homogéneas Heterogéneas
1 tipo de Varios tipos

a(o:no de 4tomos 90 z ¢ Q. .
R Q° 00, OF,

Figura 1 Formas de agregacion de la materia

Fuente: Moreno Botella, 2021.

Dentro de la industria alimentaria, los sistemas coloidales son ampliamente utilizados, ya
que brindan caracteristicas positivas en relacion a la textura y estabilidad de varios
alimentos, debido principalmente a propiedades como gran area superficial y tendencia a
la agregacion, que derivan de sus tamarfios, los cuales oscilan entre la micra y el
nandémetro. En ese sentido, un coloide constituye una dispersion donde las particulas de
proteinas, grasas, aceites, polisacaridos, entre otros, son distribuidas en un medio
dispersante de manera uniforme, dando como resultado alimentos en forma de

emulsiones, geles y suspensiones, principalmente (Garda, 2020).
Es necesario que dentro de los sistemas coloidales se tenga en cuenta factores como las

propiedades sensoriales y reolégicas del alimento, temperatura, pH, estabilidad de las

dispersiones e interaccion de moléculas, puesto que estos factores condicionan el

14
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comportamiento, asi como las propiedades tales como la vida util, sabor, apariencia y

textura (Perry y McClements, 2020).

2.2. Capacidad antimicrobiana

Dentro de los alimentos, existen compuestos que cuentan con capacidad antimicrobiana,
lo cual les permite controlar a microorganismos que son potencialmente peligrosos vy,
ademas, promueven el crecimiento de bacterias beneficiosas. Asimismo, existen
alimentos que son capaces de producir bacteriéfagos, los cuales infectan y se multiplican
dentro de las bacterias, proporcionando caracteristicas antibidticas. Si bien la capacidad
antimicrobiana suele encontrarse en especias tales como el clavo de olor, la canela,
orégano, también pueden encontrarse en bayas, miel, alimentos picantes, vainilla,

aspartamo, estevia, principalmente.

Si bien los compuestos bioactivos que proporcionan capacidad antimicrobiana no brindan
beneficios adicionales a una nutricion basica, pueden actuar como inhibidores de fagos y
pueden ser empleados para controlar los virus patogenos. Estos compuestos pueden
encontrarse en pequefias cantidades en los alimentos, los cuales pueden ser tanto de origen
animal como vegetal. En el caso de los que provienen de origen animal, se puede
encontrar acidos grasos tales como el omega-3, acido linoleico, luteina, entre otros. En el
caso de los que provienen de origen vegetal, se pueden encontrar fitoesteroles,

polifenoles, terpenos, tioles, fibra, minerales, vitaminas, probioticos, prebioticos, etc.

2.2.1. Capacidad antimicrobiana de la vainillina
De acuerdo con Cava Roda (2013) la vainillina es el compuesto que brinda sabor y aroma
méas empleado a nivel mundial. Es de color blanco y cristalino y suele encontrarse en la
parte oleosa de la vainilla en su estado natural. Cuenta con una configuracion 4-hidroxi-
3methoxibenzaldehido y en su forma artificial, se produce a partir del eugenol. En la

Figura 2, se describe la configuracion quimica de la vainillina:

15
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CHO

OCH;
OH

Figura 2 Configuracion quimica de la vainillina

Fuente: Cava Roda, 2013.

Si bien, mas de la mitad de la produccion de vainillina es empleada en el sector
farmacéutico y quimico, dentro de la industria alimentaria también se la emplea, debido
principalmente a sus caracteristicas antimicrobianas, antimutagénicas y antifangicas. En
consecuencia, su aplicacion resulta eficiente ante una gran variedad de microorganismos
patégenos tales como el Penicilium expansum, Candida albicans, Saccharomyces

cerevisiae, Lactobacillus casei, E. coli, Listeria inocua, entre otros.

Por su parte, Marchiano et al. (2023) indica que ademas de las propiedades antes descritas,
la vainillina presenta propiedades anticancerigenas y neuroprotectoras. Gracias a estos
beneficios, la vainillina puede ser encapsulada por diferentes métodos en nanovesiculas
para mejorar su estabilidad, asi como su aplicacién en diferentes sistemas, ya que se puede
conseguir niosomas neutrales al contener colesterol y Span 60. No obstante, el método de
hidratacion de pelicula delgada es aquel que presenta un 40 % mejor eficiencia de
encapsulacion en comparacién con la técnica de inyeccién de etanol, consiguiendo

niosomas de 255 nm.

2.2.2. Capacidad antimicrobiana de eugenol
El Eugenol, presente en el clavo de olor, es un compuesto fendlico aromatico del aceite
esencial del clavo y se ha empleado desde hace miles de afios como agente antiséptico y
antimicrobiano en diversas culturas. En la actualidad, se usa en productos dentales,
cosmeéticos, alimentos y medicinas, gracias a sus caracteristicas antioxidantes, analgésicas

y antiinflamatorias (Beltrdo de Freitas et al., 2022).
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Ademas, presenta alta eficiencia antimicrobiana ante bacterias grampositivas y
gramnegativas, hongos, células sésiles y células planctonicas, las cuales son encargadas
de la descomposicion de alimentos y patégenos humanos. Debido a su alta volatilidad, se
pueden formar complejos de inclusion, gracias al empleo de agentes encapsulantes,
principalmente la -ciclodextrina, debido a que este compuesto es capaz de formar una
cavidad que permite alojar al eugenol, incrementando su solubilidad acuosa y

prolongando su actividad bioldgica (Abarca et al., 2016).

En ese sentido, la nanoencapsulacién del eugenol brinda conservacion, estabilidad,
proteccion y liberacion controlada del compuesto, lo cual permite ampliar su aplicacién
a diferentes industrias, ya que el uso de B-ciclodextrina permite gran estabilidad en un

rango amplio de temperatura (Alvira, 2018).

2.2.3. Capacidad antimicrobiana de cinnamon
El cinnamon, compuesto que se encuentra en la canela, presenta propiedades
antimicrobianas que han sido empleadas para combatir patdgenos que se transmiten por
los alimentos. Presenta buenos resultados ante bacterias tanto grampositivas como
gramnegativas, y, ademas, el cinnamon ha demostrado su capacidad de inhibicion de
bacterias que son las causantes de provocar dafos a nivel de la membrana celular, inhibir
las ATP, alterar el perfil lipidico, la motilidad, porinas de la membrana division celular y

la formacion de biopeliculas (Nabavi et al., 2015).

Si bien la canela es conocida por su capacidad antimicrobiana, también presenta otras
propiedades tales como antidiabéticas, antiinflamatorias y antioxidantes, principalmente.
Recientemente, también existe evidencia de sus beneficios de proteccion en contra de

ciertos tipos de canceres (Vasconcelos et al., 2018).

Asimismo, existen alrededor de 250 especies del género Cinnamomum, no obstante, los
aceites volatiles mas representativos provienen de C. zeylanicum, C. verum, C.
osmophloeum, C. cassia, C. cassia, y C. burmannii. Finalmente, existe poca informacion
toxicocinética humana para los componentes en el aceite de canela. Estudios en roedores
indican que la principal via metabdlica del o-metoxicinaldehido implica la oxidacién a
los &cidos cinamico y fenilpropidnico correspondientes con la posterior excrecion urinaria

de &cidos benzoico e hipurico (Barceloux, 2009).
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2.3. Preparacion de capsulas para la encapsulacion de biocompuestos

Segun Valenzuela De Ledn (2020) la encapsulacion hace referencia a un proceso en
donde se agregan vitaminas, componentes bioactivos, enzimas y compuestos de alimentos
en capsulas pequefias, las cuales salvaguardan de factores ambientales que podrian afectar
al producto, tales como la humedad, enzimas, iones metalicos, oxigeno, luz, pH y
temperatura. En ese sentido, la encapsulacion incrementa el tiempo de vida uatil de
nutrientes funcionales de los alimentos, mismos suelen tener una vida limitada debido a

su alta sensibilidad. A continuacidn, en la Figura 3 se indica la proteccién frente a factores

externos:
Agregados Capsulas
" pH
Reactividad con pH Reactmdal:‘i con Temperatura
) Temperatura la matriz
la matriz ’J \ I/—
Enzimas — Humedad Enzimas -Humedad
—

Microorganismos

f'f \ Microorganismos \ ‘\\_

Luz Luz

Oxidacian Oxidacion

Figura 3 Proteccion frente a factores externos

Fuente: Leyva Jiménez, 2020.

Por su parte, Diaz-Montes et al. (2023) indican que la encapsulacion constituye en la
actualidad, una de las técnicas mas usadas para la conservacién y almacenamiento de
compuestos bioactivos que se agregan a varios productos alimenticios, ya que ademas de
su papel protector, tiene un control en cuanto al proceso de liberacion de nutrientes al
organismo. A continuacion, se presentan los principales métodos de encapsulacion de

compuestos bioactivos.

2.3.1. Secado por atomizacién
El secado por atomizacion se considera a la técnica por la cual se produce una rapida
evaporacion, la cual se consigue debido a que la muestra liquida se pone en contacto con

aire caliente que se encuentra en boquillas de alta presion. En ese sentido, es preciso el
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uso de un biopolimero o polisacarido que actle de crioprotector, a la vez que actlia como
material base de la capsula que servira de vehiculo al compuesto a encapsular (Pifion-
Balderrama et al., 2020).

Este proceso es relativamente econdémico en comparacion con otros métodos, de
aplicacion sencilla y con alto empleo en el ambito industrial. Gracias a la aplicacion del
secado por atomizacién, se llega a obtener tanto microparticulas como nanoparticulas, lo
que permite modificar el estado fisico de liquido hasta obtener un compuesto sélido,
permitiendo implementar los encapsulados en diversas matrices alimentarias
(Castromonte et al., 2020).

En el mismo sentido, Leyva Jiménez (2020) considera esta técnica mas econémica en
comparacion con la liofilizacion, ya que los costos se reducen de cuatro a cinco veces su
valor, se emplea tanto para secado como encapsulado y es capaz de producir particulas
con dimensiones similares, lo cual hace que esta técnica sea una de las mas empleadas en
diversas industrias. En la Figura 4, se muestra el equipo empleado para encapsulacion por
Spray drying:

A Favor de la atomizacion
Aire Caliente - En contra de la atomizacion

1. Alimentacién B I’ Flujos mixtos
Rotativo __[l

Bi-fluido - 2. Atomizador 'fV L I\

3. Aire de atomizacién

Presurizado

<+t 4. Spray

e o Mo
10. Salida aire ¢ ] S ——
D o 42 v :E S. Formacion de gotas
A RIS 6. Cémara
/ | - — Sy

de secado

Filtro de aire ——

CQ Aire de

empuje

7. Formacion
8. Ciclon ————{=——] de particulas

Conector “T”

9. Colector

Figura 4 Equipo para encapsulacién por Spray drying

Fuente: Leyva Jiménez, 2020.
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2.3.2. Co-cristalizacion

La co-cristalizacidn constituye un proceso de bajo coste, facil de aplicar y flexible en la
industria alimentaria (Alfaro-Bejarano, 2022). Para realizar esta técnica, se coloca dentro
de un jarabe de sacarosa supersaturada el ingrediente activo, para que de esta manera se
cristalicen los dos elementos al mismo tiempo. Gracias a los cristales de superficie
limitada y de alta densidad con los que cuentan la sacarosa, este compuesto es empleado
como elemento de encapsulacion, modificando su estructura a cristales aglomerados,
irregulares y de tamafio micro, provocando una base porosa que permite el ingreso del

compuesto activo. En la Figura 5, se muestra el encapsulado por co-cristalizacion:

Figura 5 Encapsulado por co-cristalizacion

Fuente: Alfaro Bejarano, 2022.

2.3.3. Liofilizacion

La liofilizacidn es una técnica de encapsulacion que se realiza con temperaturas bajas y
en un ambiente a vacio, lo cual resulta 6ptimo para minimizar pérdida de compuestos
termoléabiles, asi como la oxidacién de lipidos. Este proceso se produce de manera lenta
y a baja temperatura (generalmente entre -80 °C a -20 °C y se emplea generalmente para
la encapsulacion de alimentos funcionales. Es preciso el uso de un biopolimero o
polisacarido que actle de crioprotector a la vez que actia como material base de la capsula
que servira de vehiculo al compuesto a encapsular (Di Giorgio et al., 2022).

Ademas, las fuentes probidticas como los cultivos bacterianos son los principales
productos liofilizados (Kandasamy y Naveen, 2022). Asimismo, Rezvankhah et al. (2020)
sefialan que esta técnica es utilizada para productos termosensibles y, al ser un proceso

lento que requiere aproximadamente entre 24 a 48 horas, su aplicacion resulta limitada,
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quedando reservada su aplicacion a sistemas de alto valor afiadido. En la Figura 6, se

indica el modelo de liofilizador que suele emplearse para encapsulacion:

Figura 6 Liofilizador

Fuente: Diaz-Montes et al., 2023.

2.3.4. Encapsulacion en levadura

Si bien las levaduras suelen emplearse principalmente en el area de la fermentacion,
también se han identificado aplicaciones en el &mbito de la encapsulacién, debido a que
las cepas de este elemento son capaces de acumular grandes cantidades de lipidos a nivel
intracelular, las cuales se conocen como levaduras oleaginosas. Esta caracteristica

permite acomodar lipidos tanto exdgenos como endogenos hasta en un 20 % de su peso.

El proceso de encapsulacion de levadura permite que los compuestos a encapsular se
protejan de ambientes agresivos. La liberacion del compuesto activo se realiza en lugares
especificos en tiempos optimos. Ademas, la capacidad de absorcién de grandes
cantidades de hidréfobos y, dentro del proceso, se puede controlar la produccién de
células cargadas de hidr6fobos desarrollando microcdpsulas a base de levadura
(Coradello y Tirelli, 2021).

2.3.5. Emulsificacion

La técnica de encapsulacion por emulsificacion es considerada como la més sencilla de
realizar, puesto que la mezcla de hidrocoloide con el compuesto seleccionado, en una fase
discontinua, llega a dispersarse en una fase continua, hasta que se produce la emulsién
(Diaz-Montes et al., 2023). Las gotas de fase dispersa formadas pueden entonces
separarse de la fase continua por técnicas de decantacion o filtracion, formando asi las

capsulas.
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El proceso de la emulsificacion puede ejecutarse con diferentes equipos tales como
sonicadores, mezcladores magnéticos, dispersores automaticos o mezcladores manuales.
Cabe indicar que, indistintamente del equipo que se utilice, la emulsificacién se aplica
cuando se desea obtener mejores resultados en la estabilizacion de compuestos por
encima de la calidad del producto final, puesto que no se cuenta con controles en torno a
la rugosidad, tamafio y morfologia de las emulsiones (Diaz-Montes et al., 2023). En la

Figura 7, se observa un dispersor que se emplea para emulsificacion:

Figura 7 Dispersor para emulsificacion

Fuente: Diaz-Montes et al., 2023.

2.3.6. Vesiculas

Las vesiculas constituyen sistemas coloidales que son empleados como portadores de
biocompuestos en la industria alimentaria (Moran et al., 2022). Cuentan con un nucleo
acuoso protegido por una membrana rica en polimeros, tensoactivos no i6nicos y
fosfolipidos, principalmente. Gracias a estas caracteristicas, el encapsulamiento permite
compuestos tanto hidréfilos como hidrofobos, y de acuerdo con su tamafio, se clasifican

en la Tabla 1:

Tabla 1 Tipos de vesiculas

Vesicula Tamafo (nm)

Unilamelares (SUV) 20 - 100
Unilamelares grandes (LUV) > 100

Multilamelares (MLV) 500
Fuente: Moran et al., 2022.
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2.3.7. Almidon
Este carbohidrato de almacenamiento puede encontrarse en las raices, frutos y semillas
de las plantas y constituye una fuente de energia de la misma en épocas de rebrote y
latencia. Ademas, es un polimero que cuenta con propiedades fisicoquimicas las cuales
pueden modificarse tanto a nivel enzimatico, fisico y quimico, con el propdsito de

optimizar sus propiedades.

El empleo de almiddn en sistemas coloidales para la formacion de nanoparticulas, se debe
a la amilopectina y amilosa. La primera es el principal componente que gran parte de los
almidones, cuenta con una estructura ramificada con cadenas cortas de D-glucosa, en
tanto que la amilosa ocupa un peso del 15 al 35 % del almiddn, cuenta con cadenas largas

y ligeras ramificaciones (Archundia Sanchez, 2022).

Dentro de la industria alimenticia, las B-ciclodextrinas, maltodextrinas y los almidones
modificados, son los de mayor empleo, debido a sus caracteristicas, y de estos, los que
provienen de la tapioca, arroz, trigo, maiz y patatas, son los que presentan mejores
beneficios para la encapsulacion (Parra Huertas, 2010). No obstante, también se puede
encapsular con almidones provenientes de la quinoa, amaranto, taro y el pinhdo (Hoyos-
Leyva et al., 2018). Sin embargo, si bien el almidon presenta varias ventajas en su uso
como vehiculo de encapsulacion de biocompuestos, suele presentar un nivel bajo de
proteccion en cuanto a la oxidacion se refiere (Sandoval Aldana, et al., 2004). En la Tabla
2, se describen las principales fuentes de almidén, tamafio, contenido de amilosa y

morfologia:

Tabla 2 Principales fuentes de almiddn, tamafio, contenido de amilosa y morfologia

Fuente Maiz Papa Tapioca Arroz Sagu
Tamafio del 14 pm 41 pm 17 pm 3 um 33 um
granulo

Contenido 25 % 20 % 17 % 19 % 28 %
de amilosa

Morfologia
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Por su parte, Hoyos-Leyva et al. (2018) consideran a este biopolimero ideal para
encapsular diversos compuestos tales como probiodticos, proteinas, herbicidas,
polifenoles, pigmentos, medicamentos, aromas, aceites esenciales y lipidos,
principalmente, esto debido a sus propiedades como su viscosidad, retencién de agua,

capacidad de modificarse segun su funcionalidad, su bajo costo y alta disponibilidad.

Otro de los beneficios que presenta el almiddn, radica en la forma de sus granulos, ya que
dicha configuracién permite un empaquetado mas compacto, lo cual incrementa la
retencion de los compuestos activos. Asimismo, la manera tanto fisica como quimica con
las que puede ser modificado, mejora notablemente sus caracteristicas para encapsulacion
(Jinetal., 2018).

Finalmente, Maoyafikuddin et al. (2020) indican que los almidones pueden emplearse
como reactivo para la sintesis de vesiculas unilamelares, las mismas que estan
conformadas por bicapas de fosfolipidos y/o tensioactivos y cuentan con dimensiones

entre los 20 — 100 nm, tal como se indica en la Tabla 1.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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3. Materiales y metodologia experimental

A continuacion, se describe la metodologia utilizada en la investigacion, ademas de los
equipos necesarios para el desarrollo de la parte experimental para la sintesis,
caracterizacion, eleccién del experimento 6ptimo de las NPAs y encapsulacion de

compuestos antimicrobianos y evaluacion de ellos.

3.1. Materiales

3.1.1. Preparacion de fase acuosa y fase organica
e Almidon de maiz
Polvo de color blanco, insoluble en agua a temperatura ambiente y que fue provisto por
la Universidad de Lund (Suecia), debido al disefio experimental este fue utilizado en la

fase acuosa como en la fase alcohdlica.

e Etanol absoluto
Se utilizé el suministrado por Sigma-Aldrich el que fue utilizado como solvente acuoso

en la fase organica de la preparacion de las NPAs.

e Agua milli-Q
Agua ultrapurificada mediante procesos de filtracion y desionizacion suministrada por la

Universidad de Oviedo y utilizada en la fase acuosa.

e Span 60
Conocido tambien como monoestearato de sorbitano, de la casa comercial Sigma-
Aldrich. Es un tensoactivo no ionico de formula molecular C24Hs6Os, tiene la capacidad
de emulsionante, dispersante y humectante.

3.1.2. Encapsulacion de compuesto bioactivos
e Eugenol
Compuesto incoloro, puro, de la casa comercial Sigma-Aldrich. Es un compuesto extraido
de la planta Syzygium aromaticum principalmente, el cual posee propiedades

antimicrobianas, este compuesto tiene su formula molecular C10H1205.
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e Cinnamon

Compuesto coloreado, en solucién, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Vainillina

Reactivo incoloro, puro, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Rose oil

Compuesto coloreado, en solucién, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Clove ail

Compuesto coloreado, en solucién, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Orange oil
Compuesto coloreado, en solucién, suministrado por Sigma-Aldrich.

3.1.3. Poder Antimicrobiano
e CaldoLb
Este caldo es especifico para el crecimiento de E.coli, se lo utiliza para crecer y

estandarizar las bacterias.

e Medio de cultivo Lb
Al caldo anterior se le afiade agar con el motivo de formar un gel para desarrollar las
pruebas de inhibicion en medio sélido.

3.2. Equipos
e Balanza Sartorius Research R200D (Sartorius)
- Dimensiones: 21,8 x 36 x 32 cm
- Peso: 8 kg
- Diametro de placa: 11 cm
- Intervalo de temperatura permitido: 10 — 30°C
- Tiempo de respuesta 2 s
- Capacidad 200 g
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Rotavapor BUCHI R-205

- BUCHI Vacuum controller VV-800

- BUCHI Heating Bath B-490

- BUCHI Vac V-500

Agitador magneético Agimatic-E

- Intervalo de temperatura: 0 - 350°C

- Velocidad de agitacion: 0 — 1.500 rpm
- Diametro de placa: 15 cm

Sonicador Branson SFX 150

Modelo de convertidor: convertidor tradicional o con convertidor de mano.

Potencia de salida: 150 W.
Alimentacion de entrada: 120 VV 0 240 V.

Dimensiones: 31,75 cm largo x 19 cm ancho x 23,5 cm alto.
- Peso: 14 Ib.

Bomba de Jeringa FisherBrand KDS100

- Jeringas de pléastico o vidrio de 10 uL- 60 mL

- Peso: 2,71800 kg

- Bomba de caudal rapido

Equipo DLS Zetasizer Nano ZS (Malvern)

- Medida de Tamafio
o Rango de tamafio de particula maximo (diametro): 0,3 nma 10 um
o Volumen de muestra minimo: 12 pl
o Concentracion maxima de la muestra: Hasta un 40 % wi/v

- Medida de Potencial Z
o Rango de tamafio de particula (diametro): 3,8 nm a 100 um
o Rango de Potencial Z: sin limitacion efectiva.
o Rango de conductividad: 0 a 200 mS/cm

Centrifuga Ortoalresa biocen 22R

- Capacidad maxima tubos 8 x 15 ml

- Tipo pantalla LCD

- Velocidad méaxima 18.100 rpm

- Refrigerada

Microscopio Electronico de Transmisién JEOL 1011,
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- KV: 100 KV

- Cémara Digital de 11Megapixeles (GATAN)

- Dispositivo de Placas

- hasta 600.000 x

- Resolucion (puntos de 0,4 nm, lineas de 0,2 nm).
e TURBISCAN AGS (Formulaction)

- Fuente de luz NIR de 880 nm de longitud de onda.

- Tecnologia: MLS-Multiple Light Scattering y SLS-Static Light Scattering.

- Deteccion: S - MLS.

- Multimuestra: 54 células.

- Volumen de muestra: 20 ml.

- Control de T2 Ambiente+5°C a 60°C.

También se utilizaron tubos eppendorf de 1,5 mL, tubos falcon de 15y 50 mL, celdas de
plastico para las determinaciones de potencial-Z y de tamafio de particula para la parte de
preparacion de fase acuosa y fase organica. A su vez en la parte microbioldgica se utilizo

cajas de Petri.

3.3. Metodologia experimental

La realizacion de este trabajo se ejecut6 en base a investigaciones anteriores en las que se
pusieron a punto dos métodos que han dado muy buenos resultados para sintetizar
nanovesiculas. En este estudio, se van a adaptar para sintetizar sistemas coloidales

utilizando almidén para la encapsulacién de compuesto antimicrobianos.

3.3.1. Sintesis de nanovesiculas
Para la sintesis de nanovesiculas se utilizaron como compuestos de membrana Span 60 y
almidon de maiz, los experimentos se desarrollaron primero usandolos por separado y
posteriormente se probaron formulaciones con ambos compuestos en la misma
proporcion (0,16 % p/v). Con los resultados obtenidos de estos experimentos preliminares
se eligié el método de preparacion mas apropiado (inyeccion de etanol o hidratacion de
pelicula delgada). A continuacién, se probaron a diferentes concentraciones de ambos

compuestos, tanto de Span 60 como de almidon, desde 0,04 % (p/v) hasta 0,32 % (p/v) y
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asi poder determinar las condiciones dptimas para llevar a cabo la encapsulacion del
compuesto antimicrobiano.

Tanto los nanocoloides obtenidos mediante inyeccion de etanol como pelicula delgada
fueron caracterizados en términos de tamafio, morfologia, dispersion en la disolucion y
potencial-Z para de esta manera poder discriminar entre los experimentos y asi elegir las

mejores formulaciones. A continuacion, se describen los métodos utilizados:

3.3.1.1. Método de Inyeccién de Etanol
De acuerdo con Pando Rodriguez (2014), esta técnica consiste en disolver en etanol tanto
los aditivos como los tensioactivos, para luego inyectar la disolucion en una fase acuosa
en donde se encuentra el compuesto bioactivo, donde se forman los niosomas.
Posteriormente, el etanol es separado por medio de la evaporacion, obteniendo las

vesiculas con tamafios entre los 50 y 100 nm como se observa en la Figura 8.

Ademas, Gouda et al. (2021) coinciden en que el método de inyeccion de etanol
constituye una alternativa a otros métodos, ya que para la aplicacion de esta técnica no es
necesario aplicar la sonicacion, por lo que existe mayor proteccion de los fosfolipidos
contra la degradacion y oxidacion que se producen en otras técnicas como la de pelicula
delgada. Asimismo, reduce el dafio que puede suscitarse en las moléculas de soluto por
sonicacion, ademas de una posible toxicidad debido a la erosion del titanio de las sondas
sonicadoras. Cabe indicar, que el etanol es un compuesto mas seguro en comparacion con

el metanol o el cloroformo, empleados en la técnica de pelicula delgada.
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Figura 8 Esquema de la técnica de inyeccion de etanol
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Las diferentes fases acuosas se disuelven mediante calor a 80°C y agitacion de 500 rpm

en una placa calefactora. A continuacion, la fase organica (20 mL) se inyecta a la fase

acuosa usando una bomba de jeringa a 120 mL/h con un diametro de jeringa ¥22,

mientras la fase acuosa se agita a 400 rpm para la formacion de nanovesiculas. Una vez
juntas las fases, estas se transfieren a un balén de rotavapor para su posterior eliminacién
de la fase organica en las siguientes condiciones: temperatura de 40°C del bafio de agua,
la rotacion del balén es de 150 rpm y la bomba de vacio produce una presion de 60-70
mbar. De esa forma al terminar de evaporar la fase organica inyectada ya se tendrian

formadas las nanovesiculas en la fase acuosa.

3.3.1.2. Método de pelicula delgada (Thin Film)
El método de Thin Film o de hidratacion de pelicula delgada (Figura 9), es una de las
técnicas mas antiguas para la preparacion de vesiculas multilamelares, en donde los
fosfolipidos y/o tensioactivos se disuelven en cloroformo o metanol y se evapora gracias
al empleo de una bomba al vacio a una temperatura entre los 45 a 60 °C, lo cual elimina
el disolvente empleado. No obstante, si los volimenes son inferiores a 1 ml, es posible
eliminar el disolvente mediante una corriente de nitrégeno. Gracias a este paso, se
produce una pelicula delgada, seca y homogénea, compuesta por bicapas, para
finalmente, hidratar la pelicula en un medio acuoso durante un tiempo entre una a dos

horas, a una temperatura de 60 a 70 °C (Lombardo y Kiselev, 2022).

Cabe indicar que, para este método, se requiere la ejecucién de pasos adicionales tales
como la extrusion o sonicacion, los cuales reducen y homogenizan las dimensiones de las
vesiculas (Jaafar-Maalej et al., 2010). Ademas, esta técnica abarca la disolucion tanto de
estabilizadores como de tensioactivos en un medio organico, no obstante, para conseguir
Optimos resultados en cuanto a la homogenizacion se puede aplicar agitacion manual o la

sonicacion (Pando Rodriguez, 2014).
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Figura 9 Esquematizacion de la técnica de pelicula delgada

Se disolvieron los reactivos en la fase organica en una placa calefactora a 80°C y 500 rpm
alrededor de 20 min. A continuacién, se produjo la evaporacién de la fase organica
mediante gas nitrégeno para la formacion de la pelicula delgada. Después se resuspendio
con la fase acuosa y se llevo a sonicacion continua durante 15 minutos y 55 % de

intensidad para asi formar las nanovesiculas.

3.3.2. Caracterizacion
3.3.2.1. Tamario
De acuerdo con Valenzuela De Ledn (2020), la Dispersién Dinamica de Luz (DLS), es

un metodo de espectrofotometria que permite identificar la dimensidn de las particulas de
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forma individual gracias al empleo de la “microscopia combinada con el analisis de
imagenes” (p. 34). No obstante, se puede emplear la luz laser como técnica de dispersion,
en caso de que se conozca el indice de refraccion del medio de suspension, asi como del
compuesto a encapsular y de esta manera, comprobar las dimensiones de las particulas,

la cuales se encuentran en un rango de 0,02-200 pm.

Por su parte, Carrascal Panadero (2017), considera que esta técnica resulta versatil y no
invasiva para la medicion de las nanoparticulas que suelen encontrarse en la regién
submicromeétrica. Asimismo, el autor indica que “los valores de  superiores a +30 mV ¢
inferiores a -30 mV representan sistemas coloidales estables” (p. 39). A continuacion, se

puede observar el equipo DLS utilizado en la Figura 10:

Figura 10 Equipo DLS

Para el tamafio de particula, se utilizo el equipo DLS Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern), en el que, mediante la dispersion de luz, dara una idea aproximada del tamafio
de particula. Esta técnica se utilizé para todos los experimentos, por consiguiente, se
realiz introduciendo una alicuota en cubetas desechables para determinar si el tamafio
de particula y la homogeneidad (mediante determinacion del indice de polidispersidad)

de las particulas sea el adecuado.
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Algo que es recomendable para esta técnica, es la de realizarla lo antes posible de la
sintesis de la muestra, ya que el método con el pasar del tiempo va a ir sedimentando las
particulas y no brindara una lectura adecuada del tamafio de las particulas.

3.3.2.2. Morfologia
La Microscopia Electronica de Transmisién (TEM), es una técnica de microscopia que
cuenta con una resolucién alta, la cual emplea un haz de electrones que permiten obtener

imagenes del material y su estructura interna (Rios-Aguirre y Gil-Garzén, 2021).

En torno a la encapsulacion de alimentos bioactivos, el TEM es empleado para el estudio
de la estructura de particulas encapsuladas, puesto que con ella se puede visualizar cada
una de ellas a un nivel submicrométrico, y de esta manera, conocer su estructura interna,
morfologia y dimensiones (Araque Ruiz, 2022). El equipo utilizado se puede observar en
la Figura 11:

Figura 11 TEM (Microscopio electrénico de transmision)

El TEM también se utilizé para la caracterizacion de las nanovesiculas, para observar
posibles cambios en las morfologias de las nanovesiculas con las diferentes

formulaciones.
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3.3.2.3. Estabilidad
Segun Huck Iriart (2013), para determinar la estabilidad de las dispersiones y emulsiones,
se puede emplear el Turbiscan, equipo Optico vertical que es empleado para dar
seguimiento a cada una de las etapas y procesos fisicos, tales como la formacién de
agregados o sedimentacién, que se producen con frecuencia en una dispersion coloidal
(Figura 12).

Figura 12 Equipo Turbiscan Lab (Formulaction)

En ese sentido, este equipo trabaja en base a la difraccion que se produce cuando un haz
de luz infrarroja atraviesa a la suspension estudiada, lo cual permite identificar cada uno
de los mecanismos de desestabilizacion tales como la coalescencia, floculacion,

sedimentacion, entre otros (Estupifidn Sanchez, 2016).

En general, estos equipos funcionan enviando fotones por medio de una muestra y la
deteccion de la luz transmitida y retrodispersada por las particulas que se encuentran en
la dispersion, lo cual permite la deteccion de fendmenos de desestabilizacion incipientes
a lo largo de la muestra examinada, hasta 200 veces mas rapido en comparacién con otras

pruebas visuales (Alvarez Cerimedo, 2013).
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Por ello, las muestras con la concentracion de Span 60 y almidén encapsuladas
anteriormente fueron sometidas a diferentes rangos de temperaturas 4°C, 30°C y 60°C,
ademas de diferentes concentraciones de NaCl 0 %, 1,5 % y 3 % a 30°C y también a
diferentes concentraciones de pH 3,0, 6,0 y 9,0, observando asi la estabilidad de las

nanovesiculas en suspensién durante 15 dias.

3.3.2.4. Eficacia de Encapsulacién (EE)
Segun las consideraciones de Naka Kishimoto (2008), para analizar la vainillina se
emplea el método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), el cual permite
analizar ademas el etil vainillina, p-hidroxibenzaldehido, el &cido vainillico y el acido
hidroxibenzoico (Naka Kishimoto, 2020).

Ya que el método HPLC se basa en la capacidad que cuentan distintos componentes
quimicos para disolverse y migrar por medio de una fase mévil y una estacionaria, donde
se produce su separacion, permite conseguir tanto separacion como su purificacion. En
ese sentido, para la vainillina se emplea una columna de la fase estacionaria de silice, en
tanto que la fase movil consiste en una solucién de metanol y agua, en la que sus
porcentajes van a depender del nivel de polaridad de los compuestos que se van a separar
(Pallo Altamirano, 2022).

Siguiendo las consideraciones acerca de la vainillina, se determin6 mediante técnicas de
HPLC en la que una vez encapsuladas las muestras, estas se filtraron. Las nanovesiculas
filtradas se mezclaron con metanol 1:10 para asi destruir la estructura y liberar la
vainillina. La cuantificacion de vainillina se realizd mediante HPLC utilizando la
columna C18 (4,6 mm, 150 mm, 5 um), mediante un gradiente linear se utilizo agua (A)
y metanol (B) en la fase movil, empezando el gradiente desde 20 % de B fue ascendiendo
hasta el 100 % de B durante 5 min. Después se mantuvo constante 10 min el flujo
utilizando un caudal de 0,8 mL/min. De esta manera, mediante el area de los picos se
obtuvieron las concentraciones de vainillina de cada una de las muestras. Finalmente, se

utilizo para la eficacia de encapsulacion la férmula siguiente:

(concentracion de vainillina en nanovesiculas purificadas)
EE % = — — - — x100
(concentracion de vainillina en nanovesiculas no purificadas)

Fuente: Marchiano, 2023.
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3.3.3. Pruebas de inhibicion

Las pruebas de inhibicion se las realizo con diferentes concentraciones de vainillina (100,
50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15 mg/mL), también se utilizaron diferentes aceites esenciales
y compuestos puros como eugenol, Cinnamon Leaf oil, Rose Oil, Clove Oil, Orange Oil.
Las pruebas se realizaron en agar Lb Miller especial para el crecimiento de E.coli. Se
realizd mediante la técnica de difusion en agar, haciendo pocillos de un centimetro de
didmetro y colocando dentro de ellos 0,1mL de los diferentes posibles antimicrobianos.
Para ello se inoculo E.colia 2x 10’ CFU durante 3 dias a 30°C, posteriormente se observo
la presencia o ausencia de halos en los diferentes reactivos utilizados lo que permitid
determinar aquellos que presentaban actividad antimicrobiana.

Después de elegir el mejor experimento se dispuso a encapsular los compuestos que

dieron una respuesta positiva.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4. Resultados y Discusion

4.1. Seleccion del método

Para la seleccion del método lo primero que se realizo fue establecer diferentes
formulaciones utilizando Span 60 y almidén mezclandolos y utilizandolos por separado.
Las formulaciones se pueden observar en las siguientes tablas 3 y 4. Los métodos

utilizados son inyeccion de etanol e hidratacion de pelicula delgada respectivamente.

Tabla 3 Relacion de compuestos y concentraciones en la preparacion de nanovesiculas
mediante el método de inyeccidn de etanol

Componentes de las fases Concentracién componentes % (p/v)
Fase organica Fase acuosa Fase orgdnica Fase acuosa
M1 50mL Span 60 Almiddén 0,16 0,16
M2 50mL  Almidén, Span 60 0,16, 0,16
M3 50mL Almidon 0,16
M4 50mL Span 60 0,16
M5 50mL Almidon 0,16

Tabla 4 Relacion de compuestos y concentraciones en la preparacion de nanovesiculas
mediante el método pelicula delgada

Componentes de las fases Concentracién componentes % (p/v)
Fase organica Fase Acuosa Fase organica Fase acuosa
M1 3mL Span 60 Almidon 0,16 0,16
M2 3mL Almiddn, Span 60 0,16, 0,16
M3 3mL Almidodn 0,16
M4 3mL Span 60 0,16
M5 3mL Almidon 0,16

Una vez realizados los experimentos, se utiliz6 el equipo DLS para establecer el tamafio
de particula, la monodispersidad de la distribucion de tamafios de particula y el potencial
zeta de cada una de las muestras como se puede observar en las tablas 5y 6. Se puede
observar como los tamafios obtenidos por el método de inyeccidn en etanol son mas
pequefios (165-241 nm) en comparacion con los tamafios de las nanovesiculas
sintetizadas por el método de pelicula delgada (153-548 nm). Ademas, las muestras
obtenidas por este segundo método eran mas polidispersas con valores de PDI mas alto
(valores medios de 0,3 para inyeccion de etanol frente a 0,4 para hidratacion de pelicula

delgada). Estos resultados estan en concordancia con la literatura (Sarabandi et al., 2019).
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Z-average (nm) Tamaiio (nm) PDI Pot zeta (mV) Tamaiio Image) (nm)
M1 50mL 241415 72+8 0,359+0,033 -25,3 273427
M2 50mL 17346 61+44 0,32510,035 -34,2 318177
M3 50mL 271155 167458 0,23710,152 -20,5 241154
M4 50mL 16543 66120 0,198+0,015 -34,2 110421
M5 50mL 22615 199+9 0,27110,031 -31,1 151+10

Tabla 6 Z-average, Tamafio, PDI y potencial Zeta muestras pelicula delgada

Z. average (nm) Tamaiio (nm) PDI Pot zeta (mV) Tamaiio Imagel (nm)
M1 3mL 31017 88+4 0,484+0,015 -17,7 151+39
M2 3mL 19945 72+11 0,355%0,018 -24,5 259+46
M3 3mL 333+19 2307 0,43710,037 -11,4 80+15
M4 3mL 15343 38+3 0,365+0,016 -24 91+30
M5 3mL 548159 349+12 0,468+0,084 -21,3 16219

Adicionalmente, por medio de microscopia electrénica TEM, se observé las morfologias

de las muestras tal como se observa en las figuras 13 y 14, Ademas, se midi6 su tamafio

por medio del programa ImageJ para contrastarlo con el obtenido en DLS ya que si las

particulas aglomeran el equipo da valores mayores de los realmente obtenidos, datos

medios obtenidos en el programa ImageJ se encuentran recogidos en las tablas 5 y 6.

Finalmente, se establecié la mejor formulacion teniendo en cuenta todos estos criterios

para realizar la seleccion del método.
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Figura 13 Micrografia TEM de las nanovesiculas obtenidas a partir del método
Inyeccion etanol: a). FO Span 60, Etanol; FA Almidon, Agua; b) FO Span 60, Etanol;
Almidon, FA Agua; ¢) FO Etanol; FA Almiddn, Agua; d) FO Span 60, Etanol; FA
Agua; e) FO Almidon, Etanol
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Figura 14 Micrografia TEM de las nanovesiculas obtenidas a partir del método
pelicula delgada: a). FO Span 60, Etanol; FA Almiddon, Agua; b) FO Span 60, Almidon,
Etanol; FA Agua; ¢) FO Etanol; FA Almidon, Agua; d) FO Span 60, Etanol; FA Agua;
e) FO Almidén, Etanol

De esta manera, se observé que cuando el Span 60 o el almiddn se utilizan por separado
tanto en los métodos inyeccién de etanol y pelicula delgada imagenes c), d) y €) en ambas
figuras 13y 14, las muestras presentan tamarios reducidos (deseables) pero varios de ellos
observados al microscopio presentan formas irregulares o atipicas (indeseables) por lo

que fueron descartadas.
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Sin embargo, al observar las muestras en las que se utilizan los dos compuestos a la vez,
imagenes a) y b) en las dos figuras 13 y 14, se puede apreciar la formacion de
nanovesiculas. En base a la morfologia observada parece que el mejor experimento es el
resultante de afiadir ambos compuestos en la misma proporcion (muestra m2, imagen b)
tanto para inyeccion de etanol como para pelicula delgada. Finalmente se eligié el método
de pelicula delgada ya que se obtienen nanovesiculas de menor tamafio observadas al
microscopio (80nm frente a 241nm).

4.2. Seleccién de la formulacion

Una vez elegido el método de pelicula delgada, se procedi6 a optimizar la formulacion
realizando un barrido de concentraciones variando los ratios entre ambos compuestos, por
lo que se realizaron 17 experimentos estos se caracterizaron mediante DLS y TEM, se
puede observar la relacion de compuesto y concentraciones, ademas de la caracterizacion

de las nanovesiculas en los siguientes resultados en la Tabla 7 y en la Figura 15:
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Tabla 7 Relacion de compuestos-concentraciones, Z-average, tamarfio, PDI y potencial Zeta en la preparacion de nanovesiculas mediante el
método pelicula delgada

fase orgnica Concen.tr?cién Concentracidén Z-average  Tamafio Pot zeta Tamaifio
Almidén Span 60 PDI Image J
(%6p/v) Gp/v)  (nm) (nm) (mV) (nm)
SS1 Almidon, Span 60 0,16 0,16 266116 704 0,52 -24,8 93+16
SS2 Almidon, Span 60 0,16 0,12 24113 6215 0,526 -26,5 29315
SS3 Almidon, Span 60 0,16 0,08 232110 17914 0,345 -26,7 687140
Ss4 Almidon, Span 60 0,16 0,04 239420 87198 0,362 -25,1 412455
SS5 Almidén, Span 60 0,12 0,16 21244 4049 0,436 -32,3 487107
SS6 Almidon, Span 60 0,12 0,12 239+7 62125 0,297 -29,6 325+100
SS7 Almidén, Span 60 0,12 0,08 255112 63111 0,513 -29,2 24518
SS8 Almidén, Span 60 0,12 0,04 216+25 5019 0,511 -25,8 2717
SS9 Almiddn, Span 60 0,08 0,16 209+2 43+15 0,449 -20,1 299+21
SS10 Almiddn, Span 60 0,08 0,12 205+10 57%23 0,298 -26,9 502+45
SS11 Almiddn, Span 60 0,08 0,08 213+10 5749 0,324 -22,2 179+2
$S12 Almidon, Span 60 0,08 0,04 237425 56%13 0,492 -21 149+12
SS13 Almiddn, Span 60 0,04 0,16 18542 38+10 0,279 -32,6 158+13
SS14 Almidon, Span 60 0,04 0,12 10614 3519 0,352 -13,6 181+14
SS15 Almidon, Span 60 0,04 0,08 22112 4618 0,412 -26,7 151+10
SS16 Almidon, Span 60 0,04 0,04 19242 4110 0,467 -31,2 301442
SS17 Almidon, Span 60 0,32 0,32 333114 129+12 0,373 -33,1 159440
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Figura 15 Mlcrografla TEM de Ias nanovesmulas obtenldas a partir del método
pelicula delgada: a) SS1; b) SS2; ¢) SS3; d) SS4; e) SS5; f) SS6; g) SS7; h) SS8; i) SS9;
j) SS10; k) SS11; 1) SS12; m) SS13; n) SS14; 0) SS15; p) SS16; q) SS17

De acuerdo con los datos brindados por el DLS y las imagenes del TEM, se eligieron los
experimentos SS1 (0,16 %; 0,16 %), SS11(0,08 %; 0,08 %) y SS17 (0,32 %; 0,32 %) los
que seran utilizados en la encapsulacion de compuestos. En base a la morfologia
observada los experimentos SS1, SS11 Y SS17 presentaron una buena formacion de
nanovesiculas observados en las imagenes a) k) y q) de la Figura 15, ademas de tamafios

adecuados para bioaplicaciones desde 93-179 nm.
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4.3. Potencial Antimicrobiano

Se probaron los compuestos con potencial antimicrobiano para asi determinar cual de
ellos seréd utilizado para los ensayos de encapsulacion. Para ello, se colocaron en cajas de
Petri, agar Miller en el cual se inoculo E.coli al 2 x 107 CFU, se realizaron pocillos de 1
cm de diametro y se coloc6 cada uno de los compuestos antimicrobianos dando como

resultado lo siguiente:

c) placa
vainillinas

Figura 16 a) Placa Aceites (Orange, rose, eugenol, clove, cinnamon); b) Placa Vainillina
1 (15, 20, 25, 30 mg/mL); c) Placa Vainillina 2 (35, 40, 45, 50, 100 mg/mL)

En la Figura 16, se puede observar los compuestos que dieron positivo para capacidad
antimicrobiana en la seccion a) los que dieron positivo fueron Eugenol, Clavo y
Cinnamon, en la seccion b) ninguna concentracién de vainillina tuvo capacidad
antimicrobianay en la seccion c) existe capacidad antimicrobiana desde 35 mg/mL dando

mejores resultados mientras va aumentando la concentracion hasta 100 mg/mL.
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4.4. Encapsulacion de compuestos y actividad antimicrobiana

La encapsulacion se realizo por el método de hidratacion de pelicula delgada, variando
las concentraciones tanto de almidén como de Span 60 manteniendo su concentracién
total y se incorpor6 una cantidad de antimicrobiano del 50 % de la fase organica (1,2 mL
de etanol absoluto). Las diferentes formulaciones se presentan a continuacion en la Tabla
8:

Tabla 8 Relacion de compuestos y concentraciones en la encapsulacién de compuestos
antimicrobianos

Antimicrobiano Almidén (%p/v) Span 60 (%p/v)

8V 0,6g 0,08 0,08
16V 0,6g 0,16 0,16
16C 0,6 mL 0,16 0,16
16E 0,6 mL 0,16 0,16
32V 0,6g 0,32 0,32
32C 0,6 mL 0,32 0,32
32E 0,6 mL 0,32 0,32

Nota: V muestras con vainillina, C muestras con cinnamon y E muestras con eugenol.

Se analiza la capacidad antimicrobiana de las muestras preparadas, tanto purificadas
como sin purificar. En las muestras purificadas se elimina todo el compuesto
antimicrobiano no encapsulado en las nanovesiculas. Para dicha filtracion se utiliza la

técnica de filtracion con una columna de Sepharosa.

En la Figura 17 se puede observar como mejora la eficacia de vainillina al aumentar la
concentracion de almidon y Span 60, a su vez se observa que la purificacion de la muestra
no afecta en el poder antimicrobiano del compuesto. Indicando que la propia vainillina

encapsulada tiene capacidad antimicrobiana.
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a) Vainillina b) Vainillina
encapsulag

Figura 17 Placas vainillina encapsulada: a) 0,08% purificada (f) y sin purificar (sf); b)
0,16% purificada (f) y sin purificar (sf); ¢) 0,32% purificada (f) y sin purificar (sf)

La Figura 18 muestra que el eugenol se ve afectado cuando este es purificado. Viendo
que para la muestra E16 el sistema purificado no contienen actividad antimicrobana,
indicando que es el eugenol libre el que est4 actuando en dicha actividad. Para la muestra
E32 se aprecia capacidad antimicrobiana para la muestra tanto purificada como sin
purificar, pero esta capacidad es mayor para las muestras sin purificar.

En la Figura 19, mientras aumenta la concentracion de almidén y Span 60 se va formando

una emulsion en vez de un sistema propiamente vesicular.
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a) Eugenol b) Eugenol
encapsuladoR™ encapsulado

Figura 18 Placas eugenol encapsulado: a) 0,16 % purificado (f) y sin purificar (sf); b)
0,32 % purificado (f) y sin purificar (sf)

Figura 19 Encapsulacion de eugenol (0,16 % y 0,32 %) formacion de emulsiones

En la Figura 20 se observa que en la encapsulacion de Cinnamon, no inhibe su capacidad
antimicrobiana. Sin embargo, en la Figura 21 se puede observar que no se logré realizar

una emulsién homogénea separandose en fases con aceite libre en la parte superior.
A raiz de los resultados observados se selecciona a la vainillina como el compuesto mas

apropiado para la preparacion de sistemas niosomales sostenibles con capacidad

antimicrobiana.
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Figura 20 Placa Cinnamon encapsulado: 0,16 % sin filtrar (C16); b) 0,32 % sin filtrar
(C32)

Figura 21 Encapsulacion de Cinnamon (0,16 % y 0,32 %) formacion de emulsiones

4.5. Estabilidad frente a diferentes medios

A continuacion, se eligié la vainillina encapsulada para determinar la estabilidad de las
nanovesiculas al 0,16 % de almidon y 0,16 % de Span 60. Después de sintetizar la muestra
elegida, se procedio a someter a diferentes temperaturas, pH y concentracién de NaCl
para medir la estabilidad de las nanovesiculas en diferentes condiciones ambientales. Una

fotografia de dichas muestras se detalla en la Figura 22.
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temp: 30°C temp: 30°C temp: 30°C temp: 30°C temp: 30°C temp: 4°C temp: 60°C

Figura 22 Vainillina encapsulada sometida a diferentes medios para determinar
estabilidad (salinidad, pH y temperatura)

Se observo que Unicamente las muestras almacenadas sin sal y pH basicos mantenian la
homogeneidad sin apreciarse precipitaciones responsables de la ruptura de las
nanovesiculas formadas. La temperatura no parece tener una influencia tan sobre la
estabilidad de las nanovesiculas.

Se analizaron los perfiles de retrodispersion de las emulsiones preparadas, obtenidos con
las muestras de turbiscan,

En la Figura 23 no se observan grandes cambios en los perfiles de retrodispersion de las
tres muestras almacenadas en medios de diferente salinidad, aunque se observa en todas
ellas un aumento del perfil de backscattering en la parte baja de la celda, indicando la
precipitacion de la muestra consecuencia de la ruptura de las vesiculas, este precipitado

es mayor para las concentraciones mas elevadas de sal.
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Figura 23 Perfiles de retrodispersion de vesiculas en medio de diferente salinidad
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Se observd en la Figura 24 que a pHs acidos existe una gran heterogeneidad de las
muestras, tal y como se puede apreciar en la Figura 22, por la presumible ruptura de las
vesiculas preparadas. Tanto a pH 6 como a pH 9 las muestras presentan una mayor
homogeneidad, aunque si se aprecia en ambos casos mayor diferencia en la parte superior
de la celda con un aumento del perfil de retrodispersion en esta zona, especialmente para
pH 9. Este hecho puede deberse a una posible aglomeracion de vesiculas en la parte
superior lo que provoca una mayor retrodispersion de la luz que es emitida en dicha zona.
Sin embargo, al observar las fotografias de las mismas, las muestras parecen blanquecinas
en su totalidad sin capas de cremado ni clarificado aparentes, lo que indica que se debe a

ligeros cambios en las muestras.

BS (%)

Altura (mm)

(a) pH3

BS (%)

Altura (mm)

(b) pH 6
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BS (%)

(c) pH 9
Figura 24 Perfiles de retrodispersion de vesiculas en medio de diferentes pHs

En las muestras almacenadas a diferentes temperaturas no se aprecian capas diferenciadas
entre las muestras, pero si se ven un cambio a lo largo de toda la muestra indicando el
cambio de tamafio de las vesiculas almacenadas. Puede observase que la muestra
almacenada a 60°C sufre un cambio brusco entre la primera y segunda medida, pero a

partir de ese momento los cambios apreciados son menores.
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BS (%)

(c) 60°C
Figura 25 Perfiles de retrodispersion de vesiculas en medio a diferentes temperaturas

Comparando con las medidas de tamafio obtenidas con DLS (Tabla 10) se ve las muestras
en la que la presencia de vesiculas sigue siendo apreciable, el tamafio de las mismas se
reduce durante el almacenamiento produciéndose reducciones mayores a pH 6 y

temperatura de almacenamiento de 60°C.

Tabla 9 Tamafo las muestras frescas y tras 14 dias de almacenamiento a diferentes
condiciones ambientales

Parametro Tamaiio frescas (hm) Tamafio 14 dias (nm)
NaCl 0 508 +12 37017
a 15 Inestable Inestable
(mol/L)
3 Inestable Inestable
3 Inestable Inestable
pH 6 508 +12 370 £7
9 502 + 25 432 +1
Temperatura 4 508 +12 3803
°O) 30 508 +12 370 +7
60 508 + 12 301 +7

Se analiza ademas el pardmetro TSI, turbiscan Stability Index que indica la estabilidad
global de la muestra en funcion de los cambios totales que ha sufrido durante el tiempo

de almacenamiento (Figura 26).
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Figura 26 TSI de las muestras tras 14 dias de almacenamiento a diferentes condiciones
ambientales
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Puede observarse que el pH es que tiene mayor efecto sobre la estabilidad de las vesiculas,
observandose mayor inestabilidad, mayor valor de TSI, para pH acidos. Mientras que el
almacenamiento a pH bésico ofrece incluso una estabilidad ligeramente mayor que el
observado al pH natural del medio, pH 6. Comportamiento similar fue observado en
vesiculas preparadas con Span 60 y colesterol encapsulando rifamicina (Marchiano et al.,
2022).

Por otro lado, puede observarse que el almacenamiento a bajas temperaturas ofreceuna
inestabilidad paulatina para las muestras almacenadas, tanto a 4 como a 30 °C. Sin
embargo, la inestabilidad observada en el almacenamiento a 60 °C parece ocurrir durante
las primeras horas y a partir de ese momento no grandes cambios son apreciados en el
parametro de TSI, estos cambios iniciales pueden ser debidos a la adaptacion de los
componentes de membrana a la nuestra temperatura y por tanto su cambio en la estructura,

los cuales una vez alcanzados parecen ser mantenidos en el tiempo.

Por ultimo, la salinidad del medio parece afectar en mayor medida a la inestabilidad de
las vesiculas ya que en la en la Figura 22 se puede observar su precipitacion al tiempo
cero. Cabe mencionar que la Figura 26 en la seccion a) no nos puede brindar suficiente
informacion, ya que en este caso la inestabilidad observada con las muestras de 1,5y 3
% de NaCl se produjo de inmediato no siendo posible evaluar cambios en la muestra

durante el almacenamiento.

4.6. Eficacia de encapsulacion
Por medio de HPLC se determind la cantidad de vainillina presente en las muestras, para
ello se hizo uso de un calibrado inicial (Ver Anexo 1). En la Tabla 10 se muestran los

valores de EE de vainillina obtenidos para los sistemas preparados:
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Tabla 10 Eficacia de encapsulacion de muestra

MUESTRA EE (%)

8V 62,0
16V 85,6
32V 88,8

Se ve como aumenta la EE con la cantidad de componentes de membrana vesicular (Span
60 y almidon) alcanzando valores del 89 % cuando se us6 concentracion de 0,32 % (p/v),
obteniéndose valores similares, 86 %, con la concentracién de 0,16 % (p/v). Para
concentraciones menores, 0,08 % (p/v), se observé un cambio brusco en la EE con valores
en torno al 62 %. Estos valores mas altos de la EE justificarian el mayor potencial

antimicrobiano observado para esas formulaciones.

59



Trabajo Fin de Méaster MBTA

S. CONCLUSIONES
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5. Conclusiones

Del presente trabajo se pueden extraer las conclusiones mencionadas a continuacion:

-Se observo que el mejor método para la sintesis de nanovesiculas es el de hidratacion
pelicula delgada, ya que produce nanovesiculas con tamafios mas apropiados para
bioaplicaciones, y mejor morfologia. Ademas de que la incorporacion de los
componentes de membrana en la fase organica ofrece resultados mas satisfactorios que

la incorporacion en la fase acuosa.

-La concentracion minima necesaria de almidon y Span 60 determinada fue de 0,16 %
(p/v) de cada uno, ya que concentraciones menores no producen la formacién adecuada
de nanovesiculas. Por otro lado, una cantidad mayor de compuestos de membrana

aumenta el tamafio de las nanovesiculas formadas.

-La concentracion salina y el pH acido hacen que se desestabilicen las nanovesiculas,
produciendo la ruptura y precipitacion de las mismas. A su vez la temperatura de 4, 30 y
60°C y el pH de 6-9, no afectan en la estabilidad de estas, encontrandose estabilidad méas
elevada para pH baésico y altas temperaturas. Por otro lado, el tamafio de particulas
disminuye con el tiempo produciéndose reducciones del tamarfio entre 20-30 % durante

14 dias de almacenamiento.

-El eugenol, cinnamon, clavo de olor y vainillina presentaron actividad antimicrobiana
frente a E. coli. La encapsulacion de la vainillina mejord su efecto antimicrobiano,
siendo la formulacién 6ptima en la que se usaba un total de componentes de 0,16 %
(p/v) de cada compuesto, ya que se alcanzaron valores del 85 % de eficacia de

encapsulacion.
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Anexo 1 Curva de calibracion Vainillina
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