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RESUMEN

Loyo Cruz, Victor Manuel. M. en C. Unidad de Investigacién y Desarrollo en
Alimentos. Diciembre del 2017. Caracterizaciéon fisicoquimica de
nanoemulsiones de a-Tocoferol elaboradas con fosfolipidos y fosfolipidos
modificados y evaluadas en un sistema de digestién in vitro. Asesores Dra.
Cynthia Cano Sarmiento, Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dra. Maria de Jesus
Perea Flores.

El a-Tocoferol (AT) es un compuesto liposoluble con actividad antioxidante, es
propenso a oxidarse en presencia de oxigeno y luz. Ademas, tiene baja
bioaccesibilidad, por lo que se requiere de un sistema de encapsulamiento para su
proteccion y mejorar su absorcion en el intestino delgado. Para esto se propone el
uso de nanoemulsiones (NE) aceite-agua (O/W), estabilizadas con fosfatidilcolina

(PC) y lisofosfatidilcolina (LPC) obtenida por hidrolisis enzimatica.

En el presente trabajo se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de las NE O/W
de AT elaboradas con PC y LPC, asi como su comportamiento en un digestor in
vitro. Para la formulacion de las NE se utilizaron triacilglicéridos de cadena media
(MCT) como fase dispersa a dos concentraciones (Oy 0.4 g)yel ATa 0.1y 0.5 g;
en la fase continua se utilizaron 0.5y 1 g de PC, ademas de 2.5y 5 g de glicerol,
repitiendo las mismas condiciones para LPC.

Los resultados obtenidos mostraron que los tratamientos con LPC presentaron
tamafos de particula superiores a 500 nm y sedimentacion inversa después de una
hora de ser elaboradas, descartando las emulsiones con este surfactante. Con
respecto a las NE de PC, los mejores tratamientos obtenidos debido a sus
caracteristicas fisicas evaluadas (tamafio y estabilidad de almacenamiento a4 °Cy
25 °C) fueron los tratamientos T4, T11l y T12, los cuales presentaron tamafos

promedio de particula <150 nm. A estos se les agreg0 una concentracion inicial de



AT de 0.1 g a diferencia de los demas tratamientos que contenian 0.5 g de AT. El
tratamiento T4 contenia 0.4 g de MCT, obteniendo un tamafio de particula promedio
de 142.5 nm; el tamafio de particula fuera mayor que el de los tratamientos T11
(71.84 nm) y T12 (74.71 nm) gue no contenian MCT. Con respecto la concentracion
de AT encapsulado, los tratamientos T4 y T12 presentaron mayor concentracion de
AT encapsulado 7.4 mg/mL NE y 5.2 mg/mL NE respectivamente, a diferencia del
tratamiento T11 1.5 mg/mL NE, esto posiblemente, debido a que los tratamientos
T4 y T12 tenian una mayor concentracion de PC (1 g), mejorando su proteccién con
respecto al tratamiento T11 (0.5 g de PC). La temperatura de almacenamiento (4 °C
y 25 °C) y el periodo evaluado (8 semanas) no tuvo un efecto significativo (p<0.05)
en la concentracion de AT encapsulado para ninguno de los tratamientos. A estos
tratamientos también se les determiné el porcentaje de encapsulamiento,
obteniendo un 99% para los tratamientos T11 y T12, mientras que no fue posible
determinarlo para el tratamiento T4.

Finalmente, en el sistema de digestion in vitro se observo que el tratamiento T4 fue
el que tuvo mayor porcentaje de digestion lipidica, 90.6%, posiblemente por la
presencia de MCT, contrario al tratamiento T12, que tuvo el 41.8%. Sin embargo,
fue el que obtuvo mayor bioaccesibilidad de 75%, mientras que para tratamiento T4
fue del 17.5 %. Esto se debid posiblemente a que el tratamiento T12 tenia una mayor

concentracion de PC (1g) y ausencia de MCT.



ABSTRACT

Loyo Cruz, Victor Manuel. M. Sc. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Diciembre del 2017. Physicochemical characterization of a-
Tocopherol nanoemulsions made with modified phospholipids and
lysophospholipids, evaluated in an in vitro digestion system. Advisors: Dr.
Cynthia Cano Sarmiento, Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dr. Maria de Jesus
Perea Flores.

a-Tocoferol (AT) is an oil soluble compound which has antioxidant activity, is prone
to oxidation in the presence of oxygen and light, and has a low bioaccessibility,
therefore a encapsulation system is required for its protection and improvement.
Absorption in the small intestine. For this, the use of nanoemulsions (NE) stabilized
with phosphatidylcholine (PC) and lysophosphatidylcholine (LPC) obtained by
enzymatic hydrolysis is proposed.

In this work, the physicochemical characteristics of the NE O/W of AT elaborated
with PC and LPC, as well as their behavior in an in vitro digester were evaluated. As
the dispersed phase, medium chain triacylglycerides (MCT) were used at two
concentrations (0 g and 0.4 g) and the AT at 0.1 and 0.5 g; in the continuous phase
0.5 gand 1 g of PC plus 2.5 g and 5 g of glycerol were used, repeating the same

conditions for LPC.

Results showed that treatments with LPC presented particle sizes higher than 500
nm and creaming after an hour of being elaborated, discarding the emulsions with
this surfactant. In relation to PC NE, the best treatments obtained due to their
physical characteristics evaluated (size and storage stability at 4 ° C and 25 ° C)
were the treatments T4, T11 and T12, which presented average sizes of particle
<150 nm. To these was added an initial concentration of AT of 0.1 g, unlike the other
treatments that contained 0.5 g of AT. The T4 treatment contained 0.4 g of MCT,

obtaining a mean particle size of 142.5 nm; the particle size was greater than that of



the T11 (71.84 nm) and T12 (74.71 nm) treatments that did not contain MCT. With
respect to the concentration of encapsulated AT, the treatments T4 and T12 showed
a higher concentration of encapsulated AT 7.4 mg/mL-NE and 5.2 mg/mL-NE
respectively, unlike the T11 1.5 mg/mL-NE treatment, possibly due to the fact that
treatments T4 and T12 had a higher concentration of PC (1 g), improving their
protection with respect to the T11 treatment (0.5 g of PC). The storage temperature
(4 ° C and 25 ° C) and the evaluated period (8 weeks) did not have a significant
effect (p<0.05) on the concentration of encapsulated AT for any of the treatments.
The percentage of encapsulation was also determined for these treatments,
obtaining 99% for the T11 and T12 treatments, while it was not possible to determine

it for the T4 treatment.

Finally, in the in vitro digestion system it was observed that T4 treatment was the
one that had the highest percentage of lipid digestion, 90.6%, due to the presence
of MCT, contrary to T12 treatment, which had 41.8%. However, it was the one that
obtained the highest bioaccessibility of 75%, whereas for T4 treatment it was 17.5%.
This was possibly because the T12 treatment had a higher concentration of PC (19)

and absence of MCT.

Vi
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INTRODUCCION

El a-Tocoferol (AT) es un isbmero de la vitamina E cuya estructura quimica esta
conformada por dos anillos aroméaticos y una cadena de 16 carbonos. Su estructura
le confiere propiedades antioxidantes y caracteristicas particulares: liposoluble,
sensibilidad a la luz y al oxigeno; provocando su oxidacion. Es considerado como
un compuesto bioactivo por sus propiedades benéficas para la salud, debido a que
se han encontrado estudios donde asocian el AT en tratamientos de enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, antiinflamatorias, coronarias y la diabetes
(Serrano et al., 2006; Peh et al., 2015; Amparo et al., 2009).

Por lo tanto, actualmente se recomienda el consumo de AT, sin embargo, el AT se
ve limitado por la baja absorcién en el organismo, ya que solo se absorbe alrededor
del 33% (Peh et al., 2015). En afios recientes, se han estudiado alternativas para
mejorar la biodisponibilidad de AT en el organismo que permitan también mejorar la
adicion de AT en alimentos y bebidas. Una de las maneras mas prometedoras para
lograrlo es a través de nanoemulsiones, que tienen la capacidad de proteger al
compuesto bioactivo, controlar la liberacion en el lugar deseado, mejorar la vida de

anaquel y la biodisponibilidad del AT.

Un factor determinante en el desarrollo y en las caracteristicas de las
nanoemulsiones es la seleccion de sus componentes interfaciales. Entre ellos se
encuentran los surfactantes que mejoran la estabilidad cinética, debido a que bajan
la tension superficial entre la fase dispersa y continua de la nanoemulsion. Por lo
tanto, tienen relacion directa con la capacidad de proteccion y liberacion del

compuesto bioactivo.

En el grupo de investigacién se han desarrollado diferentes surfactantes a partir de
la modificacion de fosfolipidos que han demostrado ser mejores que los surfactantes

convencionales (Dodecil sulfato de sodio, Tween, entre otros), al disminuir el
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tamafio de particula, incrementar la estabilidad y mejorar la biodisponibilidad del
compuesto bioactivo. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar
las caracteristicas fisicoquimicas de nanoemulsiones de AT elaboradas con
fosfolipidos y fosfolipidos modificados, estudiando parametros como tamafio de
particula, potencial zeta (C), estabilidad, capacidad de atrapamiento y el proceso de
liberacion del compuesto activo en un sistema de digestion in vitro, utilizando
microscopia confocal.
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1 REVISION DE LA LITERATURA

1.1 Compuestos Bioactivos

Los compuestos bioactivos, de acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer (NCI)
(2016), son sustancias quimicas de origen vegetal y animal que se encuentran en
cantidades pequefias. Estos compuestos cumplen funciones especificas en el
cuerpo, que logran tener un impacto positivo para la salud humana. Entre los
compuestos bioactivos se incluyen vitaminas, taninos, indoles, resveratrol,
carotenoides y otros. Se ha comprobado que el consumo de estos compuestos
puede reducir el riesgo de enfermedades asociadas al estrés oxidativo como
enfermedades coronarias, neurodegenerativas, infarto cerebral, diabetes y cancer
(Serrano et al., 2006; Peh et al., 2015).

1.1.1 Vitamina E (Tocoferol)

La vitamina E se descubri6é en 1922, fue aislada de vegetales y frutas. Esta definida
como un compuesto liposoluble y clasificado en 8 tipos de isémeros: a-, B-, y- y &-
Tocoferol y a-, B-, y-, n &-Tocotrienol (Figura 1). (Westergren y Kalikstad 2010; Peh
et al., 2015; Hatanaka et al., 2010; Saberi et al., 2013).



REVISION DE LA LITERATURA

(2’R, 4R, 8'R)- Tocoferol
FIGURA 1. Estructura quimica del Tocoferol (Peh et al., 2015)

La estructura de Tocoferol cuenta con dos anillos aromaticos y una cadena

hidrocarbonada de 16 carbonos, ademas cuenta con 3 estereocentros quirales en

las posiciones: C-2 (dentro del anillo aromatico), C-4’y C-8 (en la cadena

hidrocarbonada). Las letras griegas permiten distinguir la posicién de los grupos

metilo en el anillo aromatico. La diferencia entre cada uno de los isémeros (a-, B-,

Y-y 0) se encuentra en los sustituyentes del anillo en la posicién de los carbonos C-

5, C-7, C-8 como se especifica en la Tabla 1 (Peh et al., 2015). El isémero de a-

Tocoferol (Figura 2) se encuentra en mayor proporcion en la naturaleza, ademas

este se absorbe de mejor manera en el intestino delgado a comparacion de los

demas isomeros (Peh et al., 2015).

TABLA 1. Isbmeros de Tocoferol (Peh et al., 2015)

VitaminaE | R1 | R2 | R3 | Peso molecular
a -Tocoferol | CHz | CHs | CH3s 430.71
B-Tocoferol | CHs | H | CHs 416.68
y-Tocoferol | H | CHsz | CH3 416.68
d-Tocoferol | H H | CHs 402.65
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FIGURA 2. Estructura quimica del a—Tocoferol (Peh et al., 2015)

1.1.1.1 Biodisponibilidad y farmacocinética de vitamina E

La vitamina E es esencial para el cuerpo humano; sin embargo, este no logra
sintetizarla y por lo tanto se debe ingerir. La absorcién de a-Tocoferol (AT)
dependera de la cantidad y manera de administrar. En el intestino delgado se
producen sales biliares y enzimas pancreaticas que forman micelas para la
encapsulacién de AT y por consiguiente su absorcion (Traber, 2007). La Figura 3
muestra que el AT una vez absorbido en el intestino delgado es transportado por
quilomicrones al torrente sanguineo y posteriormente las lipoproteinas hidrolizan los
quilomicrones. Estos quilomicrones transportan acidos grasos y AT a los tejidos.
Dentro del torrente sanguineo continda la formacion de quilomicrones, donde la
fraccion de AT se une a lipoproteinas de alta densidad (HDL) y otras lipoproteinas.
El resto de quilomicrones son transportados al higado. En esta parte, por la accion
de la proteina AT transferasa (a-TTP) impide la degradacion lisosomal de AT, en
forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs). Ademas, durante el
catabolismo de las lipoproteinas se distribuyen de manera que sean absorbidas por
el higado o por los tejidos. El exceso de AT se puede secretar por la bilis por medio
de genes (MDR 2/3) y también es metabolizado por el citocromo P450 (CYP), por
medio del proceso carboxil etil hidroxido cromas (CEHCs) y que pueden

glucoronizar para excretarse por las vias urinaria o la bilis (Traber, 2007).
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FIGURA 3. Metabolismo de la Vitamina E en el cuerpo humano (Traber, 2007)

Respecto a la ingesta diaria recomendada, la Academia de Alimentos y Nutricion
del Instituto de Medicina de los Estados Unidos (FDB-NIH, 2000) cita que un
pequefio entre 4 y 8 afios debe consumir 6 mg de vitamina E diarios, un hombre de
entre 19 y 30 afios debe consumir 12 mg por dia y una mujer del mismo rango de
edad debe consumir en promedio 12 mg por dia. En la siguiente Tabla (2) se
muestra de manera completa las ingestas recomendadas para mujeres y hombres

de diferentes edades.

En estudios realizados se determin6 que la dosis de vitamina E ingerida de manera
libre fue absorbida en un 33% en el cuerpo humano y el 67% fue eliminado en las
heces fecales (Traber, 2007).



TABLA 2. Consumo de Vitamina E recomendada (FDB-NIH, 2011)
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Edad Consumo de Vitamina E (mg/dia)
Niflos | Hombres | Mujeres | Embarazo | Lactancia

1-3 5 - - - -

4-8 6 - - - -
9-13 - 9 9 - -
14-18 - 12 12 12 16
19-50 - 12 12 12 16
51-70 - 12 12 - -
>70 - 12 12 - -

1.1.1.2 Actividad biolégica de a-Tocoferol

Su mecanismo de accion consiste en la interrupcion del proceso de auto-oxidacion
de las células y reaccion con especies reactivas de oxigeno. En la auto-oxidacion,
el AT interacciona en las reacciones en cadena por medio de la donacién de un
hidrogeno al radical peroxilo, originando asi un radical ariloxilo y un hidroperéxido
(Sayago et al., 2007). Los radicales formados de esta reaccidén se estabilizan por
deslocalizacion electronica en el fenol; ademas, pueden reaccionar con otros
radicales peroxilo y formar productos estables. Existen estudios que relacionan la
ingesta de vitamina E con reduccion de los niveles de colesterol y un mejoramiento
en los enfermos de Alzheimer. El AT unido al succinato logran inducir la apoptosis
de células cancerigenas y puede retrasar o prevenir la diabetes mellitus tipo 2
(Sayago et al., 2007; Peh et al., 2015; Traber, 2007).
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El a-Tocoferol en su estado natural presenta una tonalidad amarilla, con textura
viscosa, se oxida rapidamente al ser expuesto a iones metalicos de transicion,
oxigeno y la luz (Peh et al., 2015; Yang y McClements, 2013), lo que complica su

uso como aditivo en alimentos, medicamentos y cosméticos.

Por lo tanto, la posibilidad de desarrollar sistemas acarreadores que permitan
incrementar sus aplicaciones manteniendo la estabilidad del compuesto y su
bioactividad es de gran importancia. Ademas de la proteccién y la liberacidon
controlada del compuesto bioactivo en el lugar deseado. Asi esto se puede lograr

mediante la técnica de encapsulacion.

1.2 Nanoencapsulaciéon

La nanoencapsulacion constituye un medio para crear sistemas que protejan a los
compuestos bioactivos, al generar una barrera fisicoquimica contra elementos pro-
oxidantes; como radicales libres, oxigeno, rayos UV entre otros. También proveen
un incremento en la eficiencia biologica, liberacion controlada de los componentes
en el lugar deseado y la prevencion de efectos secundarios (Gonnet et al., 2010).
La eficiencia de encapsulacion, asi como otros aspectos (tasa de encapsulacion y
vida media) dependen de las concentraciones y componentes en su fabricacion
(material pared, compuesto bioactivo, solvente acuoso) y la manera de suministro
(tépica, oral, parenteral o intravenosa), también llamados sistemas acarreadores
(Gonnet et al., 2010).

1.2.1 Técnicas de nanoencapsulacion

Para la obtencion de sistemas acarreadores se emplean diferentes técnicas de
nanoencapsulacion (Figura 4), que tienen influencia sobre las propiedades
fisicoquimicas de los sistemas encapsulados, tales como: tamafio de particula,
superficie, forma, solubilidad y mecanismos de liberacién. Por lo tanto, es esencial

seleccionar la técnica apropiada de nanoencapsulacion basada en el tamafo
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requerido, en las propiedades fisicoquimicas, naturaleza del nucleo y el material de
pared (Ezhilarasi et al., 2013).

Coacervacion

Complejos de inclusién

Nanoprecipitacion

il

Técnicas de
nanoencapsulacion

Emulsificaciéon

Fluidos supercriticos

Evaporacion-
emulsificacion de
solvente

FIGURA 4. Técnicas de encapsulacién (Ezhilarasi et al., 2013)

Estas técnicas de nanoencapsulacion se pueden utilizar para proteger diversos
compuestos bioactivos hidréfilos y lipéfilos. La emulsificacion, coacervacion, y la
técnica de fluidos supercriticos se utilizan para la encapsulacion de compuestos
hidrofilos y lipofilos (McClements, 2009; Leong et al., 2009). Mientras que, los
complejos de inclusion, evaporacion-emulsificacion de solvente y de
nanoprecipitacion se utilizan especialmente en compuestos lipofilicos (Reis et al.,
2006).

Dentro de las técnicas de nanoencapsulacion, la emulsificacion destaca por sus
multiples ventajas como: incrementa la solubilidad, la bioaccesibilidad,
biodisponibilidad y la absorcion de las vitaminas liposolubles; ademas de permitir
una liberacién controlada de las mismas, asi como su facilidad para escalamiento

(Ezhilarasi et al.,, 2013; McClements, 2009). Ademas, con la técnica de
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emulsificacion se pueden producir particulas de tamafio nanométrico de 10 a 500
nm (nano-encapsulacion), micrometricos (microencapsulacion) o escala macro (Ray
et al., 2015).

1.3 Nanoemulsiones

1.3.1 Emulsificacién

La emulsificacion es el proceso mediante el cual dos liquidos inmiscibles, se
mezclan, formando un sistema coloidal llamado emulsion, conformado por una fase
continta y una fase dispersa como se muestra en la Figura 5 (McClements, 2005,
2009).

RORDODDDD

SEF e -
e — O
P Fase
P Q// dispersa
Q Fase
O «— continia

FIGURA 5. Micrografiay diagrama de una emulsién (McClements, 2005, 2009)

Regioén
™ interfacial

Las emulsiones se pueden presentar de dos maneras aceite-agua (O/W) y agua-
aceite (W/O). También existen otro tipo de emulsiones complejas llamadas
multiples, que se definen como gotas pequefias dentro de las gotas en la fase
dispersa (aceite-agua-aceite (O/W/O) y agua-aceite-agua (W/O/W). Los tipos de
emulsiones se pueden observar en la Figura 6 (McClements 2005; Cano, 2013;
Dickinson, 2009).

10



REVISION DE LA LITERATURA

Agua (W) Aceite (O)
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w/o/w o/w/o

FIGURA 6. Tipos de emulsiones aceite-agua (O/W), agua-aceite (W/O) y
emulsiones agua-aceite-agua (W/O/W) y aceite-agua-aceite (O/W/O) (Cano,
2013)

Las emulsiones se pueden clasificar también por su tamafio de particula, en la Tabla

3; se presenta la clasificacion y sus caracteristicas.

TABLA 3. Clasificacion y comparacion de las emulsiones (McClements, 2011;
Jafari et al., 2008)

Caracteristicas Emulsién Microemulsién Nanoemulsion
Tamafio de particula 100 nm a 100 pm 2a50nm 10 a 500 nm
Apariencia Turbio/opaco Claro Claro/turbio
Cantidad de surfactante Muy bajo Muy alto del 10 al 20% | Media < 10%

La emulsificacion es generalmente aplicada en la nanoencapsulacion de
compuestos bioactivos en una solucion acuosa para la formacién de emulsiones

con tamafios nanométricos, con promedios de particulas de 100-500 nm. Esto

11
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ofrece gran potencial de nanoencapsulacion para la concentracion de compuestos
liposolubles ya que se incrementan sus propiedades fisicoquimicas (estabilidad,
antioxidante, etc.) (McClements, 2009; Robins, 2007; Lee et al., 2013; Jafari et al.,
2008).

Si bien las emulsiones son consideradas termodindmicamente inestables; debido a
gue la energia libre de la dispersion coloidal (particulas en agua) es mayor que la
energia libre de las fases separadas (aceite y agua) (McClements, 2012), esto se
puede contrarrestar con la aplicacion de surfactantes, los cuales generan una
disminucion en la tension superficial y como resultado aumentar su estabilidad
(McClements y Rao, 2011). Las diversas inestabilidades que se pueden desarrollar
en las emulsiones son: floculacion, sedimentacion, sedimentacion inversa,
coalescencia y maduracién de Ostwald. Asi la utilizacion de surfactantes permite

solucionar los fendmenos de inestabilidad ya mencionados.

1.3.1.1 Surfactantes

Como se ha descrito anteriormente, si se mezclan una fase oleosa y una fase
acuosa, estas fases se separaran y buscardn la manera de mantenerse en
equilibrio. Cuando este equilibrio no sucede, debido a la agregacion de las particulas
de la fase dispersa, se afiaden diferentes tipos de surfactantes para mejorar su
estabilidad a largo plazo (Cano, 2013; Dickinson, 2009). En la Tabla 4 se muestran
ejemplos sobre esta clasificacion (Cano 2013; McClements y Rao, 2011).

12
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TABLA 4. Tipos de agentes surfactantes (McClements y Rao, 2011; Cano
2013; Dickinson, 2009)

Tipo de Agente Funcién Ejemplos

Surfactantes Sustancias que inducen la formacion de | Polisacaridos anfifilicos
emulsiones estables por un lapso; debido | (goma arabica, almidén
a la formacion de una cubierta en la | modificado, etc.) proteinas
region interfacial, la cual rodea la gota, | (caseinato) y surfactantes
produciendo asi fuerzas de repulsién de | (Lecitina, Tweens, Spans)

Van der Waals vy electrostaticas;
provocando asi repulsion entre las
particulas y a su vez previniendo la

agregacion de las mismas.

Los surfactantes son compuestos quimicos que tienen la capacidad de estabilizar
emulsiones y pueden interaccionar rapidamente con la interfase, de la fase dispersa
y la fase continua. De forma ideal los surfactantes deben tener la capacidad de
interactuar rapidamente con la interfase aceite-agua durante la homogenizacion y
reducir la tension interfacial. Por lo general los surfactantes son estructuras
complejas, ejemplo de ello son las proteinas o almidones modificados, que forman
una red estructural tridimensional que se ajustan a la region interfacial. De manera
general los surfactantes se pueden clasificar de la siguiente manera (McClements y
Rao, 2011; McClements, 2004):

Surfactantes i6nicos.- Son aquellos que en sus grupos funcionales se encuentran
cargados negativamente (éster de acido citrico y lauril sulfato de sodio) y algunos
cargados positivamente (arginato laurico). Sin embargo, estos se ven limitados

cuando se utilizan en grandes cantidades, ya que llegan a causar irritacion.

Surfactantes no-iénicos.- Estos tienen la caracteristica de no contener grupos
disociables con el agua. Se componen de una parte no polar y una parte polar,
tienen amplio manejo debido a su baja toxicidad, irritabilidad, facil formacion tanto

13
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en métodos de alta energia como de baja energia. Entre los ejemplos se encuentran

el sorbitan monoleato, la sacarosa monopalmitato y el éter polioxietileno (POE).

Surfactantes Zwitterionicos.- Cuentan con un minimo de 2 grupos ionizables de
cargas opuestas, que pueden estar constituidos en una carga negativa, neutra y
positiva, la cual depender& del pH. Uno de los mé&s utilizados son los fosfolipidos
(lecitina) (McClements y Rao, 2011). Hoy en dia existe una gran variedad de
surfactantes que son utilizados en la industria de alimentos; algunos de estos se

describen en la Tabla 5.

TABLA 5. Surfactantes comiUnmente usados en la industria alimentaria
(McClements, 2004)

i Ingesta diaria o ,
Nombre quimico aceptable (mg/kg) Solubilidad Tipo
Lecitina ND Aceite-agua Zwitterionicos
Sales de acidos . o
grasos ND Aceite-agua Zwitterionicos
Esteres de sacarosa 0-10 Aceite-agua Zwitterionicos
Estearoil lactilato 0-20 Aceite [6nico
Esteres de acido ND Agua 16nico
citrico
Acido diacetil tartarico 0-50 Agua I6nico
Estere,s c_je acido ND Aceite No ionico
lactico
Estgres (_je 0-25 Aceite No iénico
propilenglicol
Polioxietileno 0-25 Agua No iénico
Tween ND Agua No iénico

ND= No determinado

14
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Actualmente algunos de estos surfactantes, como es el caso de la fosfatidilcolina
son utilizados como surfactante para la formacidbn de nanoemulsiones de
compuestos bioactivo. Sin embargo, aun se realizan estudios para poder obtener
otros tipos de fosfolipidos que actlien como surfactantes y algunos son modificados
enzimaticamente con la finalidad de incrementar las propiedades surfactantes y
nutraceuticas de los mismos (Cavazos, 2013). En el siguiente apartado se describen

de manera especifica y la manera de obtenerlos.

1.3.1.1.A Fosfolipidos y fosfolipidos modificados

Los fosfolipidos son versatiles debido a la constitucion de su estructura, ya que
cuenta con una parte no polar, glicerol y una parte polar (fosfato y como sustituyente
colina). Esto los hace Unicos e ideales para el area farmacéutica como excipientes
debido a su capacidad de proteger diversos compuestos bioactivos. Estas
moléculas se encuentran presentes en todas las membranas celulares y organulos,
donde cumplen funciones estructurales, como cofactores y activadores de diversas
enzimas. Existen diferentes maneras de obtener los fosfolipidos, un ejemplo de ello
es la fosfatidilcolina; que puede ser obtenida a partir de soya, huevo o via sintética.
Ademas, se han podido desarrollar liposomas, emulsiones intravenosas, micelas

mezcladas con PC/sales biliares y micelas de fosfolipidos (Li et al., 2015).

Dependiendo de la cantidad de alcoholes contenidos en los fosfolipidos, estos se
pueden dividir en glicerofosfolipidos y esfingomelinas. Los glicerofosfolipidos a su
vez cuentan con diferentes clasificaciones que dependeran del grupo que se

encuentra unido a la cabeza (Figura 7), entre los que se encuentran (Li et al., 2015):

¢ Fosfatidiletanolamina (PE)
¢ Fostatidilcolina (PC)

o Fosfatidilserina (PS)

e Acido fosfatidico (PA)

o Fosfatidilinositol (PI)

o Fosfatidilglicerol (PG)
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Fosfatidilglicerol

FIGURA 7. Cabezas de los diferentes glicerofosfolipidos

Tienen la capacidad de ser agentes antioxidantes, conferida por unirse a metales
pro-oxidantes gracias al grupo aniénico con el que cuenta el grupo fosfato,
propiciando asi la inhibicién de la oxidacion lipidica, ademas de que se ha reportado
gue las emulsiones tienden a reducir la oxidacion lipidica por iones metalicos (Qian
y Decker, 2015). Por lo tanto, al modificar los fosfolipidos enzimaticamente se
podrian mejoran sus propiedades surfactantes, de dispersion, viscosidad y
capacidad antioxidante. Ademas, en la literatura se ha encontrado que tienen
efectos positivos para la salud, como la reduccién de los niveles de colesterol y
triacilgliceridos en sangre, ademas pueden propiciar una mejor absorcion de los

mismos dependiendo del tipo de modificacion (Acosta, 2009; Chavez, 2015).
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Ejemplo de ello es la lisofosfatidilcolina, producto obtenido de la hidrolisis enziméatica
parcial de la fosfatidilcolina. Este compuesto tiene la caracteristica de presentar
mejores propiedades surfactantes, debido a que incrementa la estabilidad y
solubilidad de los compuestos lipofilicos en la formulacion de la fase dispersa,
ademas de incrementar la absorcion de compuestos bioactivos en las células del
intestino delgado. Otro ejemplo de ello es la fosfatidilcolina, que es modificada en la
posicion sn-1 con acidos grasos de cadena media lo que provoca una mejora en el
empaquetamiento molecular de la interfase y propicia la formacion de emulsiones

mucho mas estables (Ochoa, 2013).

La aplicacion de enzimas para la modificacidbn enzimatica tiende a ser especifica,
se obtienen en condiciones suaves (temperaturas y pH bajos), facilita la purificacion
y disminuye los residuos de los productos. Las enzimas utilizadas para esto; son
lipasas y fosfolipasas (Cavazos, 2013). Estas provocan una hidrolisis y reaccion
inversa de esterificacion en los enlaces éster de los fosfolipidos. Existen 4 grupos
principales de fosfolipasas que actiuan especificamente en los enlaces éster
(Ochoa, 2013):

. Fosfolipasa A1 (fosfatidilcolina 1-acilhidrolasa)
. Fosfolipasa A2 (fosfatidilcolina 2-acilhidrolasa)
. Fosfolipasa C (fosfatidilcolina colinfosfohidrolasa)

. Fosfolipasa D (fosfatidilcolina fosfatidohidrolasa)

Esto permitird obtener un fosfolipido completamente modificado dependiendo del

enlace éster que hidrolice la enzima (Figura 8).
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FIGURA 8. Sitios de accién de las diferentes fosfolipasas: A1, A2, Cy D. Rly
R? son acidos grasos y X es el sustituyente (colina, serina, etanolamina,
inositol) (Ochoa, 2013)

Ejemplo de ellos es la obtencién lisofosfatidilcolina (LPC) a partir de PC mediante la
enzima Fosfolipasa A1, la cual tiene la capacidad de hidrolizar la posicion sn-1, en
un medio acuoso. Como resultado de esta reaccion se tiene la obtencion de un &cido
graso libre de la posicién sn-1y la obtencion de LPC unida a un solo acido graso en
la posicion sn-2 (Casado et al., 2013). Con esto se espera que tenga una capacidad
de empaquetamiento de 0.74 con la LPC a diferencia de la PC de 0.4. Esto se debe
a la caracteristica geométrica de cada una, donde la LPC cuenta con una forma de
cono invertido, lo cual propiciaria una forma directa para la encapsulacion del
compuesto bioactivo en forma de micelas, a diferencia de la PC que tiende a formar

una fase laminar (Chavez, 2015).

1.3.1.2 Estabilizantes

Los estabilizantes, a menudo descritos como cosolventes, son moléculas que no
permiten una buena estabilizacion en las emulsiones por si mismas, debido al
tamafio pequeio de la cabeza polar. Por este motivo se utilizan como cosolventes

y generan los siguientes mecanismos fisicoquimicos (McClements y Rao, 2011):

e Optimizacion de la relacién de viscosidad entre las fases dispersa y continua
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e Reduccion de la repulsion eléctrica entre los grupos de la cabeza de
surfactantes ionicos en una interfaz al actuar como espaciadores

e Induccion de una adecuada curvatura interfacial

Uno de los estabilizantes mas utilizados es el glicerol, que es soluble en agua y
modifica las propiedades fisicoquimicas de una solucion acuosa (densidad,
viscosidad, indice de refraccidn y tension superficial). Se ha podido observar que la
adicion de glicerol a la fase acuosa altera la tension superficial y su solubilidad en
surfactantes idnicos y no iénicos. Ademas, permite disminuir la concentracién de
surfactante, asi como disminuir el tamafio de particula de la emulsion (McClements
y Rao, 2011; Saberi et al., 2013). Ejemplo de ello es que Saberi et al., (2013)
mencionan que una concentracion de glicerol del 40% del total de la emulsion de
AT le dio estabilidad al sistema. En otro estudio se menciona que la solubilizacion
de limoneno para la formacion de microemulsiones utilizando surfactantes no

ionicos; se vio favorecida por la adicion de glicerol (Garti et al., 2001).

1.3.2 Formacién de la nanoemulsién

A nivel laboratorio y en la industria, la fabricacion de nanoemulsiones se realiza por

métodos de alta energia y baja energia (McClements y Rao, 2011).

1.3.2.1 Métodos de alta energia

El propésito de utilizar dispositivos de alta energia (homogenizador de alta presion,
ultrasonicador, microfluidizador) se debe a que tienen la capacidad de generar una
fuerza de cizalla que permite entremezclar el aceite y la fase acuosa formando gotas

pequeias (Kentish et al., 2008).

Los dispositivos de alta energia son utilizados ampliamente en la industria debido a
gue mejoran las propiedades fisicas, entre ellas una mayor estabilidad de las
nanoemulsiones, a diferencia de la mayoria de los métodos de baja energia,

ademas de ser mas facilmente escalables (McClements y Rao, 2011).
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Enla Tabla 6 se presentan los diferentes tipos de homogeneizadores que se utilizan

en la industria alimentaria.

TABLA 6. Comparacion de los diferentes tipos de homogeneizadores
(Robins, 2007)

Homogenizador | Produccion Eficiencia Tamafio Viscosidad
energética de gota de la
relativa minimo muestra
Homogenizador de | Continuo Alto <100 nm | Baja a media
alta presion
Homogenizador | Estacionario Alto <100 nm | Bajo a media
ultrasénico
Microfluidizador Continuo Alto <100 nm | Bajo a media

1.3.2.1.A Homogeneizador de valvula de alta presion

El homogenizador de valvula de alta presién es eficiente para la reduccion del
tamafio de particula. Este consiste en someter una emulsion gruesa (pre-
emulsificada) a altos valores de esfuerzo cortante. Esto sucede debido a que el
equipo tiene una bomba que dirige la emulsién hacia una camara por medio de una
valvula estrecha. Conforme pase la emulsion por la valvula se genera un esfuerzo
cortante, ocasionando la reduccion del tamafio de las gotas (ejemplo de100 um a
100 nm) (McClements y Rao, 2011) (Figura 9).

Formacion
de gotas

FIGURA 9. Formacién de una nanoemulsion por homogenizador de valvula
de alta presion
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Una manera de tener el tamafio de particula deseado es mediante el incremento del
namero de ciclos o al incrementar la presion del sistema (Walstra, 1993; Tadros et
al., 2004).

1.3.2.1.B Microfluidizador

Un microfluidizador, en disefio, es similar al homogenizador de alta presion, ya que
aplican altas presiones para forzar una emulsion previamente mezclada; atravesar
microcanales para obtener una reduccion en el tamafio de las particulas
(McClements y Rao, 2011).

Para esta reduccion de particulas, el liquido pasa por una cdmara en donde éste se
divide en dos microcanales, que una vez atravesados colisionan entre si y como
resultado se obtienen fuerzas de cortes elevadas propiciando la reduccién de
tamafio de particula (Jafari et al., 2006; McClements y Rao, 2011). El disefio de un

microfluidizador se observa en la Figura 10.

Al igual que el homogenizador de alta presion, al incrementar la presion, la
concentracion del surfactante y el nimero de ciclos, tiende a producir un tamafio de
particula menor. Sin embargo, en algunos casos se puede formar recoalescencia y
esto es debido al nimero de ciclos que es sometida la nanoemulsién (Kentish et al.,
2008).

Formacion de las
particulas

T

—

FIGURA 10. Modo de accion del microfluidizador (McClements y Rao, 2011)

21



REVISION DE LA LITERATURA

1.3.2.1.C Homogenizador ultrasénico

El homogenizador ultrasénico, utiliza ondas ultrasonicas de alta intensidad que
provocan fuerzas de corte para la ruptura de las fases aceite-agua en pequefias
particulas (Kentish et al., 2008; Lin y Chen, 2008; Leong et al., 2009).

El funcionamiento del equipo consiste en una entrada de energia que genera ondas,
gue se expanden y contraen en respuesta a una tension eléctrica y es suministrada
por un piezoeléctrico de cuarzo. La punta del equipo es introducida dentro de la
mezcla del liquido y se inicia la homogenizacion. Esto es generado por intensas
vibraciones mecéanicas que conducen efectos de cavitacion; obteniendo formacion,
crecimiento y colapso de pequefias burbujas de liquidos (Figura 11). Este colapso
de las microburbujas formadas por cavitacidbn genera fuerzas destructivas en la
proximidad inmediata de la sonda del ultrasonido que llevan a las particulas a una
ruptura. El tamafio de particula tiende a disminuir al incrementar la intensidad de las
ondas ultrasénicas, ademas del tiempo de residencia que se aplica (Leong et al.,
2009).

Formacién
de
particulas
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FIGURA 11. Representacion de la formacion de nanoemulsiones a partir de
un ultrasonicador (McClements y Rao, 2011)

1.3.2.2 Métodos de baja energia

La formacion de emulsiones a partir de métodos de baja energia sucede de manera
espontanea con mas precision, bajo determinadas condiciones ambientales con una
mezcla de surfactantes (Tadros et al., 2004; Bouchemal et al., 2004, Lin et al., 2009).
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Existen 2 métodos: emulsificacién espontanea y fase inversa. Las caracteristicas de
estos métodos es que tienen tamafos de particula menores que los obtenidos por
meétodos de alta energia. Sin embargo, existe la limitante de los tipos de aceites y
surfactantes que se pueden usar; por ejemplo, no es posible el empleo de proteinas
0 polisacéridos. En su lugar se utilizan concentraciones relativamente altas de
surfactantes sintéticos para la formacién de nanoemulsiones (McClements y Rao,
2011).

1.3.3 Caracterizacion de las nanoemulsiones

1.3.3.1 Estabilidad

La estabilidad de una emulsion es de suma importancia para su aplicacion, debido
a que ésto determinara el tiempo de su funcionalidad. El termino estabilidad de una
emulsién se define como su capacidad de resistir diferentes cambios en sus
propiedades fisicoquimicas respecto al tiempo, ya que entre mas estable sean sus
propiedades, cambiaran mas lentamente (McClements, 2005). La nanoemulsién
puede volverse inestable debido a diferentes tipos de procesos fisico-quimicos. Los
fendmenos de inestabilidad fisica se expresan como una alteracion en la distribucion
espacial o en la organizacion estructural de las moléculas: separacién gravitacional,
floculacion, sedimentacion, sedimentacion inversa, coalescencia, inversion de fase,
maduracion de Ostwald y degradacion quimica (McClements y Rao, 2011;
McClements, 2005; Saether et al., 2004) (Figura 12). Mientras que la inestabilidad
guimica que puede presentar la nanoemulsion, se debe por la oxidacion o hidrolisis
estructural de las moléculas que comprenden el sistema (McClements, 2004). Por
lo tanto, es de suma importancia definir cuales son los mecanismos que producen
la inestabilidad en el sistema, su relacion y qué es lo que los provoca, para asi
mitigar o controlar las propiedades fisicoquimicas con el propdsito de obtener una

nanoemulsiéon estable.
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FIGURA 12. Fendmenos de inestabilidad que se presentan en las
nanoemulsiones (McClements, 2005)

Separacion gravitacional.- Es una de las formas mas comunes de inestabilidad, se
genera por la diferencia de densidades entre la fase continua y la fase dispersa,
ocasionan los fenébmenos conocidos como sedimentacion o sedimentacion inversa.
La sedimentacién inversa es el ascenso de particulas cuando tienen baja densidad
comparandola con la fase continua (por €j. triacilglicéridos). La sedimentacion es el
descenso de las particulas cuando cuentan con una mayor densidad que la fase
continua. La velocidad con que sucede esta separacion se determina a partir de la

ley Stokes y el movimiento browniano de las nanoparticulas:

2gr? icula—
v=— g (Ppartlcula Po) Ec. (1)

9Tl0

Donde g: aceleraciéon de la gravedad, r: radio de las particulas, p: densidad de la
gota (particula) y de la fase continua (0), n: viscosidad de corte en la fase continua
(McClements y Rao, 2011).
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Coalescencia.- Es el fendmeno mediante el cual dos o mas particulas del liquido se
fusionan para obtener un sola particula de mayor tamafo (McClements y Rao, 2011;
Cano, 2013).

Floculacion.- Es la agregacion de particulas, sin perder su identidad. En este
proceso, se forman aglomerados, no existe rompimiento de la regién interfacial de
las gotas y por consiguiente no se modifican. Por ende, con una agitacion se pueden

separar las gotas (proceso reversible) (McClements y Rao, 2011).

Maduracion de Ostwald.- Fenomeno donde se incrementa el tamafio medio de las
particulas de una nanoemulsion con respecto al tiempo, debido a la transferencia
de masa de las gotas de aceite con menor didmetro a las gotas de aceite de mayor
diametro (McClements y Rao, 2011). Esta maduracion se puede retardar mediante
la adiciébn de un inhibidor de maduracion, que puede ser una molécula no polar
soluble en la fase oleosa pero insoluble en la fase acuosa (ej. triacilglicerol de

cadena larga o media) (McClements y Rao, 2011).

Por lo tanto, la velocidad de rompimiento de una nanoemulsién y el mecanismo con
el que sucede depende basicamente, de su formulacion y microestructura. Ademas
de agentes externos a los que estd sometido el sistema (temperatura, agitacion
mecanica, exposicion a la luz) que se incluyen en las condiciones de
almacenamiento (Acevedo, 2017). Asi, la manera de detectar estos fendmenos de
inestabilidad puede ser de manera visual, por centrifugacion o mediante equipos
como el Turbiscan. Este equipo basa su funcionamiento en la incidencia de un haz
de luz sobre la muestra, la cual recibe dos sefales de luz: una de transmision y otra
de retrodispersion (Figura 13). Esto en funcion de los cambios que detecta en los
tamafios de particula y la concentracién de particulas en un area especifica. Asi
esto facilita su analisis ya que no necesita ser procesada la muestra, no altera al
sistema y la deteccion del mismo es 50 veces mas rapido que el ojo humano. El
equipo tiene un rango de detecciébn de 1 nm a 5 um (Lecmarchan et al., 2003;
Formulaction, 2013). El tamafo de particula es otro parametro de caracterizacion

de las nanoemulsiones, el cual se describe a detalle en la siguiente seccion.
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FIGURA 13. Esquema de funcionamiento del Turbiscan (Formulaction, 2013)

1.3.3.2 Tamarfio de particula

Es una de las caracteristicas mas importantes, ya que tiene influencia en las
propiedades Opticas, reoldgicas y en la estabilidad de la nanoemulsién, asi como en
la liberacién controlada del compuesto bioactivo y su destino biolégico. Los tamafios
de particula son caracterizados por la distribucién de tamafio de particula, el cual
representa la fraccion de particulas dentro de un rango discreto. Es preferente
representar completamente el tamafio de particula usando una medicién con
tendencia de control en la distribucién, que generalmente es determinado por la
dispersion de luz dindmica (DLS) (Porras et al., 2004).

Otra manera de caracterizar las nanoemulsiones es a partir de la polidispersidad del
sistema (diferentes tamafos de particula en la nanoemulsién); estos pueden ser
representados graficamente en funcibn al numero de picos que estaran
relacionados en la distribucion del tamafio de particula. Estos graficos se definen
como monomodal y multimodal (McClements, 2011; Cano, 2013); donde el sistema
monomodal es el deseado debido a que muestra una homogeneidad de tamario de

particula, y esto se observa con una alta tasa de estabilidad (Figura 14).
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Cantidad de narticiillac

Tamafio de particulas Tamafia de narticulas

FIGURA 14. Representacion grafica de modelos: monomodal (a) y bimodal (b)
en la determinacién del tamafio de particula (McClements, 2011; Cano, 2013)

1.3.3.3 Carga eléctrica de la particula

Las nanoemulsiones cuentan con una carga eléctrica debido a surfactantes de
adsorcién de ionizacion e iones minerales. La sefial y magnitud de la carga eléctrica
es fundamental para determinar la estabilidad de las nanoemulsiones, su estado de
agregacion, interaccion con otros componentes. Se describe en términos de
densidad de carga-superficie (o), potencial superficial (Wo) y potencial (¢). El
potencial de la superficie eléctrica es la energia libre requerida para incrementar el
cambio de la densidad de superficie de cero a o, trayendo cargas a la superficie a

lo largo del medio circundante (McClements y Rao, 2011).

1.3.3.3.A Potencial

El potencial ¢ es la medida de carga superficial neta de la particula y su distribucion
en la interfase. Para determinar el potencial  se aplica el modelo de Smoluchowski.
Este establece que una particula cargada, que se encuentra suspendida en una
solucion, desarrolla una doble capa eléctrica que variara dependiendo de las
caracteristicas de las particulas y la composicion de la solucién. Esta, al estar sujeta
a un campo eléctrico en suspensién, permite observar el tipo de carga de la particula

debido a que migra hacia los electrodos (Cano, 2013).
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1.3.3.4 Estructura

La aplicacion de la microscopia se fundamenta en la capacidad de observar
estructuras pequefas (micrométricos y nanométricos). Con la finalidad de poder
obtener informacion acerca de su estructura, forma y conformacion del medio. En
este caso es el sistema coloidal con la fase continda. Una de las técnicas de
microscopia empleada para la observacion de nanoemulsiones es la microscopia
confocal, que se basa en la emision de fluorescencia de moléculas especificas, que
forman la misma, y asi obtener imagenes en 2D y 3D (Jones et al., 2005). Por lo
tanto, utilizar la técnica de microscopia confocal es ideal para el uso de estos

sistemas.

1.3.3.4.A Microscopia confocal

El principio del microscopio confocal es utilizar un laser de luz, a una o varias
longitudes de onda para excitar muestras que emitan fluorescencia; después este
haz de luz se filtra para dejar pasar solo la longitud de onda deseada (Figura 15).
La resolucién de las muestras esta dada por la apertura numérica que cuenta el
objetivo del lente, ademas de dos diafragmas (pinholes); uno de ellos se encuentra
entre la fuente de luz y el objetivo, y el otro entre el objetivo y el detector. Estos
deben estar alineados debido a que el segundo de los pinholes debe dejar pasar la
luz del plano focal; es decir, solo la luz que esta en el plano enfocado. Esto ayuda
a evitar el traslapamiento de imagen y asi poder tener una mejor calidad de esta.
Las imagenes son obtenidas a partir de muestras excitadas a determinada longitud
de onda lo que propicia que la muestra emita fluorescencia a partir de su luz de

emision (Jones et al., 2005).
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FIGURA 15. Representacion del funcionamiento del microscopio confocal

El sistema también cuenta con un divisor de haz de luz o espejo dicroico; refleja la
luz por abajo 0 enzima de la longitud de onda asignada, esta se dirige al fotodetector
(fotomultiplicador); sin embargo, antes de que la luz llegue al detector pasa por filtros
ya sea de paso bajo o de paso alto, los cuales solo permiten un ancho de banda de
luz pase a partir de la longitud de onda emitida (Lamprecht et al., 2000; Jones et al.,
2005).

Con el microscopio confocal se puede ver de manera precisa el comportamiento
estructural de las nanoemulsiones cuando son sometidas a condiciones simuladas
de digestion in vitro. Esto se debe principalmente a la fluorescencia que puede ser
generada propiamente por los componentes de la emulsién, o por medio de
marcadores (cromoforos) que se adhieren a un grupo especifico de las moléculas
que conforman la emulsion y asi emitir una emision luz especifica de la
nanoemulsién (Trujillo et al., 2013). Ejemplo de ello es Salvia-Truijillo et al., (2013)
los cuales tifieron la fase oleosa con rojo nilo, el cual se adhiere facilmente a acidos
grasos. Para observar el cambio estructural de las particulas cuando estas son
sometidas a condicion de digestion in vitro. Tikekar y Nitin (2012) evaluaron las
diferentes partes del sistema encapsulado mediante microscopia confocal utilizando
rojo nilo como marcador de la fase lipidica; esto con la finalidad de medir el grado

de oxidacion y degradaciéon de la misma.
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1.3.4 Propiedades interfaciales

El manejo y conocimiento de las caracteristicas interfaciales de las particulas es
una herramienta para el disefio de sistemas de nanoemulsion en determinadas
condiciones especificas que ayudan a determinar el tipo de propiedades de
permeabilidad interfacial, la capacidad de atrapamiento y la liberacion controlada
(McClements, 2005).

Por lo tanto, para tener un desempefio Optimo de las nanoemulsiones en la
liberacion controlada de sus compuestos bioactivos se deben tener ciertos atributos
funcionales y caracteristicas con la finalidad de una liberaciébn adecuada en el
individuo. A continuacién, se mencionaran una serie de aspectos que se deben

considerar (McClements y Li, 2010):

Capacidad de carga de AT.- La capacidad de carga (LC) es una medida de masa
del material encapsulado (ME) por unidad de masa del material de soporte (MC):

_ ME

LC =
Mc

Ec. (2)

Idealmente, un sistema de suministro debe tener una alta capacidad de carga.

Eficiencia de encapsulamiento de AT: La eficiencia de encapsulamiento (LE) es una
medida de la capacidad del sistema de liberacién para retener el material
encapsulado en el tiempo:

ME(t)

LE = 100x
ME(0)

Ec. (3)

Donde ME (t) y ME (0) son la masa de material encapsulado en el momento ty 0O,
respectivamente. Idealmente, se esperaria que la eficiencia de encapsulacion sea

alta (100%) a lo largo de la preparacién, el almacenamiento y el transporte.

Proteccion contra la degradacion quimica.- El sistema de liberacion se debe disefiar
para proteger un compuesto bioactivo encapsulado contra algin mecanismo de
degradacion quimica durante el almacenamiento, por ejemplo, la oxidacion y/o

hidrolisis. La velocidad de estas reacciones de degradacién quimica puede ser
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promovido por ciertos factores que necesitan ser controlados (calor, luz, oxigeno o

productos quimicos especificos).

Mecanismo de liberacion.- El sistema de liberacion se debe disefiar para que el
compuesto bioactivo se libere en el sitio deseado. Esta liberacion puede tener una
velocidad controlada en respuesta a un detonante ambiental en el sistema (pH,

fuerza idnica, actividad enzimatica o la temperatura).

Biodisponibilidad.- Un sistema de administracion debe mejorar o al menos no afectar

negativamente la disponibilidad de cualquier componente bioactivo encapsulado.

Bioaccesibilidad.- Se define como la fraccion que se solubiliza dentro de la fase
micelar después de la digestion de lipidos. Ademas, esta depende de la naturaleza
de las micelas formadas, es decir, la composicion y la naturaleza de las estructuras

coloidales formadas (Yang et al., 2015).

1.3.5 Liberacién controlada

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos bioactivos (AT) se solubilizan
y son transportados a través de la capa mucosa intestinal antes de ser absorbidas
por células del epitelio del intestino delgado (Salvia-Trujillo et al., 2013; Yang y
McClements, 2013). Por esta razdn, se han disefiado sistemas gastrointestinales in

vitro, para observar el comportamiento de las nanoemulsiones.

El sistema in vitro, es un modelo de digestion gastrointestinal que simula de una
manera simplificada el comportamiento fisioldégico, que se basa en las condiciones
del sistema digestivo para su simulacion. Ejemplo de ellos son la composicion de
fluidos digestivos, pH y tiempos de residencia de cada compartimiento. La mayoria
de los modelos digestivos describen dos compartimentos (también llamados
etapas): estbmago e intestino delgado; o de tres etapas: boca, estbmago e intestino

delgado o estbmago, intestino delgado y grueso. (Versantvoort et al., 2004).

En el presente trabajo se realiz6 el sistema de digestion in vitro de acuerdo a las
necesidades requeridas para simular la digestion de nanoemulsiones, ejemplo de

ellos es que no se utilizaran amilasas en la boca puesto que no se tienen almidones
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en las nanoemulsiones, por lo cual, no tendrian efecto en los sistemas
nanoemulsionados en lipidos (Sarkar, 2010). Ademas, ya se encuentran definidos

rangos fisicos y bioquimicos, descritos en la Figura 16.

Boca

pH 5-7, Sales, Mucina, Amilasa
(algunos casos), Prolina
(algunos casos) y fuerzas de
corte.

Estémago

pH 1-3, Sales, Mucina,
Pepesina, Lipasa géastrica
(algunos casos) y fuerzas de
corte.

— 1

Intestino delgado

pH 6-7.5, Sales, Bilis, Tripsina,
Lipasa intestinal (algunos casos)
y fuerzas de corte.

FIGURA 16. Diagrama de las etapas, factores fisicos y bioquimicos para
evaluar el comportamiento de las nanoemulsiones en un sistema de
digestién in vitro (Sarkar, 2010)

32



REVISION DE LA LITERATURA

1.4 Sintesis de Antecedentes

El AT es un is6mero de la vitamina E, su estructura le confiere importantes
propiedades antioxidantes y caracteristicas particulares como ser liposoluble,
sensible a la luz y al oxigeno (provocan oxidacion). Es considerado un “compuesto
bioactivo” por las propiedades benéficas para la salud, debido a que se han
encontrado estudios donde asocian el AT en tratamientos de enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, antinflamatorias, coronarias y la diabetes
(Serrano et al., 2006; Peh et al., 2015; Amparo et al., 2009).

Por lo tanto, se recomienda el consumo de AT, sin embargo, éste se ve limitado por
la baja absorcién en el organismo, ya que solo se absorbe alrededor del 33% del
total ingerido (Peh et al., 2015). De igual forma, la implementacion de la técnica de
emulsificacion, para la encapsulacion de compuestos bioactivos en una solucion
acuosa, es una alternativa. Asi, la encapsulacién se obtiene en forma de
nanoemulsiones con tamafos promedio de particulas de 100 a 500 nm. Esto ofrece
un gran potencial de encapsulacion de compuestos liposolubles (McClements,
2009; Robins, 2007; Lee et al., 2013; Jafari et al., 2008). Al encapsular AT se protege
de la exposicion de luz, oxigeno, mejorar su vida de anaquel y la bioaccesibilidad
del mismo (Yang et al., 2015). Sin embargo, las emulsiones son consideradas
inestables termodinamicamente, esto se puede contrarrestar con la aplicacion de
surfactantes, los cuales generan una disminucién en la tension superficial,
permitiendo asi aumentar su estabilidad (McClements y Rao, 2011). Un tipo de
surfactante versatil que tiende a ser Zwitterionico, debido a que cuenta con una
carga negativa y una positiva en cada uno de los extremos de la molécula, es la PC
(McClements y Rao, 2011). Ademas, tiene la caracteristica de ser antioxidante, por
lo tanto garantiza la proteccién del AT (Cavazos, 2013), ya que tiene la capacidad
de unirse a metales pro-oxidantes gracias al grupo anionico con el que cuenta el
grupo fosfato. Esto propicia la inhibicién de la oxidacién lipidica, ademas de que se
ha reportado que también en las nanoemulsiones tiende a reducir la oxidacion
lipidica por iones metalicos (Qian y Decker, 2015). También en la literatura se ha

encontrado que la PC tienen efectos positivos para la salud, como en la reduccion
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de los niveles de colesterol, triacilgliceridos en sangre y pueden propiciar una mejor
absorcion de los mismos, dependiendo del tipo de modificacién (Acosta, 2009;
Chavez, 2015). Ademas, la PC se puede modificar enzimaticamente para obtener
LPC, donde la fosfolipasa A1 hidroliza en la posicion sn-1 la cadena del acido graso,
obteniendo LPC sn-2, demostrando que mejora la encapsulacion del compuesto
bioactivo (Casado et al., 2013; Chavez, 2015; Cavazos-Garduiio, 2013).

Adicionalmente, se emplea la incorporacion de agentes estabilizantes como el
glicerol, el cual modifica las propiedades fisicoquimicas de una solucién acuosa
(densidad, viscosidad, indice de refraccion y tensién superficial), lo que permite
disminuir la concentracion del surfactante, asi como el tamafio de particula de la
nanoemulsiéon (McClements y Rao, 2011; Saberi et al., 2013). Ejemplo de ello es
que Saberi et al., (2013), mencionan que una concentracion del 40% de glicerol del
total de la nanoemulsion de a-Tocoferol le dio una mayor estabilidad al sistema, a

diferencia de las que no utilizaron glicerol.

Para producir estos sistemas emulsionados nanométricos, se realizan en
dispositivos de alta energia (Kentish et al., 2008) produciendo tamafios de particula
de 50 a 150 nm (Robison, 2007).

Una vez obtenida la nanoemulsién, esta tiene que presentar ciertos parametros de
estabilidad fisicoquimica con la finalidad de evitar fendmenos fisicos indeseables
como: separacion gravitacional, floculacion, sedimentacion, sedimentacion inversa,
coalescencia, inversion de fase, maduracion de Ostwald (McClements y Rao, 2011;
McClements, 2005; Seether et al., 2004). Ademas de inestabilidades quimicas
provocados por la oxidacion de la interfase formada por lipidos (Tikekar y Nitin,
2012). Por lo tanto, al encontrar la formulacién adecuada, microestructural y agentes
externos (temperatura, agitacion mecanica, exposicion a la luz), se podria disminuir
la velocidad de rompimiento de las nanoemulsiones (Acevedo, 2017). Para
determinar estos procesos de inestabilidad se puede utilizar el Turbiscan,
(Lecmarchan et al., 2003; Formulaction, 2013) que funciona con dispersion de luz
dinamica para determinar el tipo de distribucion y tamafo de particula (Porras et al.,

2004). Otro aspecto importante en la formacion de los sistemas nanoemulsionados
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es el potencial ¢, que describe la medida de la carga superficial neta de la particula
y su distribucion en la interfase (Cano, 2013). Sus propiedades interfaciales
(permeabilidad interfacial, liberacion controlada y encapsulacion de compuesto
bioactivo) pueden determinar la eficiencia, la capacidad de transportar y soportar
las condiciones a las que seria sometida en un sistema de digestiéon (McClements
y Rao, 2011; McClements, 2005, 2011).

La eficiencia del sistema encapsulado de AT se evaluo en un sistema de digestion
in vitro, con microscopia confocal. Esto permitié estudiar los cambios estructurales
en cada una de las etapas del sistema de digestion in vitro (boca, estdbmago e
intestino delgado) (Salvia-Truijillo et al., 2013; Abla y Banga, 2014; Yang et al., 2015;
Yang y McClements, 2013).
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2 JUSTIFICACION

En el mercado existen diferentes formas de consumo de AT, con la finalidad de
aprovechar sus propiedades antioxidantes. Sin embargo, su uso en diversos
alimentos, bebidas y productos farmacéuticos esta limitado debido a su baja
solubilidad en agua y su sensibilidad al oxigeno y luz, que condicionan su
bioaccesibilidad. La incorporacion del AT en nanoemulsiones es una alternativa a

esta problematica y presenta las siguientes ventajas:

e Incrementa su estabilidad

e Incrementa su bioaccesibilidad

Estas ventajas podrian ser favorecidas mediante la modificacibn enzimatica de
fosfolipidos que pueden mejorar las propiedades fisicoquimicas en las

nanoemulsiones.

3 HIPOTESIS

Es posible desarrollar nanoemulsiones O/W de a-Tocoferol, estables, con
fosfolipidos y fosfolipidos modificados durante su almacenamiento, los cuales
permitan incrementar y mejorar la estabilidad y la bioaccesibilidad del compuesto

bioactivo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoemulsiones O/W de a-

Tocoferol elaboradas con diferentes fosfolipidos  (Fosfatidilcolina vy

Lisofosfatidilcolina), asi como su comportamiento en un digestor in vitro.

4.2 Objetivos especificos

Formular y desarrollar nanoemulsiones O/W de a-Tocoferol con dos tipos de
surfactantes (Fosfatidilcolina y Lisofosfatidilcolina).

Caracterizar fisicoquimicamente las nanoemulsiones formuladas vy
preparadas con los dos surfactantes.

Evaluar la estabilidad de las nanoemulsiones formuladas con respecto al
tiempo y el efecto de la temperatura.

Evaluar el comportamiento de las nanoemulsiones en un sistema de

digestion in vitro.
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5 METODOLOGIA

METODOLOGIA

En este trabajo se evaluaron dos tipos de surfactantes; uno obtenido por un

distribuidor y el otro surfactante fue obtenido por modificacidbn enzimatica en el

laboratorio de Postcosecha. Esto permitio la formacion de nanoemulsiones de AT,

ademas de evaluar el sistema in vitro y el estudio de iméagenes por microscopia

confocal (Figura 17).

Etapal Obtencion del emulsificante por reaccién enzimatica

Caracterizacion de los fosfolipidos y MCT

Etapa 2 i .

b Elaboraciéon de nanoemulsiones
Etapa 3 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoemulsiones
Etapa 4 Evaluacion en un sistema de digestion In vitro

FIGURA 17. Diagrama de flujo experimental

PC, LPC
MCT

Tamafio de particula

Tamafio de particula
Porcentaje de encapsulamiento
Estabilidad en el tiempo
Potencial ¢
Concentracion de a-Tocoferol

Liberacion controlada
Bioaccesibilidad

38




METODOLOGIA

5.1 Materiales y métodos

5.1.1 Reactivos

Como compuesto bioactivo para la formacion de nanoemulsiones se empled AT,
(St. Louis, MO). La Fosfolipasa A:1 (Lecitase Ultra®) fue un obsequio de
Novozozymes (Dinamarca). La fosfatidilcolina de soya (70% de pureza), se compro
a Shenyang Tianfeng Bioengineering Technology (Shenyang, China). La
Fosfatidilcolina de soya (98% de pureza) para las modificaciones enzimaticas fue
adquirida de Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL). Como agente estabilizante se
uso glicerol grado reactivo (J. T. Baker). Para la formacion de nanoemulsiones se
utilizé agua Milli-Q®. Se adquiri6é rojo nilo de Thermo Fisher Scientific (USA) para
marcar la fosfatidilcolina. Los solventes y reactivos grado HPLC se compraron en
Teqgsiquim (ciudad de México). Para las pruebas del sistema de digestién in vitro los
reactivos: mucina, albumina bovina, pepsina y lipasa fueron adquiridos a Sigma. Se
emplearon membranas de centrifugacion (Microcon, Ultracel YM-50, 50kDa MWCO)

compradas en Millipore (Billerica, MA).

5.1.2 Obtencién de Lisofosfatidilcolina

5.1.2.1 Sintesis de Lisofosfatilcolina por via enzimatica

La reaccién de hidrolisis enzimatica se realizé utilizando fosfolipasa A1 (Lecitase
Ultra) de acuerdo con lo reportado por Casado (2012) con ligeras modificaciones.
Las condiciones a las que se llevd la reaccion son; 36% (v/v) buffer Tris-HCI 1 M,
pH=8, 10% (v/v) sales biliares al 0.1% (w/w), 4% (v/v) CaCl2 (22% wi/w) y glicerol
50% (v/v). Se agrego6 el 20 % (w/w) de PC (Avanti) del peso total de la reaccion y
una vez que las condiciones de temperatura (50 °C) y con agitacion de 600 rpm
(impulsor de 3 cm de @) fueron logradas, se agrego el 10 % de solucion enzimatica
(995 U/mL de PLA:). El tiempo de hidrolisis se establecid6 en 50 minutos y se
extrajeron alicuotas de 50 puL en diferentes tiempos.
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5.1.2.2 Determinacion del rendimiento de Lisofosfatidilcolina
por HPLC

Para determinar el rendimiento de la LPC se tomaron alicuotas de 50 pL en
diferentes tiempos de la reaccion; una vez obtenidos, a cada alicuota se le
agregaron 4 mL de acetona a 0 °C, se agitaron en un vortex por 20 s y
posteriormente se centrifugaron a 4500 rpm por un minuto. Este proceso se realizo
dos veces, con la finalidad de retirar los acidos grasos y la solucion acuosa del
medio. Una vez realizado el lavado se procedi6 a secar con N2, y se les agregd 100
pL de cloroformo por cada mg de muestra. Para su andlisis, se aplicé la metodologia
planteada por Ochoa (2013), con una fase mdvil isocratica, compuesta por
acetonitrilo, metanol y acido fosférico (95.24:3.66:1.1), un flujo de 1 mL/min y tiempo
de corrida de 15 min. El volumen de inyeccién fue de 20 pL. El equipo tiene una
bomba binaria HPLC Waters 1525, auto-muestreador Waters 717plus, detector UV-

Visible Waters 2487 y una columna Waters Partisil Silica 5 mm (4.6 x 250 mm).

5.1.2.3 Recuperacion de Lisofosfatidilcolina

Una vez obtenido el producto de interés se realizé la separacion de la fase acuosa,
la cual contenia sales (CaClz y sales biliares) ademas de trazas de enzima. Se
adiciono acetona a 0 °C, con un volumen 100 veces el volumen total de la reaccion
se dejo reposar por 2 horas y 30 minutos, con la finalidad de que sedimentara la
LPC del medio. Una vez pasado el tiempo, se decant6 y con esto se retir6 la fase
acuosa y los acidos libres sintetizados de la reaccion enzimética. Posteriormente se

seco con Na.

5.1.3 Determinacion de acidos grasos de los surfactantes y MCT

La composicién inicial de los acidos grasos de los dos surfactantes PC y LPC, asi
como de MCT se determind por cromatografia de gases. El tratamiento de las
muestras para la formacion de los ésteres de metilo de los acidos grasos se efectuo

de acuerdo con la metodologia descrita por Cavazos (2013). La metilacién de los
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acidos grasos esterificados de la molécula del glicerol se llevé a cabo con una
solucion de metoxido de sodio 0.5 M. La metilacion de los acidos grasos
esterificados se llevé a cabo colocando alicuotas (100 pL) de la muestra original
(PC, LPC y MCT) en tubos de ensayo y se le adicioné 1 mL de metdxido de sodio
(Supelco, Belefonte, PA), durante 5 min a temperatura ambiente. Las reacciones de
derivatizacion se detuvieron con la adicion de 100 uL de aguay los ésteres metilicos
formados se extrajeron con hexano (2 mL). A la fase organica tras una
centrifugacion, se adicioné sulfato de sodio anhidro para eliminar la presencia de
agua, y posteriormente se inyecté 1 pL de la muestra al cromatégrafo de gases. El
equipo empleado fue un cromatografo de gases Hewlett-Packard modelo 6890,
equipado con un detector de ionizacion de flama y una columna capilar HP Innowax
de 60 m de longitud, 0.25 mm de didmetro y un espesor de pelicula de 0.25 pm.
Para efectuar la separacion de los ésteres de metilo la temperatura inicial del horno
fue de 190 °C, la cual se increment6 en 4 °C/min hasta alcanzar 210°C y finalmente
se incrementd la temperatura a 2 °C/min hasta llegar a 230 °C, condicion que se
mantuvo durante 16 minutos. Las temperaturas del puerto de inyeccion y el detector
fueron 240 y 250 °C, respectivamente. Se usé nitrégeno alta pureza como gas

acarreador a un flujo constante de 1 mL/min.

5.1.4 Formacién de nanoemulsiones de a-Tocoferol

5.1.4.1 Preparacion de las emulsiones gruesas

La proporcion de fase continua y fase dispersa fue de 95:5 (Cavazos, 2013; Ochoa,
2013; Chéavez, 2015, Morais y Burgess, 2014). Se utilizaron dos proporciones para
la fase dispersa: a-Tocoferol 5% y 1% (w/w) ademas de la adicionando de MCT 0%
y 4% (w/w). La fase continua contenia 5%, 10% (w/w) de surfactante, 50% y 25%
(w/w) de glicerol y el resto w/w correspondié al agua (Tabla 7), los cuales fueron

mezclados por agitacion mecanica.
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TABLA 7. Variables para la obtencion de nanoemulsiones de a-Tocoferol

Variables Modificacién Tipo

a-Tocoferol 1%y 5% Concentracién wiw

Acidos grasos de cadena media 0% y 4% Concentracién wiw

Glicerol 25% y 50% | Concentracién wiw
Fosfolipidos 5%y 10% | Concentracion w/w
Surfactante PCyLPC Surfactante

Una vez que ambas fases se prepararon, la fase dispersa se afiadié a la continua.
Ya mezcladas se pre-emulsificaron con un homogenizador Ultraturrax T25 (IKA
Works, Inc. Staufen, Alemania) por de 3 min a 20,000 rpm, para asi obtener una

emulsion gruesa.

5.1.4.2 Homogenizacién por ultrasonicaciéon

La emulsion gruesa se sometié a ultrasonicaciéon para lograr una nanoemulsion con
un Sonicador Branson Digital S-450D (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT).
Las condiciones de operacién fueron 90 watts (20% amplitud) y 50 % del ciclo de
trabajo por 12 minutos (Cavazos Gardufio 2013; Ochoa 2013; Chavez 2015). Por

altimo, la nanoemulsion se enfrié a temperatura ambiente.

5.1.4.3 Disefio experimental

Para el analisis experimental se realizaron dos disefios, uno por cada tipo de
surfactante para evaluar las caracteristicas de la nanoemulsiones (tamafio de

particula y potencial (), ademas de la estabilidad durante el tiempo de
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almacenamiento (Tabla 8) con un disefio factorial de 2% Los factores que se

estudiaron fueron:

concentracion de AT,

concentracion de surfactante y

concentracion de triacilglicéridos de cadena media y glicerol con un total de 16

tratamientos. Las formulaciones se pueden observar en la Tabla 8.

TABLA 8. Disefio factorial para la preparacién de nanoemulsiones para cada
uno de los surfactantes (Fosfatidilcolinay Lisofosfatidilcolina)

TS a-Tocoferol Glicerol Surfactante Triacilglicéridos de
(9) 9) 9) cadena media (9)
1 0.1 2.5 0.5 04
2 0.1 2.5 1 04
3 0.1 5 0.5 04
4 0.1 5 1 04
5 0.5 2.5 0.5 0
6 0.5 2.5 1 0
7 0.5 5 0.5 0
8 0.5 5 1 0
9 0.1 2.5 0.5 0
10 0.1 2.5 1 0
11 0.1 5 0.5 0
12 0.1 5 1 0
13 0.5 2.5 0.5 04
14 0.5 2.5 1 0.4
15 0.5 5 0.5 0.4
16 0.5 5 1 04

5.1.5 Caracterizacion de nanoemulsiones de a-Tocoferol

5.1.5.1 Analisis del tamano de particula y potencial {

Para determinar el potencial  y el tamafo de particula se utilizé el equipo Zetasizer

Nano-ZS90 (Malvern Instruments Inc.), el principio de trabajo del equipo se basa en
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Dispersion de Luz Dindmica (DLS), que permite detectar el tamafio de particula. El
rango de deteccion de particula es de 0.3 nm a 5 um. Y para determinar el potencial
¢ se utilizé la técnica Microeletroferesis laser-doppler (Acevedo, 2017). La
preparacion de la muestra de acuerdo con Ochoay Acevedo (2013 y 2017) consistid
en diluir con agua destilada desionizada, utilizando un factor de dilucion 1:100
(nanoemulsion: agua), el analito se coloco en la celda Versa Flour Cuvette 170-2415
para la determinacién de tamafio de particula. Para la determinacion del potencial
¢. Las muestras se diluyeron usando un factor de 1:100 (nanoemulsién:agua), y se
colocé en la celda electroforética del Zetasizer (Nano-ZS90). Las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente con un angulo de dispersiéon de 90°
inmediatamente después de su preparacion (T0) y sucesivamente después de cada

semana hasta la semana ocho.

5.1.5.2 Evaluacién de la estabilidad de almacenamiento

La estabilidad de las nanoemulsiones, fueron evaluadas a una temperatura de
almacenamiento de 4 °C para todos los tratamientos, los mejores tratamientos
fueron evaluados a 25 °C por 8 semanas; utilizando el equipo Turbiscan Lab®
Expert (Formulaction, 2016). El principio de medicion se basa en la dispersion
multiple de la luz estatica con muestras (Acevedo, 2017). Las muestras fueron
depositadas en una celda cilindrica de vidrio y se analizaron por la incidencia de un
haz de luz a una longitud de onda de 880 nm que escanea la muestra de arriba
abajo. Para el analisis de las muestras el equipo cuenta con un detector de
transmitancia que mide la cantidad de luz que pasa a través de la muestra y el
detector de retrodispersion que mide la luz reflejada por la muestra (Figura 18). El
andlisis de estabilidad se lleva a cabo como una variacién de los perfiles de
retrodispersion y transmitancia que permiten detectar cambios en el tamafio de
particula y la presencia de fendmenos de inestabilidad como agregacién de

particulas y sedimentacion entre otros (Formulaction, 2016).
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Fuente de luz (IR cercano)

Detector de retrodispersion

FIGURA 18. Incidencia de luz en la muestra y representacion esquematica de
las partes del Turbiscan (Formulaction, 2016)

5.1.5.3 Cuantificacién de a-Tocoferol

5.1.5.3.A Porcentaje de encapsulamiento

El porcentaje de encapsulamiento se realiz6 de acuerdo con la metodologia
reportada por Mehood (2010) en la cual se utilizaron filtros centrifugos de 50 kDa
(celulosa regenerada) y se adicion6 un volumen de 3 mL de nanoemulsion,
posteriormente se centrifugaron a 5000g por 40 min y se tomaron 50 pL del
permeado y disolvieron en 950 uL de isopropanol. Las muestras se filtraron usando
un filtro de tipo PVDF (0.45 upm), se pasaron por una fase moévil de:
isopropanol:metanol: THF (47.6:47.6:4.8) con 1% de acido fosféricos (10% v/v), y un
flujo de 1 mL/min. La concentracion de AT se determiné por HPLC (Waters 2487;
USA), con una columna C18 fase reversa (150-4.6 mm) y el detector de UV-visible
a 295 nm.
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5.1.5.3.B Determinacidn de concentracion

Para determinar la concentracion total de AT encapsulado en las nanoemulsiones
en funcion del tiempo, del estrés térmico y de una posible degradacién quimica, se
realizo a partir de Morais y Burgess (2014). Las muestras de nanoemulsiones se
mantuvieron a 4 y 25 °C y se analizaron en los siguientes tiempos: 1, 7, 14, 21, 35,
42,49, 53 y 60 dias. Se disolvieron 50 yL de nanoemulsién en 1 mL de isopropanol
para determinar el contenido total de AT en cada uno de los sistemas
nanoemulsionados. Las muestras se filtraron usando un filtro de tipo PVDF (0.45
pum), se pasaron por una fase movil de: isopropanol:metanol: THF (47.6:47.6:4.8)
con 1% de acido fosféricos (10% v/v), y un flujo de 1 mL/min. Sé determiné la
concentracion de AT por HPLC (Waters 2487; USA), con una columna C18 fase

reversa (150-4.6 mm) y un detector de luz UV a 295 nm.

5.1.5.4 Sistema de liberacion in vitro

Se evalud el comportamiento y eficiencia de las nanoemulsiones (Bioaccesibilidad)
elaboradas (T4, T11 y T12), sometidas a un sistema de digestion in vitro el cual

asemeja mas no sustituye un sistema vivo.

5.1.5.4.A Simulacion del sistema de digestion in vitro

Se evalud la efectividad de la liberacion del AT acarreado por los sistemas
nanoemulsionados en un sistema in vitro con la finalidad de observar la capacidad
de proteccion del AT, asi como la concentracidn maxima que puede llegar al sitio
diana. Este proceso inicia en la boca, pasa por el estbmago y finalmente llega al
intestino delgado donde se lleva a cabo la absorcion del compuesto (Failla, 2008;
Salvia-Trujillo et al., 2013; Versantvoort et al., 2004; Yang, 2015).
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5.1.5.4.B Descripcién de las etapas del sistema de digestion in

vitro

De acuerdo con diferentes autores (Failla, 2008; Versantvoort et al., 2004; Salvia-

Trujillo et al.,, 2013; Yang, 2015) las condiciones para evaluar los sistemas

nanoemulsionados en el sistema de digestion in vitro se describen en la Tabla 9.

TABLA 9. Condiciones del sistema de digestion in vitro

Boca

Intestino

5 mL de fluido salivar
(composicién):

1.594 g/L NaCl

0.328 g/L NHaNO3

0.636 g/L KH2PO4

0.202 g/L KCI

0.308 g/L KzCeHs07.H20
0.021 g/L

CsHsN4OzNa

0.198 g/L
(Urea)

0.146 g/L C3Hs0O3Na
3 % wt Mucina
5 mL Nanoemulsién

H2NCONH>

Incubar a 37 °C, pH 6.8 por
10 min a 100 rpm

Estémago
Preparacion de  jugos
gastricos:

2 g NaCl

3.2 g/L Pepsina

7 mL de HCI (37%) en un
litro y se ajusta a pH 1.2 con
HCI

Combinacion del fluido
salivar y fluido géstrico
50:50

pH 2.5 (Ajuste NaOH 1 M)

Incubando a 37°C por 2 h a
100 rpm

Se incubo muestra (30 mL)
a 37 °C a pH 7 (ajuste
NaOH)

Se adicionaron:

4 mL Extracto biliar (46.87
mg/mL)

1 mL Cloruro de Calcio (110
mg/mL).Se disolvieron en
buffer fosfato.

2.5 mL Lipasa (24 mg/mL)
disuelta en buffer fostato.

El cambio de pH se control6
con 0.25 M de NaOH (pH 7)

Incubar por 2 h a 37 °C y
100 rpm

Fase de la boca. - Se simulo el fluido de la saliva (SSF), adicionando mucina y varias

sales. Se tomd una alicuota de 5 mL de nanoemulsion de AT, mezclandola con SSF
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para obtener una mezcla de 2% (w/w) aceite. El pH se ajustd a 6.8 y se incubd a 37

°C por 10 min con agitacion continua (100 rpm).

Fase gastrica. - Se adiciono una solucion que simulé las condiciones de un fluido
gastrico (SGF), se disolvieron 2 g de NaCly 7 mL de HCI (37%) en 1 L de agua y
se ajusto el pH a 1.2 usando HCI 1 M. El bolo obtenido en la simulacion de la boca
se mezclo con SGF en una proporcion 50:50 volumen y la mezcla final contenia 1%
(w/w) aceite. El pH se ajusté a 2.5 usando NaOH 1 M e incubado a 37 °C por dos

horas con agitacion continua (100 rpm).

Fase del intestino delgado. - Se tomé una alicuota de 30 mL de la muestra a
temperatura constante (37 °C), el pH se ajustd a 7 usando NaOH, después se le
adicionaron 4 mL de bilis (46.87 mg/mL) y 1 mL de cloruro de calcio (110 mg/mL),
disueltos en una solucién tampén de fosfatos que se afiadieron a la muestra
ajustando el pH a 7 de ser necesario. Posteriormente se adicion6 2.5 mL de lipasa
(24 mg/mL) disuelto en un tampdn de fosfato para incorporarlo a la mezcla. El pH
de la mezcla se controlé con la adicion de NAOH 0.25 M (mL) necesario para
neutralizar los acidos grasos libres (AGL) liberados de la digestién de lipidos
(mantener pH 7) por 2 h. El porcentaje de AGL que se forman después de la

digestioén lipidica se calcula con la siguiente ecuacion:

%AGL = 100 * ( Ec. (4)

VNaOH*MNaOH*PMLipidos)
2xWLipidos

5.1.5.4.C Microscopia confocal de barrido laser (MCBL)

Para evaluar el tamafio y los cambios microestructurales que ocurren en las distintas
fases del modelo gastrointestinal, las nanoemulsiones fueron observadas mediante
Microscopia confocal de acuerdo con Trujillo (2013). Para poder observar la
fluorescencia de las emulsiones, primero se tifio la PC con rojo Nilo (50 pg/g de PC),
posteriormente 1 pL fue colocado en portaobjetos y observadas bajo el Microscopio
Confocal-Multifotonico LSM 710 NLO (Carl Zeiss, Alemania) con un objetivo Plan-
Apochromat 63x/1.40 Oil y excitadas a una longitud de onda de 553 nm, las

imagenes fueron capturadas mediante el software de adquisicion de imagenes ZEN
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2010 (Carl Zeiss, Alemania). Se adquirieron un total de 6 campos en formato *.RGB

y guardados como imagen *. Tiff a 512x512 pixeles.

5.1.5.4.D Determinacion de la bioaccesibilidad de a-Tocoferol

Con base a la metodologia de Yang (2015) se determiné la bioaccesibilidad. Se
obtuvo una muestra de 10 mL del sistema de digestion in vitro y se centrifugd a 4000
rom por 40 min a 25°C. Se extrajeron 5 mL de muestra de la fase media del

centrifugado.

Después de la centrifugacién las muestras se separaron en diferentes fases, una de
ellas es sedimento Opticamente opaco en la parte inferior, la fase intermedia es
acuosa y relativamente clara. En algunas ocasiones contd con una fase aceitosa en
la fase superior. En la fase media se encontrd el AT que se extrajo usando una
solucion organica de isopropanol y se centrifugd a 1750 rpm por 10 minutos. De la
capa superior se separd 1 mL y se sec6 usando nitrdgeno y se almaceno a -40° C

para posteriores analisis.

Para la deteccion del contenido de AT se empleé un HPLC Waters, con una columna
C18 fase reversa (150-4.6 mm) y un detector de luz UV a 295 nm. La

bioaccesibilidad de AT se estimd con la siguiente ecuacion:

Bioaccesiblidad (%) = %xlOO% Ec. (5)

total

En donde Cmicela Y Crotal representan el total de concentracion de AT en la fase

micelar y en el sistema general después de la digestion.

5.1.6 Andlisis estadistico

Los experimentos desarrollados se realizaron por duplicado. Los datos se presentan

como promedios + desviacion estandar. Todos los datos fueron tratados con analisis
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de varianza de una via (one-way ANOVA) con el software MiniTab 17.1 (Minitab
Inc., State College, Pennsylvania). Las diferencias entre los valores promedio fueron
evaluadas utilizando la prueba Tukey de rangos multiples, el nivel de significancia

se defini6 como p<0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 Sintesis de Lisofosfatilcolina por via enzimética

6.1.1 Determinacion del rendimiento de Lisofosfatidilcolina por HPLC

La cinética de hidrdlisis enzimatica para la conversién de Fosfatidilcolina Avanti (PC
Ava) a Lisofosfatidilcolina (LPC) se muestra en la Figura 19.
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FIGURA 19. Cinética de hidrolisis enzimética de Fosfatidilcolina Avanti (PC
Ava). Conversion de PC Ava a Lisofosfatidilcolina (LPC) a 50 °C durante 90
minutos

En el minuto 3 existe ya una conversion de PC Ava a LPC del 92%, obteniéndose
la maxima conversiébn en el minuto 20 (97.36%). Al término de la reaccion
enzimatica (50 min) no hubo ningin cambio estadisticamente significativo (LPC

95%). Este resultado, al compararlo con el reportado por Casado et al., (2013),
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donde se uso el mismo sistema, modificando Unicamente la pureza del sustrato y el
uso de diferente enzima (fosfolipasa PLA 2), fue el mismo porcentaje de conversion
(95%), pero en un tiempo de reaccion mayor (90 min). Es posible que la disminucion
del tiempo de reaccion en este trabajo se deba a una mayor pureza de PC (98%)
con respecto al 90% de pureza en el trabajo de Casado et al. (2013), y la utilizacién
de PLA1y no PLAz. Se puede asumir que la PLA1 tuvo mayor estabilidad térmica en

la reaccidn, contrario a lo reportado por Zinjarde (2010).

Comparandolo con otros trabajos, se describe que el sistema de reaccion evaluado
por Acevedo (2017), en el cual utilizé PC para la obtencion de LPC usando un medio
organico (hexano) de reaccion con la aplicacion de la enzima PLA1, logré una
conversion maxima de 94% de LPC en 120 min. Esto se puede asumir debido a que
en un inicio la cantidad de agua para realizar la reaccion fue limitada, por lo tanto,

propicié un mayor tiempo para iniciar la reaccion hidrolitica (Vikbjerg, 2006).

Baeza-Jimenez et al., (2013) lograron una conversion maxima de PC a LPC del 70%
en un periodo de 48 h en un medio organico de etanol; esto se puede atribuir a que
la enzima se encontraba inmovilizada, lo cual dificultaba la interaccion del sustrato
con la enzima, ademas de que el etanol podria comportarse como un agente

limitante del sistema (Baeza-Jimenez et al., 2013).

Por otra parte, en los cromatogramas obtenidos de la reaccion enzimatica (Figura
20) se observa que en el tiempo O se tiene un 99.83% de PC Avanti y solo un 0.17%
de LPC; al cabo de 20 minutos de reaccion hidrolitica se observa que la LPC

represento el 97.36%.
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FIGURA 20. Cromatogramas de conversiéon de Fosfatidilcolina Avanti (PC
Ava) a Lisofosfatidilcolina (LPC) y fase mévil de Cloroformo (CHCIls); a)
Tiempo 0; 99.83% de PCy 0.17% de LPC y b) Tiempo 20 minutos; 2.64%y
97.36% de LPC

Por lo tanto, se obtuvo 2-acyl-LPC ya que la reaccién hidrolitica de la PLA:1 se llevo
a cabo en la posicion sn-1 de la PC Avanti (Baeza-Jiménez et al., 2013; Casado et
al., 2013).

Para la elaboracion de emulsiones se utilizé la PC que se observa en la Figura 21,

la cual es una mezcla PC:PE (Fosfatidiletalonamina) (70:30).
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FIGURA 21. Cromatograma de Fosfatidiletanolamina (PE) y Fosfatidilcolina
(PC) y fase movil de Cloroformo (CHCI53)

6.1.2 Determinacion de acidos grasos de los surfactantes y MCT

En la Tabla 10 se describe la composicién de cada uno de los surfactantes (PC
Avanti, LPC, PC) y de MCT. De acuerdo a Ochoa (2013) y Cavazos (2013); la PC
Avanti tiene en mayor proporcion acidos grasos insaturados, C18:2 (4cido linoleico),
cabe destacar que al obtener LPC el porcentaje de C18:2 incrementd 70.33% a
77.69% y a su vez el de C16:0 (acido palmitico) disminuy6 7.94% a 1.69%, se debe
a que la enzima PLA: hidroliza en la posicion sn-1, lo cual indica que la mayor
concentracion de acido palmitico se encuentra en la misma posicién, el cual es
hidrolizado de la molécula de PC. La PC tiene en mayor proporcion dos acidos
grasos: oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), contrastando la PC Avanti, atribuido
mayormente a la fuente de origen. Los MCT contienen en mayor concentracion
C12:0 (4cido laurico) concordando con lo ya reportado en la literatura (Bezard et al.,
1971; Bhatnagar et al., 2009; Wang et al.,, 2015). Por lo tanto, ya descrita la
composicibn de cada uno de ellos se procedi6 a evaluarlos en sistemas

nanoemulsionados.
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TABLA 10. Composicion de acido grasos en % molar de Fosfatidilcolina
Avanti (PC Ava), Lisofosfatidilcolina (LPC), Fosfatidilcolina (PC) y
triacilglicéridos de cadena media (MCT)

Compuesto PC Ava LPC PC MCT
Ac. Graso Nombre Porcentaje % | Porcentaje % | Porcentaje % | Porcentaje %

C6:0 Acido Caproico 0 0 0 2.98
C8:0 Acido Caprilico 0 0 0 8.55
C10:0 Acido Caprico 0 0 0 6.21
C12:0 Acido Laurico 0 0 0 51.47
C14:.0 Acido Miristico 0 0 0 18.93
C16:0 Acido Palmitico 7.94 1.69 19.50 5.20
C18:0 Acido Esteérico 2.35 0.11 10.62 1.83
c18:1 Acido Oleico 14.04 15.18 38.31 4.84
C18:2 Acido Linoleico 70.33 77.69 28.94 0
C18:3 Acido a-Linolénico 5.33 5.33 2.63 0
Total 100.00 100.00 100.00 100.00

6.2 Formacién y caracterizacion de nanoemulsiones de a-Tocoferol

En el presente trabajo, se evaluaron dos tipos de surfactantes para la elaboracion

de nanoemulsiones, LPC y PC. Se obtuvieron 16 tratamientos con diferentes

concentraciones, que previamente se elaboraron a partir de una pre-emulsificacion

(20,000 rpm por 3 minutos) y posteriormente se sometieron a 12 ciclos: un 1 minuto

de sonicacién y un minuto de reposo, la amplitud empleada del sonicador fue de
20% (90 Watts).

6.2.1 Formacién de nanoemulsiones de Lisofosfatidilcolina

Las nanoemulsiones elaboradas con LPC no coincidieron con lo reportado por

Chavez (2015); donde obtuvo tamafos de particula de 86.44 nm en la
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encapsulacion de &cido betulinico, ademas de ser estables por 12 semanas. Pero
si se obtuvo similitud con lo reportado por Acevedo (2017) donde tampoco obtuvo
resultados adecuados con este surfactante, ya que al pasar 12 dias el tamafio de
particula fue 28.29 veces mayor al tamafio inicial (67.9 nm). Se observa en la Figura
22 que los tamarfos promedio de particula superan los 500 nm, acelerando asi los
procesos de agregacion (McClements, 2011). Esto se corrobora con la distribucion
de tamafno (Percentil D90) el cual indica el valor que esta por debajo del 90%
(Percentil D90) de la distribucion, por lo tanto, el sistema que tiene una distribucién
mas corta, supera los 1000 nm de tamafio promedio de particula en su distribucion
(Percentil D90). Con esto se puede descartar que estos sistemas sean adecuados
y cumplan con la descripcion de una nanoemulsién (rango de 50 a 500 nm)
(McClements, 2011). Esto se podria deber a las caracteristicas de las moléculas
que interaccionan entre si, ya que si la fase oleosa cuenta en su estructura con una
gran cantidad de insaturaciones, asi como el surfactante, deberia dar como
resultado una nanoemulsion estable (Acevedo, 2017). Sin embargo, esto no sucede
en este sistema, debido a que el a-Tocoferol (AT), en su cadena hidrocarbonada no
cuenta con insaturaciones a diferencia de la LPC que si las tiene, propiciando asi

sistemas inestables (Figura 23).
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FIGURA 22. a) Distribucién de tamafios promedio de particula, obtenidos
para cada uno de los 16 tratamientos sometidos por sonicacion; b)
Distribucion de tamafio (PercentilD90) de cada uno de los 16 tratamientos

57



RESULTADOS
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FIGURA 23. Tratamientos de emulsiones elaboradas con Lisofosfatidilcolina
(LPC) con diferentes composiciones descritas en la Tabla 8

Como se observa en la Figura 23, los sistemas fueron inestables a las pocas horas
de haberse elaboraron (1 a 2 h), mostraron sedimentacion inversa y una separacion

de fases, concluyendo declinar su uso para estudios posteriores.

6.2.2 Formacién de nanoemulsiones con Fosfatidilcolina

La formacioén de las nanoemulsiones con PC se obtuvieron al someterlas a un
proceso de ondas acusticas por 12 min, el tamafio de particula y la dispersion
(Percentil D90) se vieron afectados por las diferentes composiciones con las que
fueron elaboradas. A las muestras se les realiz6 un analisis de one-way ANOVA
para determinar la diferencia significativa (Tukey), en el cual se encontré que el
tratamiento T8 fue significativamente diferente a los demas tratamientos. Pero
estadisticamente iguales desde el tratamiento T6 hasta el T11 (Tabla 11). Se puede
observar mediante las Figuras 24ay 24b la distribucion de tamafio de particula y el
percentil del mismo. Los que representaron mayor tamafio de particula y distribucion
tenian en comin una mayor concentracion de AT (5%), lo cual dificultd la
homogenizacion del mismo debido a su alta viscosidad (305 mPa-s) (Hategekimana

et al., 2015), limitando la obtencién de particulas con un diametro pequefio en el
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proceso de homogenizacién (Ozturk et al., 2014; Hategekimana et al., 2015; Saberi
et al., 2013; Hatanaka et al., 2010); a pesar de que los tratamientos T13, T14, T15
y T16 (Figura 24a) cuentan con MCT, que tiende a disminuir la viscosidad de la fase
oleosa al mezclarse con el AT (Hategekimana et al., 2015; Ozturk et al., 2014).
Ademas, se obtiene una mejor homogenizacién del sistema y como consecuencia
tamafos de particulas menores. Esto no se logré debido a la alta concentracion de
AT y a la diferencia de densidades con respecto a la fase continua (Mehmood, 2015)
que propicia fendmenos de inestabilidad tales como: sedimentacion inversa,

maduracién de Ostwald y coalescencia.

TABLA 11. Tamafios de particula promedio de las nanoemulsiones

Tratamiento | Tamafo de Particula

8 2927.34
13 1728.38
7 1685.58
6 804.38¢
3 654.58¢
16 537.58¢
14 456.5¢
15 423.4°¢
5 332.1¢
9 242.7¢
1 199.3¢
2 180.1°¢
4 142.5¢
10 101.3°¢
12 74.7°¢

11 71.8€
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FIGURA 24. Tamafos de particula promedio obtenidos para cada uno de los
16 tratamientos; b) Distribucién de tamafio (PercentilD90) de cada uno de los

16 tratamientos

Por lo tanto descrito lo anterior y representado en la Figura 24 a y b; los mejores

tratamientos obtenidos después de ser sometidos a ondas ultrasénicas, debido a su

tamafo de particula y dispersion de tamafio fueron: los tratamientos T4 (142.5 nm),
T10 (101.3 nm), T11 (72.8 nm) y T 12 (74.7 nm).
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6.2.3 Efecto de los componentes

De manera general se pudo observar que los tratamientos con una concentracion
mayor de PC (10%) T12, T10y T4, dio como resultado la obtencion de los menores
tamafios de particula (74.7 nm, 101 nm, 142.5 nm), excepto en el tratamiento T11
(71.8 nm), que solo tenia el 5% de PC (Figura 24 a,b). Este tratamiento pudo verse
favorecido por la concentracion de glicerol para la obtencion de un menor tamafo

de particula (McClements, 2011), lo cual se discutira mas adelante.

El tener una mayor concentracion de PC contribuye a una absorcién rapida del
mismo en la superficie de las particulas oleosas durante la homogenizacion (Ozturk
etal., 2014; Saberi et al., 2013; Mehmood, 2015; Cavazos, 2013) ya que esto induce
a una disminucién en la tensién superficial, confiriéndole asi una mayor capacidad
de encapsulacion (Ozturk et al., 2014). El incrementar la concentracién de PC tendra
un efecto en las fuerzas gravitacionales, las cuales son comparables con el efecto
del movimiento browniano debido a los tamafios de particula pequefios y con esto

inhibir los fendmenos de inestabilidad (Ozturk et al., 2014).

Por otra parte, las nanoemulsiones que contenian concentraciones del 1% de AT y
10% de PC, tendieron a obtener los menores tamafios de particula (Tratamiento 12,
10 y 4), contrario a lo que sucedi6é con el tratamiento T11, el cual contenia una
menor cantidad de PC (5%). Esto debido a que en teoria, concentraciones altas de
glicerol propician una menor cantidad de surfactante, ya que modifica la tension
interfacial (disminuye) entre la fase dispersa y acuosa, ademas de mejorar la
curvatura interfacial (Yang et al., 2012; Saberi et al., 2013). Por lo tanto, el factor
mas importante para desestabilizar estas nanoemulsiones y obtener tamafios de

particulas grandes (>500 nm) es la concentracion alta de AT.

Otra manera de ver el efecto de cada uno de los compuestos y como son las
interacciones entre ellos se muestra en la Figura 25, donde se observa que altas
concentraciones de AT tienden a incrementar el tamafio de particula, excepto
cuando éste interacciona con los MCT. Esto se debe a que ayuda a bajar la
viscosidad del compuesto bioactivo, lo cual se refleja en una mejor homogenizacion

y disminucion en el tamafo de particula. También se observa que las altas
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concentraciones de glicerol son factor importante para la disminucion del tamafio de

particula, como anteriormente se ha mencionado (Yang et al., 2012).
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FIGURA 25. Interaccién multiple de las variables (a-Tocoferol, Glicerol,
Fosfatidilcolina (PC) y triacilglicéridos de cadena media (MCT)) con respecto
al tamafio de particula promedio

En la Figura 26 se muestra el estado macroscopico de las emulsiones. Aqui se
puede observar de manera visual los diferentes comportamientos fisicos
propiciados por las composiciones evaluadas, las cuales tienen relacién directa a lo

ya descrito en las secciones anteriores.
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FIGURA 26. Tratamientos de nanoemulsiones elaboradas con
Fosfatidilcolina con diferentes composiciones descritas en la Tabla 8

6.2.4 Determinacion de la estabilidad en el tamafio de particula durante

el almacenamiento por medio de dispersion de luz dinamica

La evaluacion de la estabilidad de las emulsiones almacenadas se realizé durante
dos meses (60 dias), utilizando una temperatura de almacenamiento de 4 °C. Para
medir el tamafio de particula durante cada semana se utilizé el equipo Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern Instruments Inc.). Las emulsiones elaboradas con AT tuvieron
diferentes comportamientos en cada uno de los sistemas debido a las
composiciones con las que fueron elaboradas. En la Figura 27a, la composicion T4
destaca debido a su distribucion de tamafio de particula (250-550 nm), ya que tiende
a ser estable con respecto al tiempo. Esto se debe, principalmente, al equilibrio entre
las densidades de la fase dispersa y fase continua, asi como de sus viscosidades
(Yang et al., 2012; Saberi et al., 2013), evitando fenédmenos de inestabilidad como

floculacion, coalescencia y sedimentacion inversa (McClements y Rao, 2011).
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En la Figura 27b, se puede observar que ninguno de los sistemas tuvo distribuciones
inferiores a los 500 nm, por lo tanto, los niveles altos de AT repercutieron en una
mala homogenizaciéon y la formacién de sistemas instables (Ozturk et al., 2014;
Hategekimana et al., 2015; Saberi et al., 2013; Hatanaka et al., 2010).

En la Figura 27c, se muestra que los sistemas tuvieron un comportamiento
practicamente lineal, a excepcion de los tratamientos T9 y T10. Esto se puede
relacionar con una menor cantidad de glicerol la cual contribuye a una mayor
movilidad de las particulas dando como resultados fendmenos de agregacion
(McClements, 2011; Saberi et al., 2013), a partir de la semana 8. Es importante
mencionar que los sistemas tienen la menor concentracion (0.1 g) de AT, por lo

tanto, esta variable no fue un factor para su inestabilidad.

En la dltima Figura 27d, se observa que ningun sistema fue estable, y esto se
relaciona directamente con las altas concentraciones de AT, a pesar de la adicion
de MCT, los cuales tienen la capacidad de disminuir la viscosidad del mismo. Aun
asi, no fue suficiente para la obtencién de sistemas estables y, por lo tanto, las
distribuciones de tamafio fueron superiores a 500 nm (Hategekimana et al., 2015;
Ozturk et al., 2014). Esto se observa macroscépicamente en la Figura 28, ya que,
en los casos con concentraciones altas de AT, quedaron evidenciados los
tratamientos deficientes. Concluyendo que los mejores tratamientos para evaluar en

las siguientes etapas fueron T4, T11y T12.
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FIGURA 27. Distribucién de tamafios de particula (Percentil D90) de las
nanoemulsiones en almacenamiento por 8 semanas. a) Tratamientos con
MCT y 0.1 g de AT, b) Tratamientos sin MCT y 0.5 g de AT, c¢) Tratamientos

sin MCTy 0.1 g de AT, d) Tratamientos con MCT y 0.5 g de AT
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FIGURA 28. Nanoemulsiones después de 8 semanas de almacenamiento
(4°C) elaboradas con diferentes composiciones descritas en la Tabla 8

6.2.5 Evaluacién de l|a estabilidad de almacenamiento de las

nanoemulsiones por medio de dispersién multiple de luz estatica

También se evaluo la estabilidad mediante el equipo Turbiscan Lab® Expert, con la
finalidad de comparar y comprobar los resultados obtenidos por el Zetasizer
(dispersion de luz dinamica) de la seccién 6.2.4.

En la Figura 29 se muestra que el tratamiento T15 tiene una clara tendencia de
sedimentacion inversa en la parte superior de la celda, también muestra el menisco
con una capa color café, que, presumiblemente se deba que la concentracion de
surfactante no fue suficiente para encapsular toda la fase oleosa (McClements y
Rao, 2011). Lo mismo sucedi6é para el tratamiento T16, en el cual se observa un
espaciado entre cada uno de los escaneos. Esto es se puede asociar a un
incremento en el tamafo de particula (Formulaction, 2016). Ademas de un ligero

aclaramiento en la parte inferior del sistema y sedimentacion inversa en la parte
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superior. Esto se atribuye principalmente, a la elevada concentracion de AT (5%)
que propicio interacciones entre los componentes de la emulsidbn que generaron

fenbmenos de inestabilidad (Hategekimana et al.,, 2015; Saberi et al., 2013;
Hatanaka et al., 2010).
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FIGURA 29. Graficos de estabilidad por 60 dias (2 meses) de las
nanoemulsiones (T15, T16, T9y T10) a 4 °C elaboradas con diferentes
composiciones descritas en la Tabla 8
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En el caso de los tratamientos T9 y T10, durante los dos meses de almacenamiento
no se observdé de manera visual la formacién de aglomerados (Figura 29). Sin
embargo, al analizarlos con el equipo Turbiscan Lab® Expert, se observaron niveles
de Transmitancia (T%) altos. Esto se debe a que el haz de luz puede atravesar la
muestra con facilidad debido a la baja turbidez del sistema, sin embargo, se observé
que desde la parte baja hasta la parte alta hay irregularidades marcadas en el
gréfico. Esto se relaciona con la formacion de aglomerados y el tamafio de estos,
que podemos observar con una irregularidad mayor en el gréfico (Formulaction,
2016). La baja concentracion de glicerol pudo ser el factor determinante para que
los sistemas no fueran estables durante mas tiempo. Esto se debe a que el glicerol
funciona como agente estabilizante del sistema y propicia una disminucién en la
movilidad de la fase dispersa (Saberi et al., 2013). Asi, se determind que estos
sistemas concuerdan con lo representado en la Figura 27 y descartando la mayoria

de los experimentos, excepto 3 tratamientos: T4, T11y T12.

Los tratamientos T4, T11 y T12, como se observa en la Figura 30 fueron los que
mejor estabilidad demostraron, sin embargo, entre ellos existen diferencias en su
comportamiento. El experimento T4 muestra que durante el transcurso de
almacenamiento la parte central de la celda de la nanoemulsion se mantuvo estable
durante los 60 dias (linea recta). Esto se podria relacionar con la concentracion de
MCT que tienen en la fase oleosa y un incremento en la viscosidad del sistema. Y
como resultado se obtuvo una menor movilidad entre las particulas del mismo.
Ademas de un incremento en el tamafio de particula por la mayor concentracion de
fase oleosa que se encapsulé (McClements, 1999, 2011). Por otra parte, también
se observa en la misma zona, hay un salto en las lecturas, el cual se asocia a un
incremento en el tamafio de particula. Este sucede en la primera semana de

haberse realizado y se mantiene por los 60 dias (Formulaction, 2016).
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FIGURA 30. Graficos de estabilidad por 60 dias (2 meses) de las
nanoemulsiones (T4, T11ly T12) a 4 °C elaboradas con diferentes
composiciones descritas en la Tabla 8

Con respecto a las composiciones T11 y T12 sucede un caso particular, ya que en
toda la region central de los sistemas parece haber fenédmenos de agregacion. Sin
embargo, las interacciones entre los aglomerados parecen ser débiles es decir, que
las fuerzas de atraccion no son suficientes para mantenerlos unidos y al diluirlos
con agua, como asi requiere el equipo Zetasizer, se separan, obteniendo sistemas
estables (McClements, 2004, 2011). Por lo tanto, se determind que las mejores
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composiciones debido a tamafio y estabilidad con respecto al tiempo fueron los
tratamientos T4, T11y T12, los cuales se evaluaron también a una temperatura de

almacenamiento de 25 °C.

Estos tratamientos fueron almacenados por un lapso de 8 semanas a 25 °C. En la
Figura 31 se muestran las nanoemulsiones al final del periodo de almacenamiento
las cuales tuvieron el mismo comportamiento que las nanoemulsiones evaluadas a
4 °C excepto por la turbidez, ya que se muestran ligeramente opacas. Esto lo han
relacionado algunos autores, en el caso de surfactantes no ionicos, con la
deshidratacion de la cabeza polar debido a la presencia de glicerol combinado con
el incremento de la temperatura (25 °C) en el sistema; con lo cual se acelera su
coalescencia (Saberi et al., 2013). Se observa en la Figura 32, un incremento en la
movilidad de las particulas de los tratamientos T11 y T12, propiciando fenémenos
de agregacion, ya que estos son expresados mediante variaciones en las graficas
de estos tratamientos obteniéndose asi un incremento mayor en el tamafio de
particula, comparandolos con los sistemas a 4 °C. Con respecto al tratamiento T4,
si bien no se observaron fenbmenos de agregacion, si se nota la tendencia a
incrementar el tamafio de particula en la parte central del gréfico, lo mismo que

sucedi6 a 4 °C.

FIGURA 31. Nanoemulsiones almacenadas durante 8 semanas a 25 °C con
diferentes composiciones descritas en la Tabla 8
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FIGURA 32. Gréaficos de estabilidad por 60 dias (2 meses) de las
nanoemulsiones (T4, T11ly T12) a 25 °C elaboradas con diferentes
composiciones descritas en la Tabla 8

6.2.6 Evaluacion de los tratamientos 6ptimos

6.2.6.1 Efecto de la concentracion de MCT

En la Figura 33 se muestra la diferencia de tamafio de particula entre los
tratamientos T11 y T12 con respecto a T4. Los dos primeros tratamientos cuentan
con un tamafio de particula inferior a los 100 nm, a diferencia del tratamiento T4 que
supera los 100 nm. Se debe a que en la fase oleosa cuenta con MCT, lo cual

incrementa la cantidad de volumen encapsulado en la fase dispersa, ya que este se
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incrementa cuando es encapsulado por el surfactante (McClements y Rao, 2011).
Por lo tanto, el analisis estadistico mostro que desde el tiempo 0 son
significativamente diferentes T11 y T12 con respecto a T4 y se concluye que la

concentracion de MCT tiene efecto en el incremento del tamafio de particula.

a) 900
800 |-
700 |
600 |
500 |
a00 |

300 ABB ABB
200 tapg ABB ABB ABB ABB ABB ABB

100

Tamaiio de particula promedio (nm)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (semanas)

b) ET44°C ET114°C Ti124°C
900

800
700
600
500
400
300

Percentil D90 (nm)

200
100

Tiempo (Semanas)

ET44°C ET114°C Ti24°C

FIGURA 33. a) Tamafios de particula promedio de los tratamientos T4, T11ly
T12; b) Distribuciéon de tamafio (PercentilD90) de los tratamientos T4, T11ly
T12, durante un periodo de 8 semana
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6.2.6.2 Efecto de la temperatura de almacenamiento

La Figura 34 muestra que en el tiempo O, los tratamientos (T4, T1l y T12)
comparandolos entre temperaturas (4 y 25 °C) eran estadisticamente iguales. Sin
embargo, al pasar una semana se observa que en cada uno de los tratamientos
existe diferencia significativa entre la temperatura de 4 y 25 °C, que se ve reflejado
en un incremento de tamafio de particula. Por ejemplo, T4 tuvo un incrementd solo
0.21 veces a 4 °C, difiriendo de lo ocurrido a 25 °C, puesto a que el tamafio de
particula se incremento6 en 0.64. En el tratamiento T11 a 4 °C incremento 0.07 veces
su tamafio mucho menos que a 25 °C el cual se incrementé hasta 0.9, casi
duplicando su tamafo. El tratamiento T12 a 4 °C fue de 0.067 veces contra un
incremento superior a 25 °C de 0.46 veces. Esto era de esperarse ya que al
incrementar la temperatura se incrementaba el movimiento cinético de las
particulas, lo cual propiciaba una disminucién de las fuerzas de repulsién y
probablemente en fendmenos de coalescencia (McClements, 2011; Saberi et al.,
2013; Mehmood, 2015).0Obteniendo asi un incremento en el tamafio de particula de
cada sistema. Sin embargo, los tamafios de particula promedio no variaron el resto
de las semanas. Esto quiere decir que el sistema llego a un equilibrio entre las
particulas (McClements, 2011; Saberi et al., 2013; Mehmood, 2015). Por lo tanto,
almacenar las muestras a 4 °C favorece la estabilidad de cada uno de los

tratamientos.
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FIGURA 34. Tamafio de particula de los tratamientos T4, T11 Y T12 a dos
temperaturas diferentes (4 °C Y 25 °C) por un periodo de 8 semanas

6.2.6.3 Potencial ¢

En la Figura 35 se observa el potencial ¢ de las nanoemulsiones con un rango
negativo < -30 mV. La diferencia de la temperatura no fue determinante, asi como
el tiempo de almacenamiento para alterar su valor, ya que los valores promedio
obtenidos de cada uno de los tratamientos fueron los siguientes: T4 -34 mV, T11 -
37 mVy T12 -34 mV. Demostraron que la naturaleza de la carga negativa se debe
al ion fosfato de la PC (Saberi et al., 2013; Mehmood, 2015). Debido a que valores
inferiores a -30 mV da como resultado sistemas estables, coincidiendo asi con
McClements (2009).
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FIGURA 35. Efecto de la temperatura (4°C y 25 °C) sobre el potencial  en los
tratamientos T4, T11y T12, en un periodo de 8 semanas

6.2.6.4 Cuantificacion de a-Tocoferol de los tratamientos

6.2.6.4.A Porcentaje de encapsulamiento de a-Tocoferol

La determinacion del porcentaje de encapsulacion (Tabla 12) se realizé a partir de
las condiciones descritas en la seccion 5.1.5.3.A. De los tres tratamientos T4, T11
y T12, no se pudo determinar el porcentaje de encapsulacion de AT del tratamiento
T4, debido a la viscosidad elevada de la misma, lo cual provocé una rapida
colmatacion. Esto se puede deber al tamafio del poro (50 kDa) combinado con la
alta viscosidad y la fuerza tangencial aplicada, dando como resultado el
taponamiento de la membrana (Tejeda, 1995). Por lo tanto, se podria recomendar
utilizar un tamafo de poro mayor 100 kDa (Sari et al., 2014) o diluir la muestra para
disminuir la viscosidad del sistema. Con respecto a los otros dos tratamientos (T11
y T12), no existe una liberacion significativa en el permeado; esto significa que los

sistemas son eficientes para el encapsulamiento de AT (Figura 36).
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TABLA 12. Porcentaje de encapsulamiento después de ser filtrado por
centrifugacion a 5000 rpm

Tratamiento Concentracion Concentracion de Porcentaje de
antes de filtrar permeado mg/mL encapsulacion
T4 6.571 No determinado No determinado
T11 2.161 0.002 99%
T12 5.903 0.019 99%

T12

FIGURA 36 Fotografias del permeado de las nanoemulsiones (T4, T11y T12)
sometidas a filtracién por centrifugacion

6.2.6.4.B Determinacion de concentracion de a-Tocoferol

encapsulado

Las nanoemulsiones T4, T11 y T12 fueron evaluadas en funcion del tiempo y la
temperatura (4°C y 25°). Las nanoemulsiones evaluadas a 4 °C contenian una
concentracion inicial de encapsulamiento de 7.4 mg/mL NE, 5.2 mg/mL NE y 1.5
mg/mL NE para los tratamientos T4, T12 y T11, respectivamente. Las
nanoemulsiones evaluadas a 25 °C contenian 6.43 mg/mL NE, 5.1 mg /mL NE y
1.66 mg/mL NE para los tratamientos T4, T12 y T11, respectivamente (Figura 37).
Se sabe que la concentracion tedrica inicial de AT es de 14 mg/mL NE, sin embargo,
este parecio degradarse. Esto se debié probablemente a la termodegradacion por

el procesamiento en el ultrasonicador, asi como una oxidacion del compuesto
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bioactivo por el oxigeno en el medio (Acevedo, 2016). También la concentracion de
surfactante puede tener efecto en la proteccion del compuesto bioactivo. Esto
sucede cuando las concentraciones de surfactante son adecuadas, permite formar
una interfase lo suficientemente estable para proteger el compuesto bioactivo
(McClements y Rao 2011; McClements 2011). La razon principal por la cual se
entiende que la PC tiene la capacidad de evitar la oxidacion del AT es debido a que

reducen la permeacion de radicales libres (Qian y Decker, 2015).

La tendencia se observo también en las nanoemulsiones sometidas a 25 °C por lo
cual se puede decir que la temperatura de almacenamiento no tuvo un efecto

significativo (p<0.05) sobre la degradacion del compuesto bioactivo.
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FIGURA 37. Concentraciéon de a-Tocofgrol (AT) encapsulado y evaluado a dos
temperaturas de almacenamiento (4°y 25° C) durante 60 dias

77



RESULTADOS

6.2.6.5 Sistema de digestion in vitro

6.2.6.5.A Influencia en el tamafio de particula de los tratamientos

Inicialmente se estudio el impacto de encapsulamiento de AT en cada uno de los
tratamientos (T4, T11y T12). En la etapa inicial la fase oleosa que se utilizo para el
tratamiento T4, contenia 0.4 g de MCT, mientras que para los tratamientos T11y
T12, no se empled MCT, solo se usé una concentracion de 0.1 g AT al igual que en
T4. En la fase continua se afadieron 5 g de glicerol, 0.5 g de PC para el tratamiento
T11y 1 g para los tratamientos T4y T12.

Antes de someter las muestras al sistema de digestion in vitro, estas presentaron
un tamafo inicial promedio de particula de 53 nm, 85 nm y 140 nm en los
tratamientos T4, T11y T12, respectivamente. La influencia en el tamafio de particula
en cada una de las etapas del sistema se puede ver en la Figura 38. El tratamiento
T4 fue significativamente diferente a los otros dos tratamientos. Esto se relaciona
con la concentracion de MCT, ya que al existir una mayor concentracion de fase
oleosa encapsulada incrementé el tamafio de particula. Posteriormente, al ser
sometidas a las condiciones del sistema de digestion in vitro, en la etapa de la boca,
las nanoemulsiones (T4, T11l y T12) se mantuvieron relativamente estables a
cambios de pH y sales del medio. Mediante microscopia confocal (Figura 39) se
observé la agrupacion o formacion de aglomerados, debido a interacciones
poliméricas de la mucina con las interfaces de las nanoemulsiones provocando
floculacion (Yang y McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi et al., 2014).
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FIGURA 38. Influencia de las etapas de digestion in vitro (boca, estémago e
intestino delgado) en el tamafio de particula promedio de las
nanoemulsiones T4, T11ly T12

Una vez sometidas las nanoemulsiones a las condiciones de boca, la etapa
siguiente fue simular las condiciones gastricas del estbmago de acuerdo a la
literatura (Singh et al., 2009; Yang y McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi
et al., 2014). El pH no ejerci6 cambios abruptos con respecto al incremento en el
tamafo de particula. Esto es debido a la naturaleza del surfactante (PC), lo cual se
muestra en las Figuras 38 y 39, ya que fueron relativamente estables a fendmenos
de agregacion bajo las condiciones del sistema de digestion in vitro. De hecho, se
observa en la Figura 39 una disociacion de fléculos. Esto podria atribuirse a
diferentes razones: disolucion de la muestra (agregacion de jugos gastricos),
agitaciébn mecanica y pH acido (Salvia-Trujillo et al., 2013). También se cree que la
pepsina no tuvo efecto sobre la interfase de los fosfolipidos debido a que la enzima
Unicamente interactta en la hidrolisis de cadenas proteicas (Salvia-Trujillo et al.,
2013; Yang y McClements, 2013).
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FIGURA 39. Imdgenes de microscopia confocal de las nanoemulsiones
tefiidas con rojo nilo (lipidos) en las diferentes etapas del sistema de
digestién in vitro (boca, estdmago e intestino)

Posteriormente las nanoemulsiones se simularon en condiciones intestinales,
donde se logré apreciar un incremento en el tamafio de particula, mostrando asi
que son significativamente diferentes (Figura 38). Esto sugiere una marcada
reduccion en la estabilidad de las nhanoemulsiones después de verse sometidas a
condiciones intestinales (lipasa pancreética, Ca*?), lo cual se ve reflejado en un

incremento de tamafo de particula (Figuras 38 y 39). En esta parte del sistema
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sucedieron diferentes fendmenos fisicos; uno de ellos se debié a que los jugos
intestinales que contenian las sales biliares son altamente activas a la adherencia
en la superficie interfacial de las nanoemulsiones. Otro factor, el mas importante, es
la interaccion de la lipasa pancreética, que tiene la capacidad de absorberse en la
superficie de las particulas de las nanoemulsiones, convirtiendo tanto los MCT y
fosfolipidos en acidos grasos libres y monoglicéridos con respecto a los
triacilglicéridos. Esta digestion lipidica puede llegar a acumularse en la interfase de
las particulas, o estar alrededor de la misma. Esto depende del peso molecular de
las particulas hidrolizadas, asi como de las sales biliares, fosfolipidos y calcio (Yang
y McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi et al., 2014). Por lo tanto, se
esperaria que hubiese cambios internos e interfaciales en la composicion de las
micelas formadas. Ademas, se esperaria que al remover los acidos grasos libres y
los monoacilgliceridos obtenidos de la digestion se obtuviese una reduccién en el
tamafo de particula. Sin embargo, al haberse realizado la digestion lipidica en las
nanoemulsiones (T4, T11 yT12) tuvieron una tendencia a incrementar el tamafio de
particula por medio de la coalescencia (Yang y McClements, 2013). Por lo tanto, el
analisis sobre el tamafio de particula promedio real después de la digestion lipidica
fue complejo, debido a que el software utilizado para definir los tamafios de particula
funciona a partir de la dispersion de luz dinAmica. Esto se debe a que el software
asume que las particulas son: esféricas, diluidas y con indices de refraccion
definidos. Sin embargo, para el caso de estudio no sucedio, ya que se encuentran
particulas parcialmente digeridas, particulas de nanoemulsiones digeridas y
formacion de micelas. Por lo tanto, no se podrian tomar como esféricas y sus indices
de refraccion son diferentes (Yang y McClements, 2013; McClements y Li, 2010).
Por lo tanto, se debe ser pertinente y precavido en la interpretacion de los tamafios

de particula obtenidos después de la digestion lipidica.

6.2.6.5.B Influencia en el potencial { de los tratamientos

Los cambios en la carga eléctrica de las particulas fueron medidos en cada una de

las etapas del sistema de digestion in vitro (Figura 40). En la etapa inicial se observé
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que los tres tratamientos (T4, T11y T12) tuvieron una carga inferior a -30 mV y esta
carga puede ser atribuida a los grupos fosfatos de la PC (Hatanaka et al., 2010).
Esta carga negativa, en la simulacion de la boca se mantuvo en los tratamientos T4
y T11 y ascendio ligeramente en el tratamiento T12. Esto se puede deber a las
condiciones de pH neutro (pH 7) que se encuentran en la bocay el ligero descenso
se relaciona a la ionizacion de algunos minerales y la mucina absorbida en la
interfase de las nanoemulsiones (Sarkar, 2010; Yang y McClements, 2013). Esta
magnitud de la carga aumenta positivamente cuando es sometida a los liquidos
gastricos (pH 2.5) provocando la ionizacion de los grupos fosfatos de la PC. Este
aumento de carga positiva podria verse reflejado en un incremento de tamafo de
particula (Figura 40). Sin embargo, este fue ligeramente incrementado debido a que
aun existia una interfase lo suficientemente activa para prevenir esta agregacion
(Yang y McClements, 2013; Salvia-Trujillo et al., 2013).

Posteriormente, en la etapa del intestino delgado la carga negativa tiende a
disminuir en los tratamientos T4 y T12, y esto se relaciona con la neutralizacion del
pH, lo cual podria ionizar la carga del grupo fosfato al interactuar con el medio. Otra
razén es la adsorcion de las sales biliares en la interface de las nanoemulsiones,
las cuales generan una superficie negativa al ser aniénicas (Yang y McClements,
2013). Con respecto al tratamiento T11 se puede creer que este aumento se deba
al desplazamiento de las moléculas de sales biliares por &cidos grasos libres y
afectan en un incremento de fuerza catiénica, ademas de la interaccion de iones
Ca*?(Yang et al., 2015).
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FIGURA 40. Influencia de las condiciones del sistema de digestién in vitro en
el potencial { de los tratamientos T4, T11y T12

6.2.6.5.C Digestion lipidica de los tratamientos

La evolucion del AT encapsulado en la etapa del intestino delgado relacionado con
la digestion lipidica fue medida mediante una titulacion manual (bureta) para la
neutralizacion de los acidos grasos libres. La titulacion se realizé mediante la adicion
de NaOH a 0.25 M para mantener un pH neutro (pH 7) (Singh et al., 2009; Yang y
McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi et al., 2014).

En cada uno de los tratamientos (T4, T11 y T12), la hidrolisis enzimatica propicio
una liberacion rapida de &acidos grasos libres (Figura 41), ya que la lipasa
pancreatica interacciono rapidamente con los MCT y la PC. Sin embargo, el mayor
porcentaje de hidrolisis se obtuvo en el tratamiento T4 (90%) y esto se debio a los
acidos grasos de cadena media. En la literatura relacionan que sistemas coloidales
con acidos grasos de cadena media tienden a hidrolizarse mas rapidamente debido
al tamafo de su cadena (Singh et al.,, 2009; McClements, 2010; Yang y
McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi et al., 2014). Esto se relaciona con

los triacilglicéridos de cadena media que facilmente se dispersan sus cadenas de
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acidos grasos libres en el agua, en comparacion con las cadenas largas de los
fosfolipidos. Estos acidos grasos tienden a migrar rapidamente a la fase continua
gue rodea a la fase dispersa, por lo tanto, no obstruye la interaccion de la lipasa
pancredtica con el sustrato (Singh et al., 2009; McClements, 2010; Yang Yy
McClements, 2013; McClements y Li, 2010; Yi et al., 2014). Con los &cidos grasos
libres de cadena larga de la PC sucede todo lo contrario, ya que tienden a
acumularse en la interfase de las particulas y por lo tanto obstruyen el sustrato que
interactta con la lipasa pancreatica (Yang y McClements, 2013; McClements y Li,
2010). Para poder incrementar la digestidn lipidica en los &cidos grasos de cadena
larga se necesita la cantidad suficiente de sales biliares y calcio libre, los cuales
funcionan como detergentes para remover los acidos grasos de la superficie de las

particulas, que podrian precipitar o solubilizarse (Yang y McClements, 2013).
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FIGURA 41. Porcentaje de liberacién de los acidos grasos libres (AGL)

debido a la hidrolisis enzimética de los tratamientos T4, T11y T12 durante
120 min.
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6.2.6.5.D Determinacion de la bioaccesibilidad de a-Tocoferol de

los tratamientos

El analisis de la bioaccesibilidad del AT fue medido después de la digestion lipidica,
utilizando la metodologia de la seccion 5.1.5.4.D, se observo la formacion de dos
capas en los tratamientos T4, T11y T12, un sedimento color blanco y la fase micelar
translucida. La fase micelar fue medida para determinar la distribucion del tamafio
de particula después de ser filtrada por una membrana tipo PVDF de 0.45 pum. Esto
se hizo con la finalidad de asemejar de manera in vitro el paso de las vesiculas y
micelas mixtas formadas a través de la mucosa intestinal. Ya que si estas eran
capaces de superar la membrana (400 nm), se aseguraba que las micelas formadas
podrian ser llevadas a las microvellosidades del intestino delgado para asi ser
transportadas al torrente sanguineo. Esto sucedi6 en cada uno de los tratamientos,
debido a que obtuvieron tamafios de particula promedio de 147 nm, 158 nm y 212
nm para los tratamientos T4, T11 y T12, respectivamente (Figura 42a) (Yang y
McClements, 2013; Yi et al., 2014).

En las composiciones T11 y T12 se observo que la parte inferior del tubo fueron
sales biliares, Ca*? y proteinas y la fase micelar se observé con una textura
translucida. La composicion T4 mostré en mayor proporcion una capa blanca,
posiblemente mayor proporcion de micelas, las cuales eran de un tamafo elevado

y particulas parcialmente digeridas (Figura 42b) (Yi et al., 2014).

Con respecto a la bioaccesibilidad, el tratamiento T4 obtuvo un 17%, el tratamiento
T11 fue de 41.71% y T12, 75 % de bioaccesibilidad. Con ello se muestra que fue
mucho mas eficiente la proteccién con los tratamientos T11y T12 (Figura 43). Esto
se puede relacionar con la formacién de micelas mixtas a partir de los acidos grasos
de cadena larga, los cuales al emulsionar tienden a encapsular el compuesto
bioactivo, debido a la cadena larga de acidos grasos de la PC a diferencia de los
acidos grasos de cadena media, donde eso no fue posible. Presumiblemente fue
por el tamafio de la cadena (media), ademas de la formacion de quelados con el
calcio (Yi et al., 2014).
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FIGURA 42. a) Tamafio de particula promedio de las micelas formadas
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FIGURA 43. Bioaccesibilidad de los diferentes tratamientos (T4, T11y T12)
después de la digestién in vitro
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7 CONCLUSIONES

. Las nanoemulsiones elaboradas con LPC tuvieron tamafios de particula
promedio superior a los 500 nm, a diferencia de las emulsiones con PC, las
cuales se obtuvieron con tamafios de particula inferior a los 500 nm.

. Los mejores tratamientos obtenidos con respecto a su estabilidad y tamafio
de particula fueron los tratamientos T4 (142.5 nm), T11 (71.8 nm) y T12 (74.7
nm). El factor determinante fue la baja concentracion de a-Tocoferol (0.1 g)
que contenian.

. La concentraciéon de surfactante (1g) en los tratamientos T4 y T12 propicio
una mayor proteccion al o-Tocoferol encapsulado, ya que en estos
tratamientos se logré conservar concentraciones mayores (7.4 mg/mL NE y
5.2 mg/mL NE respectivamente) de AT, con respecto al tratamiento T11 que
anicamente logré conservar una concentracion de 1.5 mg/mL NE, puesto que
tenia una menor concentracion de PC (0.59)

. El' porcentaje de encapsulamiento de los sistemas acarreadores
desarrollados fue eficiente (99%).

. Elmayor porcentaje de bioaccesibilidad (75%) se logro en el tratamiento T12,
debido, principalmente, a la concentracion del surfactante (1 g) y ausencia
de MCT.

. La presencia de MCT incrementd la digestién lipidica, pero disminuyé la

bioaccesibilidad del compuesto bioactivo.
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9 APENDICES

9.1 Determinacion de la concentracion de Fosfolipasa A1

Para determinar la concentracion de la Fosfolipasa A1 se usé el método de
cuantificacion de proteinas de Kruger (2009), utilizando un espectrofotometro UV-
Vis Agilent 8453 (absorbancia a 595 nm) y albumina de suero bovina como estandar
(Figura 44). La concentracion final de proteina fue de 1.58 mg/mL = 0.7.

1.2000

y =0.7817x + 0.174

0.8000 |
0.6000 F

0.4000 o’

Absorbancia 595nm

0.2000

0.0000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
mg/mL

FIGURA 44. Curva de calibracién de Proteina
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9.2 Gréficos de Turbiscan

Graficos de nanoemulsiones sometidas a almacenamiento (4 °C) durante 60 dias
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Tratamiento T3
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Tratamiento T6
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Tratamiento T9
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Tratamiento T12
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Tratamiento T15
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FIGURA 45. Graficos de estabilidad de almacenamiento a 4 °C durante 60
dias de los diferentes tratamientos: T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T10,

T11, T12,T13, T14,T15, T16
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Formacion de nanoemulsiones por ultrasonicacion

FIGURA 46. Nanoemulsiones elaboradas y evaluadas para su
almacenamiento a 4 °C: a) obtenidas después de ultrasonicarlas (tiempo 0);
b) nanoemulsiones después de 60 dias de almacenamiento a una
temperatura de 4 °C
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Graficos de nanoemulsiones sometidas a almacenamiento (25 °C) durante 60 dias
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Tratamiento T12
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FIGURA 47. Gréficos de estabilidad de almacenamiento a 25 °C durante 60
dias de los diferentes tratamientos: T4, T11, T12

Formacion de nanoemulsiones por ultrasonicacion

a)

FIGURA 48. Nanoemulsiones elaboradas y evaluadas para su
almacenamiento a 25 °C: a) obtenidas después de ultrasonicarlas (tiempo 0);
b) nanoemulsiones después de 60 dias de almacenamiento a una
temperatura de 25°C
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