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Resumen

La zeina es una proteina rica en prolina, proveniente del maiz, la cual ha sido
estudiada ampliamente para la formulaciébn de sistemas de liberacion. Su
caracteristica hidrofébica la hace un candidato ideal para el desarrollo de
particulas poliméricas de origen natural, las cuales pueden ser empleadas para la
liberacion controlada de farmacos u otras moléculas funcionales como los
nutracéuticos. Sin embargo el uso de particulas coloidales a base de zeina como
sistemas acarreadores de sustancias activas en alimentos puede no ser Optimo
debido a que estas no son estables a diferentes valores de pH que se pueden
encontrar en alimentos. La presente tesis de maestria esta dirigida al desarrollo de
nuevos sistemas de encapsulacion con un valor potencial en aplicaciones
alimentarias. En este estudio utilizando la técnica de dispersién liquido-liquido se
indica la posibilidad de usar HMP y B-lg para la estabilizacion de sistemas
nanoparticulados a base de zeina con propiedades que pueden ser moduladas
mediante el pH y la concentracidn del estabilizante empleado. Un incremento en la
concentracion de polisacarido da particulas cargadas mas negativamente, asi
mismo tamafios de particula mayores hasta que se alcanza la concentracion de
saturaciéon. Sin embrago este comportamiento no se observa tan marcadamente
en todos los valores de pH. Para el caso de la B-lactoglobulina (B-Ig) se presentan
particulas solubles a pH de 8 y 7, pero una agregacion muy grande a pH de 6 a 3,
la cual puede ser atribuido a la neutralizacion de las cargas entre las
macromoléculas y enlaces. Las nanoparticulas formadas en este estudio pueden
ser empleadas como sistemas de liberacion en alimentos con pH de 5y 6 para el
caso de aquellos sistemas estabilizados con pectina a una concentracion = 0.9%
en donde los tamafos de particula son menores. Las particulas de zeina son
inestables cuando se incorporan a matrices con valores de pH por arriba de su pl,

pero estables cuando se forman en presencia de pectina.

(Palabras clave: nanoparticulas, zeina, pectina alto metoxilo, B-lactoglobulina,

dispersioén liquido-liquido.)



Summary

Zein is a proline-rich protein obtained from corn, which has been studied
extensively as a biomaterial for delivery systems. Its hydrophobic property makes it
an ideal candidate for the development of natural biopolymeric colloidal particles,
which can be used for controlled release for drugs or other functional molecules
such as nutraceuticals. However, the use of zein colloidal particles in foods or as
delivery systems may not be optimal because these system is not stable at pH of
food. This master thesis is focused on developing new encapsulation systems with
a potential value in food applications. In this study using the technique of liquid-
liquid dispersion will develop nanoparticulate structures including zein and
biopolymers such as high metoxil pectin or B-lactoglobulin, as stabilizers. The
properties of the structures are modulated by pH and biopolymers concentration.
An increased in polysaccharide concentration generate nanoparticles negatively
charged, resulting in bigger particle sizes. But this effect is not the same in all the
range of pH. The systems stabilized with B-lactoglobulin show soluble particles at
pH 8 and 7, but aggregate when the pH is in the range of 6 to 3 because of
molecule neutralization of charge. The resulting nanoparticles stabilized with =
0.9% pectin concentration can be used as delivery systems in food with pH 6 or 5,
the particle size in this condition are smaller. Zein nanoparticles are unstable when
are incorporating in food matrix with pH values above the pl of zein, but stables
with pectin as stabilizer.

(Key words: nanopatrticles, zein, high metoxil pectin, p-lactoglobulin, liquid-liquid

dispersion.)
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l. INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas o mas la percepcion de la poblacion con
respecto a los alimentos ha cambiado drasticamente, estos han pasado de ser
satisfactores de hambre a ser una fuente de bienestar. Este creciente interés por
parte de los consumidores ha conducido a la aparicibn de una categoria de
alimentos especializados, conocidos comUnmente como alimentos funcionales,
que se basa en el enriquecimiento de los productos alimentarios con
micronutrientes (ej. Vitaminas y minerales) o ingredientes funcionales (ej.
fitoquimicos como polifenoles, fitoesteroles) o una combinacién novedosa de
ingredientes, tales como, fibra afadida a bebidas, aceite de pescado afiadido al
pan o cultivos bacterianos afiadidos a productos lacteos. Estos alimentos ademas
de nutrir son capaces de producir beneficios para la salud (Heidebach et al.,
2012).

Por lo que la industria alimentaria ha centrado su investigacion en
productos de esta naturaleza (Schrooyen et al., 2001; Carneiro et al.,, 2012).
Aunque el desarrollo de estos productos no es una tarea sencilla, ya que a
menudo la adicibn de ingredientes funcionales a los alimentos conduce a
problemas que van desde dificultades de formulacion, estabilidad, apariencia,
hasta su interaccion con la matriz alimentaria y disminucién de la bioaccesibilidad
de los compuestos. Representando asi nuevos desafios para la industria

alimentaria.

Existen basicamente dos formas de adicionar ingredientes (funcionales) a
un alimento: en su forma soluble, como solucion o en su forma insoluble como
dispersion. Si la solubilidad lo permite, afiadir los ingredientes solubles es muy
ventajoso en términos de facilidad de formulacién, en donde los ingredientes
pueden ser afadidos por simple disolucién. Ademas el componente soluble se
encontraria mas facilmente disponible para la absorcion y por lo tanto conduciria a

una mejor bioaccesibilidad; sin embargo, la forma soluble da caracteristicas

1



gustativas inherentes. Ademas, la reactividad quimica de la forma soluble sera
mas elevada conduciendo a interacciones no deseadas con los componentes del
producto que pueden incluir por ejemplo decoloracion y precipitacion. Adicionando
el ingrediente en su forma insoluble se puede considerar para aquellos
ingredientes que imparten sabores indeseables o aquellos que muestran alta
reactividad quimica. Por el otro lado, la forma insoluble conduce a cambios en la
textura debido a la posible cremacion o sedimentacion. La presencia de grandes
particulas insolubles también puede conducir a la arenosidad, alterando la
palatabilidad del producto. También puede significar un riesgo potencial debido a
la disminucién de la bioaccesibilidad aunada a la insolubilidad de los ingredientes

funcionales afadidos.

En consecuencia, ingredientes funcionales como: vitaminas (Luo et al.,
2011; Ziani et al., 2012), farmacos (Xiao y Zhong, 2011), antioxidantes (Arcan y
Yemenicioglu, 2011; Zou et al., 2012) y antimicrobianos (Fu et al., 2009; Wu et al.,
2012); son poco utilizados directamente en su forma pura, en su lugar son
incorporados dentro de algun sistema de liberacion. Las caracteristicas del
sistema de liberacion influyen en la eficacia de los ingredientes funcionales en
muchos productos alimentarios. Hasta el momento los sistemas de liberacion
coloidales logran un claro balance entre la forma soluble y la insoluble y ofrecen

una alternativa prometedora a la actual formulacion practica.

En la forma coloidal, los ingredientes conservan su caracteristica insoluble
en el producto por lo que se presentan menos problemas en cuanto al sabor o la
reactividad quimica pero una vez que sean ingeridos, estos son solubilizados en
condiciones in vivo y presentan una buena bioaccesibilidad. En el éarea
farmacéutica, los sistemas de liberacion han presentado enfoques alternativos en
cuanto a la formulacién de farmacos. A lo largo de los afios el area de los sistemas
coloidales ha evolucionado desde la identificacion de nuevos materiales
empleados para el transporte pasivo o activo de aditivos y mas recientemente a

sistemas biologicamente activos (Patel y Velikov, 2011).



Es bien sabido que los sistemas coloidales como sistemas de liberacion
pueden ser una fuente de informacién para el desarrollo de estos sistemas en
alimentos. Actualmente, existe un creciente interés en el desarrollo de sistemas
coloidales como matrices encapsulantes basadas en materiales naturales,
biodegradables y comestibles como polisacéaridos, lipidos y proteinas. Estas
dltimas, al poseer un alto valor nutricional y funcional se convierten en vehiculos o
componentes atractivos para la construccién de sistemas para la liberacion de una
serie de compuestos bioactivos tanto hidrofilicos como hidrofébicos (Schrooyen et
al., 2001).

En México, el maiz forma parte de nuestra alimentacion diaria, es el
cultivo de mayor presencia en nuestro pais, constituye un insumo para la
ganaderia y para la obtencion de numerosos productos industriales, por lo que,
desde el punto de vista alimentario, econdmico, politico y social, es el cultivo
agricola mas importante (SIAP, 2008). El maiz (Zea mays ssp. mays), al igual que
el trigo, el arroz, la cebada, el centeno y la avena pertenecen a la familia Poaceae.
Este cultivo se origind mediante el proceso de domesticacion que llevaron a cabo
los antiguos habitantes de Mesoamérica, a partir de los “teocintles”, gramineas
muy similares al maiz, que crecen de manera natural principalmente en México y

en parte de Centroamérica.

El proceso de domesticacion del maiz inicio hace aproximadamente
10,000 afos, asociado a la invencion y desarrollo independiente de la agricultura
en Mesoameérica, y continua en el presente con el manejo, el cultivo y seleccién
gue hacen afio con afio los agricultores. Hoy dia el maiz es el segundo cultivo del
mundo por su produccion, después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer
lugar. El maiz es el primer cereal en rendimiento de grano por hectarea y es el
segundo, después del trigo, en produccién total. Ademas el maiz es de gran
importancia econdmica a nivel mundial ya sea como alimento humano, como
alimento para el ganado o como fuente de un gran namero de productos

industriales. La diversidad de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maiz es



mucho mayor que la de cualquier otro cultivo. Habiéndose originado y
evolucionado en la zona tropical como una planta de excelentes rendimientos, hoy
dia se cultiva hasta los 58° de latitud norte en Canada y en Rusia y hasta los 40°
de latitud sur en Argentina y Chile. La mayor parte del maiz es cultivado a altitudes
medias, pero se cultiva también por debajo del nivel del mar en las planicies del
Caspio y hasta los 3 800 msnm en la cordillera de los Andes. Las mayores partes
del grano de maiz son el endospermo y el germen, los cuales contienen la mayor
cantidad de almidon y aceite, respectivamente. El contenido de proteina de las
diferentes variedades es de 6-12% base seca. Alrededor del 75% de la proteina se
encuentra en el endospermo. La zeina pertenece al grupo de las prolaminas,
proteinas caracteristicas de los cereales (el equivalente a la hordeina en la cebada
y la gliadina en el trigo). Debido a su insolubilidad en agua su uso en productos
alimentarios ha sido limitado, sin embargo a mediados del siglo 20 se buscé la

posibilidad de ser empleado como polimero industrial.

La zeina ha sido aplicada exitosamente como material acarreador para la
formacion de peliculas, recubrimientos, microesferas y microcapsulas (Arcan y
Yemenicioglu, 2011; Cho et al., 2002; Fu et al., 2009; Hurtado-L6pez y Murdan,
2006; Liu et al., 2005; Luo et al., 2011; Mastromatteo et al., 2009; Muthuselvi y
Dhathathreyan, 2006; O"Donell et al., 1999; Patel et al., 2010a, Patel et al., 2010b;
Patel et al., 2012; Parris et al., 2005; Quispe-Condori et al., 2011; Singh et al.,
2010; Wang et al., 2005, Xiao y Zhong, 2011; Zhong y Jin, 2009; Zhong et al.,
2009; Zou et al, 2012) para el atrapamiento y la liberacion controlada de
farmacos, aceites esenciales o micronutrientes en el area farmacéutica y

alimentaria.

Sin embargo, este tipo de sistemas de liberacion no son estables a cambios de
pH, fuerza i6nica o temperatura, por lo que es necesaria su estabilizacion para ser
empleados en una matriz compleja, como es el caso de los alimentos. El uso de

estabilizantes como polisacaridos o proteinas presenta una opcion viable para el



desarrollo de sistemas acarreadores estables a factores inherentes a la matriz

alimentaria.



.  MARCO TEORICO

[.1. Sistemas de liberacién coloidal

En la naturaleza no abundan las sustancias puras. La mayoria de las sustancias
son sistemas de mas de un componente quimico. Aquellos sistemas en los que
encontramos componentes macromoleculares, como proteinas, polisacaridos,
polimeros sintéticos, entre otros presentan comportamientos especificos que les
confieren ciertas particularidades. Esto hace que sean considerados como un tipo
especial de sistemas dispersos o sistemas coloidales (Rodriguez, 2006). Los
sistemas coloidales de liberacién son sistemas de, al menos, dos fases, una de
ellas dividida en pequefias particulas (fase dispersa, fase discontinua) a las que
rodea completamente otra sustancia (fase dispersante, fase continua). Estos
sistemas pueden ser clasificados de la siguiente manera: i) dispersiones de
sélidos en liquidos, ii) dispersiones de liquidos en liquidos vy iii) dispersiones de
moléculas autoensambladas. La Figura 1 muestra una representacion
esquematica de algunas caracteristicas de los diversos sistemas de liberaciéon
coloidal en cuanto a su composicion, tamafo, morfologia y superficie (Patel y
Velikov, 2011).

Los sistemas de liberacion coloidal pueden estar compuestos de un solo
componente-activo (particulas coloidales) o una combinacién de bioactivos
incorporada a una matriz (por ejemplo, nanoparticulas poliméricas, particulas
sélidas de lipidos, etc.), el estado de agregacion del sistema podria ser liquido
(emulsiones); cristalino o sélido amorfo (particulas coloidales) y cristales liquidos
(mesofases). El tamafio puede variar desde alrededor de 10 nm para las micelas a
cientos de nanometros para las otras dispersiones. La estabilizacion es el requisito
basico para la formacion de sistemas coloidales, esta se puede lograr ya sea por

carga superficial (estabilizacion electrostatica); adsorcion superficial de una capa



de tensoactivo o un polimero (estabilizacion estérica) o una combinacién de

ambas (estabilizacion electroestérica) (Patel y Velikov, 2011).

Composicion Simple o Mezcla (Activo + Matriz)

Tamaifio o /‘) " ’
A apariencia solida
Morfologia : , ’ liquido-liquido

cristales mesofase
amorfos
ot - % |
o ) - 2 olimero
Superficie + r x E
P + AR < _ surfactante
¢..‘"+ %‘&

estabilizacion proteina
por carga

estabilizacion
estérica

Figura 1. Representacion esquematica de las caracteristicas de los sistemas
coloidales en términos de composicion, tamafio y propiedades de superficie.

Este tipo de sistemas abarca una amplia gama de sistemas de dispersién
que van desde emulsiones submicrénicas y particulas coloidales hasta liposomas
y micelas (Patel y Velikov, 2011). Hasta el momento uno de los sistemas de
liberacibn mas ampliamente estudiado son los liposomas, siendo disefiados
inicialmente para la administracion de farmacos. Su estructura consiste en una
vesicula formada a partir de una o mas bicapas lipidicas, generalmente compuesta
por fosfolipidos, que rodea un nucleo acuoso. La presencia de un dominio
hidréfobo y uno hidréfilo dentro de la estructura del liposoma permite su utilizacion
como portadores de moléculas de ambas naturaleza, las interacciones entre los
liposomas y los compuestos activos estan dadas por enlaces no covalentes. Los
lipidos que integran los liposomas son facilmente degradables in vivo, permitiendo

gue sus componentes sean removidos del cuerpo facilmente. Sin embargo,



algunas de las limitaciones de su uso en productos alimenticios incluyen
generalmente altos costos de las materias primas, el uso de disolventes orgénicos
y tensoactivos sintéticos en el proceso de preparacion, la baja estabilidad a pH
acidos y la baja eficiencia de encapsulado (Costantino et al., 2009; Patel y Velikov,
2011).

Las micelas por otro lado tienen de alguna manera una limitada capacidad
para encapsular compuestos bioactivos (Costantino et al., 2009). Su estructura
puede explicarse de la siguiente manera: cuando las micelas se encuentran en
medios polares como el agua, la parte hidréfoba de los compuestos anfifilicos
tiende a situarse lejos de la fase polar, mientras que la parte polar de las
moléculas tiende a localizarse en la interfaz micela-disolvente y asumir varias
formas, dependiendo de las condiciones y la composicion del sistema, tales como
esferas, discos o varillas. La carga de las micelas se basa generalmente en la
encapsulacion fisica durante el proceso de montaje de las micelas, en el cual los
compuestos activos pueden ser secuestrados por el ndcleo de la micela. Los
sistemas micelares tiene ciertas ventajas como sistemas de liberacion: tamafio
pequefio (tipicamente <10 nm), estabilidad termodindmica y estabilidad coloidal.
Sin embargo, tienen una limitada solubilidad la cual est4d determinada por la
especificidad del surfactante y su concentracion. Ademas, estos sistemas de
agentes tensoactivos (incluyendo microemulsiones y sistemas autoemulsificantes)
tienen la tendencia de impartir sabor indeseable a la formulacion debido a la alta
concentracion de tensoactivo limitando asi su uso en productos alimentarios (Patel
y Velikov, 2011).

Al igual que los liposomas las emulsiones han sido estudiadas
ampliamente y es el sistema coloidal cominmente empleado en la industria
alimentaria. Una emulsion es un sistema de dispersion termodinamicamente
inestable que se compone de dos liquidos inmiscibles estabilizados por moléculas
tensoactivas. Las emulsiones pueden tener tamafios de particula muy amplios, sin

embargo puede darse el caso en que los tamafos de particula sean tan pequefios



gue estos sistemas se asemejen a las micelas debido a su comportamiento, a su
organizacion espontanea y a la forma en que interacttan. Con el fin de liberar los
compuestos bioactivos las emulsiones necesitan someterse a un complejo
proceso de digestion de los lipidos en donde estos interactian con la bilis y

enzimas digestivas en el intestino (Patel y Velikov, 2011).

A diferencia de los sistemas de liberacion mencionados anteriormente, las
nanoparticulas presentan una ventaja significativa cuando se pretende escalar su
produccion debido a que se emplean tanto materias primas como procesos de
elaboracion de bajo costo, facilmente escalables (Costantino et al., 2009; Zhong y
Jin, 2009).

[I.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como dispersiones particuladas o sélidos
coloidales con un tamafio que va desde 1 nm hasta 1000 nm, disefiadas
generalmente a partir de polimeros que pueden ser degradados in vivo (Mohanraj
y Chen, 2006; Zou et al., 2012). Las nanoparticulas son un término colectivo
empleado para las nanocapsulas y nanoesferas, las cuales se pueden obtener

dependiendo del método de preparacion (Figura 2) (Reis et al., 2006).

Las nanocapsulas son sistemas vesiculares en los cuales el activo esta
conferido en una cavidad o ndcleo rodeado por una membrana polimérica,
mientras que las esferas son sistemas matriciales en los cuales el bioactivo se
encuentra incrustado en la matriz polimérica de manera uniforme (Mohanraj y
Chen, 2006; Patel y Velikov, 2011; Reis et al., 2006).



Nanocapsulas Nanoesferas

Pared polimérica

Compuesto activo

Nucleo liquido )
Matriz polimérica

Compuesto

activo

Figura 2. Representacion esquematica de nanoparticulas poliméricas.

Aunque los liposomas han sido empleados como acarreadores
potenciales con ventajas Unicas incluyendo la proteccion de los farmacos contra la
degradacion, dirigir al sitio de accién, reduccién de la toxicidad y efectos
secundarios, sus aplicaciones son limitadas debido a problemas inherentes como
son: baja eficiencia de encapsulaciéon, rapida difusion del farmaco y pobre
estabilidad durante su almacenamiento. Por otra parte, las nanoparticulas

poliméricas ofrecen algunas ventajas especificas sobre los liposomas.

II.3. Ventajas del uso de los sistemas nanoparticulados

Las nanoparticulas formuladas a partir de polimeros tanto sintéticos como
naturales han sido usadas como sistemas acarreadores por las siguientes razones
(Reis et al., 2006; Singh y Lillard Jr.; 2009).

1. Mejoran la biodisponibilidad de aquellos compuestos bioactivos que
presentan caracteristicas pobres de absorcién.
Prolongan el tiempo de residencia de los bioactivos en el intestino.
Controlan la liberacién de los compuestos con actividad bioldgica.
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4. Dirigen la liberacion del bioactivo a un érgano en especifico y reducen su
toxicidad.

5. Reducen la irritaciébn de la mucosa intestinal producida por el compuesto
bioactivo.

6. Aseguran la estabilidad del bioactivo en el tracto gastrointestinal (TGI).

II.4. Caracteristicas importantes de las nanoparticulas

Il.4.1 Tamafio de particula

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio son las caracteristicas
mA&s importantes en un sistema nanoparticulado. Estos determinan la distribucion
in vivo, la estabilidad de las nanoparticulas, la carga, toxicidad y liberacion del
activo, asi como su blanco de accion (Mohanraj y Chen, 2006; Singh y Lillard Jr.
2009). Un tamafio de particula menor tiene mayor area superficial, por lo tanto, la
mayoria de los activos asociados estaran mas cerca de la superficie de la
particula, lo que lleva a la liberacion mas rapida del activo. Mientras que,
particulas de mayor tamafio tienen nulcleos mas grandes, permiten la
encapsulacion de mas activo y una difusiébn paulatina. Menores tamafios de
particula tienen mayor riesgo de agregacion de las particulas durante el

almacenamiento y el transporte de la dispersion (Redhead et al., 2001).

El reto mas grande durante el disefio de un sistema nanoparticulado es
formular las nanoparticulas con el tamafio de particula mas pequefio y una mayor
estabilidad. La degradacion del polimero también puede verse afectada por el
tamafio de particula. Actualmente, el método mas rapido y de rutina para
determinar el tamafio de particula es mediante espectroscopia de correlacion de

fotones o por dispersion dinamica de luz (dynamic light scattering).
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I1.4.2. Propiedades de superficie

Ademas del tamafio de las nanoparticulas, la hidrofobicidad de la
superficie de las nanoparticulas determina la circulaciébn in vivo de las
nanoparticulas y la probabilidad de que estas lleguen al 6rgano blanco. Esto se
puede lograr mediante el recubrimiento de las nanoparticulas con
polimeros/surfactantes hidrofilicos o la formulacibn de nanoparticulas con
copolimeros biodegradables. El potencial zeta de la nanoparticula se utiliza
generalmente para caracterizar la carga superficial de las nanoparticulas. Este
refleja el potencial eléctrico de las particulas, el cual estd influenciado por la
composicidon de la particula y el medio en el que se dispersa. Las nanoparticulas
con un potencial zeta por arriba de +/- 30 mV han demostrado ser estables en
suspensién, ya que la carga superficial evita la agregacion de las particulas. El
potencial zeta también puede ser empleado para determinar si un compuesto
activo se encapsula dentro de la nanoparticula o es absorbido en la superficie
hidrofilica (Mohanraj y Chen, 2006; Singh y Lillard Jr. 2009).

11.4.3. Carga del activo

Para que un sistema nanoparticulado sea considerado exitoso debe
poseer una alta capacidad de carga del compuesto activo que se desea
encapsular. La carga de activos se puede hacer por dos métodos: a) Incorporacién
al momento de produccion de las nanoparticulas, b) Absorcion del activo después
de la formacion de las nanoparticulas, mediante la incubacion del acarreador con
una solucion concentrada del activo. La carga del activo y la eficiencia de
atrapamiento depende en gran medida de las caracteristicas quimicas tanto del
componente bioactivo como del material matricial o polimero (Constantino et al.,
2009; Mohanraj y Chen, 2006; Singh y Lillard Jr. 2009).
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11.4.4. Liberacion del activo

Durante la formulacidbn de un sistema nanoparticulado es importante
considerar tanto la liberacién del activo como la biodegradacion del polimero. En
general, la tasa de liberacién del activo depende de: a) la solubilidad del activo, b)
la desorcion del activo a la superficie de la nanoparticula; c) la difusion del activo
a través de la matriz polimérica; d) la erosion/degradacion de la matriz de la
nanoparticula, y e€) la combinacién de procesos de erosion/difusion. Por lo tanto la
liberacibn del componente activo se rige por la solubilidad, la difusion y la
biodegradacion de los materiales de la matriz. Una liberacién inicial rapida se
atribuye principalmente a la unién débil o la adsorcion de los activos a la gran area
superficial de las nanoparticulas (Mohanraj y Chen, 2006; Singh y Lillard Jr. 2009).
Es evidente que el método de incorporacion del activo tiene un efecto sobre el
perfil de liberacion. Estas pueden ser sintetizadas mediante la polimerizacion de
monomeros (emulsion o dispersibn) o por la dispersion de polimeros

(nanoprecipitacion o evaporacion de solvente) (Johnston et al., 2011).

II.5. Técnicas de preparacion de las nanoparticulas

Hasta el momento se han desarrollado un sinnimero de técnicas de
encapsulacién y gracias a ello las funcionalidades al aplicar estas técnicas son
muy amplias. Existen sustancias empleadas comunmente para promover la rapida
liberacién de los activos contenidos en las nanoparticulas mediante cambios de
pH (cobertura entérica), estrés mecanico, temperatura, actividad enzimatica,
tiempo y fuerza osmoética (Gouin, 2004). Sin embargo es necesario considerar
algunos criterios clave para saber si la técnica de microencapsulacion es
adecuada (Fernandez et al., 2002; Aldana et al., 2004):
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Las especificaciones del producto se deben alcanzar a un bajo costo.
Reproducibilidad de la técnica.

Disponibilidad de instalaciones y servicios.

Alto rendimiento.

La estabilidad y actividad biolégica de algunos ingredientes bioactivos.
La eficiencia de encapsulado.

Los perfiles de liberacion del activo dentro de los limites especificados.

La ausencia de agregacion o adhesion de las particulas.

© © N o g b~ 0w DdhPRE

Los niveles residuales del disolvente organico, dentro de los limites

reglamentarios.

La cuestion de los costos no puede ser demasiado estricta para la
industria farmacéutica, pero es definitivamente un factor importante para la
industria alimentaria debido a su bajo margen de beneficios. Sin embargo, en
algunos casos, el alto costo podria ser justificado por el valor afiadido de los
productos (Fernandez et al., 2002; Villena et al., 2009). Diversos métodos han sido
propuestos para la produccion de sistemas nanoparticulados. En general, estos
métodos pueden ser divididos en tres grupos: 1) Dispersion de polimeros
preformados; 2) Polimerizacion de mondmeros; y 3) Gelacién ibnica o

coacervacion de polimeros hidrofilicos.

11.5.1. Dispersion de polimeros preformados

La dispersiéon de polimeros preformados es una técnica comunmente
empleada para preparar nanoparticulas biodegradables a partir de acido polilactico
(PLA, por sus siglas en inglés); poli (D, L-glicdlico) (PLG, por sus siglas en inglés);
poli (D, L-lactido-co-glicolido) (PLGA, por sus siglas en ingles) y poli (cianoacrilato)
(PCA) (Mohanraj y Chen, 2006). Esta técnica puede ser empleada de diferentes

maneras.
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a) Evaporacion de solvente.

En este método, el polimero se disuelve en un solvente organico como
diclorometano, cloroformo, o etilacetato; el compuesto activo puede ser disuelto
empleando el mismo disolvente. La solucion resultante es emulsificada en una
solucion acuosa que contenga el agente emulsificante o surfactante para dar
como resultado una emulsion estable de aceite en agua (o/w, por sus siglas en
ingles). Posteriormente el solvente organico es evaporado ya sea mediante
agitacion continua o reduciendo la presion del sistema. Los tamafos de
particula del sistema se ven influenciados por el tipo y las concentraciones del
estabilizador, la velocidad de homogeneizacion y la concentracion del polimero.
Con el fin de producir particulas de menor tamafio, a menudo se emplean
homogenizaciones a altas velocidades o ultrasonicaciéon (Mohanraj y Chen,
2006).

b) Emulsificacion espontanea o difusién de solvente.

En este método el solvente miscible en agua junto con una pequefa
cantidad del solvente organico miscible en agua es empleado como fase
oleosa. Debido a la difusibn espontanea de los solventes se crea una
turbulencia interfacial entre las dos fases dando como resultado la formacion de
pequefias particulas. A medida que la concentracion del solvente miscible en

agua aumenta, el tamafio de particula disminuye (Mohanraj y Chen, 2006).

[1.5.2. Polimerizacién de mondmeros

En este método, para formar las nanoparticulas los monémeros son

polimerizados en solucion acuosa. EI compuesto activo puede ser incorporado

mediante a) su disolucion en el medio de polimerizacion o b) por absorcion en las

nanoparticulas después de que la polimerizacion es completada. Una vez

formadas las nanoparticulas, la suspension es sometida a ultracentrifugacion para

remover los estabilizantes y surfactantes empleados durante la polimerizacion.

Posteriormente las nanoparticulas se resuspenden en un medio isotonico libre de
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surfactantes, para obtener la solucion purificada. La formacion y el tamafo de las
nanoparticulas dependen de la concentracion del surfactante y el estabilizante
empleado (Mohanraj y Chen, 2006).

11.5.3. Coacervacion o gelacién ionica

Este método involucra una mezcla de dos fases acuosas. Los
coacervados se forman como resultado de interacciones electrostaticas entre dos
fases acuosas, mientras que la gelacion idnica involucra la transicién del material
de liquido a gel debido a las condiciones de interaccion ionica a temperatura
ambiente (Mohanraj y Chen, 2006).

Las nanoparticulas pueden ser preparadas a partir de una gran variedad
de materiales como son: proteinas, polisacaridos y polimeros sintéticos. La
selecciéon del material matricial depende de muchos factores incluyendo: a)
tamafios de particula requeridos, b) propiedades inherentes del compuesto
bioactivo, c¢) caracteristicas superficiales, d) grado de biodegradabilidad,

biocompatibilidad y toxicidad y e) perfil de liberacion deseado.

11.6. Materiales de pared

El paso inicial en la encapsulacion de un ingrediente alimenticio es la
seleccién del material de pared apropiado. Una gran cantidad de sustancias
pueden ser utilizadas para recubrir o encapsular sélidos, liquidos o gases de
diferentes tipos y propiedades. Sin embargo, las normas para los aditivos
alimentarios son mas rigidas que para productos farmaceéuticos (Kreuter, 1994).
Diferentes compuestos, ampliamente aceptados para la encapsulacién de
farmacos, no han sido aprobados para su uso en la industria alimentaria, ya que
muchas de estas sustancias no han sido certificadas para sus aplicaciones en
alimentos como materiales "generalmente reconocidos como seguros” (GRAS). En

realidad, todo el procesamiento de alimentos debe ser disefiado con el fin de
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cumplir con los requisitos de seguridad de las agencias gubernamentales como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) o Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) en los EE.UU. (Aldana et al., 2004; Nedovic et
al., 2011).

Aunque el método de encapsulacion puede afectar el mecanismo de
liberacion del componente bioactivo, la formulacién del recubrimiento por si mismo
es el factor determinante de las propiedades funcionales del sistema y debe reunir
ciertos requisitos que dependen de las caracteristicas quimicas del material
encapsulado, la aplicacion, las condiciones de almacenamiento y el proceso al
cual serd expuesto. Las sustancias de revestimiento son basicamente aquellas
capaces de formar peliculas y se pueden seleccionar de entre una amplia variedad
de polimeros naturales o sintéticos, dependiendo del material a encapsular y las
caracteristicas finales deseadas en las nanoparticulas. Un material de
revestimiento ideal deberia poseer las siguientes propiedades (Shahidi y Han,
1993; Aldana et al., 2004):

1. Buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones (baja viscosidad) y
la facilidad de manipulacion durante el proceso de encapsulacion (baja
higroscopicidad).

2. Capacidad para dispersar o emulsionar el material activo y estabilizar la
emulsion producida.

3. Ser inerte con el material a encapsular durante el procesamiento y el
almacenamiento prolongado.

4. Capacidad para sellar y mantener el material activo dentro de su estructura
durante el procesamiento o el almacenamiento.

5. La completa liberacion de disolventes u otros materiales empleados durante
el proceso de encapsulaciéon, en virtud de secado, o de otro tipo

condiciones de eliminaciéon del solvente.
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6. Capacidad de proporcionar la maxima proteccion a la materia activa contra
las condiciones ambientales (por ejemplo, calor, luz, humedad, pH y otros
ingredientes reactivos).

7. Solubilidad en disolventes aceptables en la industria alimentaria (por
ejemplo, agua, etanol, etc.) o en el producto alimenticio final.

8. Capacidad para cumplir con las propiedades de solubilidad especificadas o
deseadas de las nanoparticulas y las propiedades de liberacion del activo.

9. Poseer bajo costo.

Dado que en la mayoria de las ocasiones el material de revestimiento no
satisface todas las caracteristicas enumeradas, en la practica se utilizan en
combinacion con otros materiales de revestimiento y/o modificadores, tales como
secuestradores de oxigeno, antioxidantes, agentes quelantes y tensoactivos.
Algunos tipos de materiales de revestimiento se presentan en el Cuadro 1
(Shahidi y Han, 1993).

Los materiales de pared utilizados para el disefio de sistemas
nanoparticulados deben ser de grado alimentario, biodegradables y capaces de
formar una barrera entre la fase interna y sus alrededores. La mayoria de los
materiales utilizados para la encapsulacion en el sector alimentario son
biomoléculas (Nedovic et al., 2011). Dado que la mayoria de estos materiales son
de naturaleza hidrdfila, los sistemas de liberacion estan disefiados basandose en
las interacciones proteina-polisacarido, molécula  bioactiva-biopolimero,
autoensamblaje, diferencias de solubilidad dependientes del pH, entrecruzamiento
y modificaciones hidrofobas (Neirynck, Van Lent, Dewettinck, y Van der Meeren,
2007; Benichou, Aserin, y Garti, 2004a, 2004b; Sahu et al., 2008; Van Soest,
2006; Shutava et al., 2009). En el caso de los biopolimeros hidr6fobos (por
ejemplo, zeina), una simple precipitacion anti-disolvente puede ser utilizada
eficientemente para producir particulas coloidales mono-dispersas (Patel et al.,
2010b).
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Cuadro 1. Materiales de pared para la encapsulacion de ingredientes

alimentarios.

Clases de material

Tipos especificos de recubrimiento

Gomas

Carbohidratos

Celulosas

Lipidos

Materiales inorganicos

Proteinas

Goma arabiga, goma tragacanto, goma acacia, goma
karaya, goma de mezquite, agar, alginato de sodio,

carragenina

Almidén y sus derivados, maltodextrinas, sacarosa,

jarabe de maiz, ciclodextrinas

Carboximetil celulosa, metil celulosa, etil celulosa,
nitrocelulosa, acetilcelulosa, acetato de celulosa-

ftalato, celulosa acetato-butirato-ftalato

Cera, parafina, triestarina, acido estearico,
monoglicéridos, diglicéridos, cera de abeja, cera de
carnauba, cera candelina, aceites, grasas, glicéridos
y fosfolipidos

Sulfato de calcio, Silicato

Gluteina, caseina, gelatina, albumina, hemoglobina,

péptidos

(Shahidi y Han, 1993; Aldana et al., 2004)

Las nanoparticulas comprenden como material acarreador materiales

tales como lipidos, polimeros y compuestos puros. La liberacion de los

ingredientes funcionales a partir de este tipo de sistemas se produce a través de

uno de los siguientes procesos: i) disolucion, ii) desorcion del ingrediente funcional

de la superficie, iii) difusion a través de la matriz; iv) erosion de la matriz
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incluyendo la degradacion enzimatica, y v) una combinacién de todos estos

procesos (Soppimath et al., 2001).

Los sistemas particulados se estan volviendo cada vez mas importantes
para la encapsulacion, la proteccion y la liberacién de ingredientes funcionales,
tales como farmacos, nutracéuticos, sabores y antimicrobianos, solo por
mencionar algunos. Las particulas empleadas en estos sistemas pueden ser
construidas a partir de una variedad de materiales incluyendo surfactantes, lipidos,
polimeros sintéticos, proteinas y polisacaridos. Sin embargo hay un creciente
interés en la utilizacion de biopolimeros naturales, tales como proteinas y
polisacaridos, para la fabricacion de sistemas de liberacion para ser empleados en
productos comestibles, debido a preocupaciones de los consumidores sobre el
uso de materiales sintéticos. Particulas biopoliméricas han sido anteriormente
propuestas para encapsular, proteger y liberar compuestos como, minerales,
péptidos, proteinas, enzimas, productos farmacéuticos, lipidos y fibra dietaria
(Jones et al., 2010a).

I1.7. Maiz

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos
utilizados por el hombre, perteneciente a la familia de las Poaceas (Gramineas). El
maiz es una graminea originaria de México, introducida a Europa en el siglo XVI.
Este grano es conocido con varios nombres comunes; el mas usado dentro de los
paises anglofonos es maize, excepto en los Estados Unidos de América vy
Canada, donde se le denomina corn. EI maiz en espafiol es llamado maiz, en
francés mais, en portugués milhoy en el subcontinente hindi es conocido

como makka o makki.

Se caracteriza por poseer tallos en forma de cafia, aunque macizos en su
interior a diferencia del resto de miembros de su familia. El maiz es una planta que

tiene multiples usos y que puede ser utilizada en varias etapas de su desarrollo
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desde las mazorcas muy jévenes -maiz baby-, hasta las mazorcas verdes tiernas

y los granos ya maduros (FAO, 2001).

Segun la USDA, hoy dia el maiz es el primer cultivo a nivel mundial en
cuanto a oferta-demanda (USDA, 2011), es el primer cereal en rendimiento de
grano por hectéarea y es el segundo, después del trigo, en produccion total. Se
estima que en el 2011 la produccion mundial de maiz ascendio a los 829 millones
de toneladas, de las cuales México produce alrededor del 3% (SAGARPA, 2011).

El maiz es de gran importancia econdmica a nivel mundial ya sea como
alimento humano, como alimento para el ganado o como fuente de un gran
namero de productos industriales. La diversidad de los ambientes bajo los cuales
es cultivado el maiz es mucho mayor que la de cualquier otro cultivo. El cultivo del
maiz se origind y evolucioné en la zona tropical del globo terrAqueo como una
planta de excelentes rendimientos, hoy dia se cultiva hasta los 58° de latitud norte
en Canada y en Rusia y hasta los 40° de latitud sur en Argentina y Chile (FAO,
2001).

El maiz es el Unico cereal que puede ser usado como alimento en
distintas etapas del desarrollo de la planta. Las espigas jovenes del maiz
(maiz baby) cosechado antes de la floracion de la planta es usado como hortaliza.
Las mazorcas tiernas de maiz dulce son un manjar refinado que se consume de
muchas formas. Las mazorcas verdes de maiz comun también son usadas en
gran escala, asadas o hervidas, o consumidas en el estado de pasta blanda en
numerosos paises. La planta de maiz, que esta aun verde cuando se cosechan las

mazorcas baby o las mazorcas verdes, proporciona un buen forraje.
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Figura 3. Corte transversal del grano de maiz, muestra la localizacién de los
componentes mayoritarios presentas en el grano.

Como se muestra en el Cuadro 2, las partes principales del grano de
maiz difieren considerablemente de su composicion quimica (Figura 3). El
endospermo se caracteriza por un elevado contenido de almidén (87 por ciento),
aproximadamente un 8 por ciento de proteinas y un contenido de aceite
relativamente bajo. El pericarpio, en cambio, contiene un nivel elevado de otros
componentes entre los que se encuentran fibra, nitrdgeno no proteico,
pentosanos, acido fitico, azucares solubles y xantofilas. Por ultimo, el germen se
caracteriza por un elevado contenido de grasas crudas aproximadamente el 33 por
ciento, ademas de que contiene un nivel relativamente elevado de proteinas

(préximo al 20 por ciento) y minerales.
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Cuadro 2. Distribucion de los componentes mayoritarios del grano de maiz.

Grano Porcentaje en Peso seco (%)
Componente
entero (%) Endospermo Germen Pericarpio Pediculo

Almidén 62.0 87.0 8.3 7.3 5.3
Proteina 7.8 8.0 18.4 3.7 9.1

Aceite 3.8 0.8 33.2 1.0 3.8
Cenizas 1.2 0.3 10.5 0.8 1.6

Otros 10.2 3.9 29.6 87.2 80.2

Agua 15.0 0 - - -

(Shukla'y Cheryan, 2001)

[1.7.1. Proteinas del maiz

Después del almiddn, las proteinas representan el segundo componente
quimico por orden de importancia del grano de maiz. El contenido de proteinas de
las variedades comunes de maiz puede oscilar entre el 8 y el 12 por ciento del
peso seco del grano. Alrededor del 75% de las proteinas presenten en el grano de
maiz se encuentran en el endospermo. Mientras que el resto de las proteinas, se
encuentran distribuidas entre el germen y el salvado. Las proteinas de los granos
del maiz han sido estudiadas ampliamente; segun Shukla y Cheryan (2001), estan
formadas por cuatro fracciones distintas definidas principalmente por su
solubilidad en disolventes seleccionados (Cuadro 3). Conforme a su descripcion,
las albuminas y las globulinas representan aproximadamente el 12% del total de
nitrogeno presentes principalmente en el germen, con proporciones del 7%, y 5%,
respectivamente (Pérez-Xochipa, 2009; Shukla y Cheryan, 2001).
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Cuadro 3. Distribucion de las fracciones proteicas en el maiz (% base seca).

Proteina Solubilidad Grano entero  Endospermo Germen
Albuminas Agua 8 4 30
Globulinas Sal 9 4 30
Glutelinas Alcali 40 39 25

Zeina Alcohol 39 47 5

(Shukla'y Cheryan, 2001)

La zeina pertenece a la clase de proteinas conocidas como prolaminas,
las cuales se encuentran especificamente en cereales (el equivalente a la
hordeina de la cebada, la gliadina del trigo y la avenina de la avena) (Gorinstein et
al., 2001; Drzewiecki et al., 2003; Wang et al., 2013). Mientras que las glutelinas
se encuentran distribuidas entre el endospermo y el germen, la mayoria de la
zeina se encuentra en el endospermo. La zeina ha sido de interés cientifico desde
su aislamiento en 1981, su caracteristica insoluble en agua limita su uso en
alimentos; por lo que el principal objetivo desde mediados del siglo veinte ha sido

su posible utilizacion como polimero de uso industrial (Shukla y Cheryan, 2001).

En la actualidad hay una creciente demanda de nuevos productos
alimenticios de alta calidad nutritiva. Por lo que los aislados de proteinas
representan un ingrediente interesante para las formulaciones de este tipo de
alimentos los cuales deben aportar no s6lo buenas propiedades nutricionales, sino

también adecuadas propiedades funcionales (Ventureira et al., 2010).

24



[1.8. Zeina

La zeina es la proteina de reserva mayoritaria del grano de maiz y
comprende del 40 — 50 % de la proteina total. Esta se encuentra localizada en
“cuerpos” de aproximadamente 1 um distribuidos uniformemente por el citoplasma
de las células del endospermo del grano. Se identificé por primera vez en 1897 en
base a su solubilidad en soluciones etandlicas (60 - 95%) (Fu et al., 2009; Shukla
y Cheryan, 2001; Wang et al., 2005). El comportamiento de su solubilidad esta
determinado por su alta proporcion de residuos de aminoacidos no polares, como
son leucina (20%), prolina (10%) y alanina (10%) y su deficiencia en aminoacidos
bésicos o acidos (Cuadro 4) (Liu et al., 2005; Folter et al., 2012).

La zeina es en realidad una mezcla de péptidos de diferentes pesos
moleculares, solubilidad y carga. Las dos fracciones mayoritarias presentes en la
zeina son la a y la B. La B-zeina representa =20% del total de la zeina presente en
el grano de maiz, ésta a diferencia de la a-zeina no se encuentra en
preparaciones industriales debido a su baja estabilidad. La a-zeina se definié
como la prolamina del maiz, esta es soluble en etanol al 95% y representa =80%
del total de la prolamina presente en el maiz (Shukla y Cheryan, 2001; Zhong e
Ikeda, 2012).

El primer paso para la manufactura de la zeina es la extraccién de la
proteina usando los solventes adecuados. Tomando en consideracion la
proporcion de aminoacidos no polares en la zeina (Cuadro 4), es posible predecir
que el tipo de solventes empleados para la solubilizacién y la extraccion de la
proteina deben contener grupos tanto polares como no polares (Shukla y Cheryan,
2001). Las soluciones acuosas de etanol han sido empleadas ampliamente para la
produccion comercial de zeina, mostrando una buena solubilidad de la proteina en
soluciones del 50 - 90% de etanol (Zhong y Jin, 2009).

25



Cuadro 4. Composicion de amino&cidos de la zeina.

Clasificacion Aminoacido Zeina nativa Zeina comercial
Mossé (1961) Pomes (1971)
No polar Glicina 0.0 0.7
Alanina 10.52 8.3
Valina 3.98 3.1
Leucina 21.1 19.3
Isoleucina 5.0 6.2
Fenilalanina 7.3 6.8
Triptéfano 0.16 NR*
Prolina 10.53 9.0
Serina 7.05 5.7
-OH Treonina 3.45 2.7
Tirosina 5.25 5.1
-S Metionina 241 2.0
Cisteina 0.83 0.8
Bésico Lisina 0.0 NR
Arginina 4.71 1.8
Histidina 1.32 1.1
Asparagina NR 4.5
Glutamina NR 21.4
Acido Acido aspartico 4.61 NR
Acido glutamico 26.9 15
*No reportado (g aminoacido/ 100 g zeina) Shukla y Cheryan, 2001

El comportamiento de la solubilidad de la zeina se presenta en el
diagrama de tres fases (Figura 4). A temperatura constante, la solubilidad de la
zeina varia entre 2 y 6% (w/w), dependiendo de la concentracion de etanol. A
bajas (<40%) y altas (>90%) concentraciones de etanol, se presentan dos fases,
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las cuales contienen zeina, agua y etanol. La formacion de precipitado a bajas
concentraciones de etanol puede ser evitado a bajas temperaturas, por la
remocion de pigmentos y otros compuestos solubles en éter, y la reduccion de

puentes disulfuro (Shukla y Cheryan, 2001).

w Ethanol (%) E

Figura 4. Diagrama de tres fases para la solubilidad de la zeina en etanol y agua.
(Shulka y Cheryan, 2001)

El uso de la zeina en muchas de sus aplicaciones potenciales se ha visto
obstaculizado por su coloracién amarilla (Parris et al., 2005). Esto es debido a
pigmentos presentes en el maiz como son xantofilas, carotenoides y otros
compuestos, asociados con las proteinas hidrofobas, como la zeina. Estos
pigmentos tienden a transferir su color a las superficies que recubren, lo que es
indeseable en muchas aplicaciones, por lo que se han buscado alternativas para
producir zeina libre de color. Empleando el uso de solventes como: tolueno, éter
de petroleo, benzol, etanol o propanol (Carter y Reck, 1970; Donard y Labbe’,
1903; Pearce, 1941). Sin embargo estos solventes no penetran la matriz de la

zeina lo suficiente como para remover todas la impurezas. Ademas de que se
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emplean volimenes muy grandes de solventes, estos no son grado alimentario lo
que limita el uso de la proteina blanqueada para aplicaciones tanto farmacéuticas
como alimentarias (Shukla y Cheryan, 2001). Una posible alternativa es el uso de
membranas (ej. microfiltracion, ultrafiltracion) para simultdneamente purificar la
zeina, concentrar la solucion y reusar el solvente de extraccion (Kampen, 1995;
Cheryan, 1999). Por lo que Cheryan (1998) propone el uso de membranas como
un proceso de baja energia y bajo costo de operacién para la obtencién de zeina

comercial.

Debido a su alta hidrofobicidad, la zeina puede formar recubrimientos
duros, brillantes, hidr6fobos, impermeables, flexibles y compresibles (Cuadro 5).
La zeina ha sido aplicada exitosamente como material acarreador para la
formacion de peliculas (Arcan y Yemenicioglu, 2011; Cho et al., 2002; Fu et al.,
2009; Mastromatteo et al., 2009; O"Donell et al., 1999; Singh et al., 2010; Wang et
al., 2005), recubrimientos (Muthuselvi y Dhathathreyan, 2006), microesferas y
microcapsulas (Fu et. al, 2009; Hurtado-L6pez y Murdan, 2006; Liu et al., 2005;
Luo et al., 2011; Patel et al., 2010a; Patel et al., 2012; Parris et al., 2005; Quispe-
Condori et al., 2011; Xiao y Zhong, 2011; Zhong y Jin, 2009; Zhong et al., 2009;
Zou et al., 2012) para el atrapamiento y la liberacion controlada de farmacos,

aceites esenciales o micronutrientes en el area farmacéutica y alimentaria.

En el 2005, Parris et al.,, propusieron la encapsulacibn de aceites
esenciales en nanoesferas a base de zeina como un vehiculo de encapsulacion
con liberacion sitio-especifica para maximizar las propiedades antimicrobianas de
los aceites esenciales. Estas nanoesferas presentaron la caracteristica de tener
una posible aplicacion oral o inyectable de materiales biolégicos, debido a que
presentan una rapida liberacion en el intestino grueso. Zhong et al., en el 2009
propusieron la encapsulacién de aceite de pescado en particulas a base de zeina
mediante el método de dispersion liquido-liquido propuesto inicialmente por
O’Donell et al. (2007) el cual se basa en la manipulacion de la zeina en base a su

solubilidad en soluciones etandlicas. Se evaluaron la estabilidad del aceite
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encapsulado y la factibilidad de la formacién de las nanoparticulas. Concluyendo

que el método de dispersion liquido-liquido es un método rapido y sencillo,

facilmente escalable, pudiendo ser aplicado para la encapsulacion de una gran

variedad de compuestos lipofilicos.

Cuadro 5. Propiedades de la zeina.

Propiedad Caracteristicas
Color Crema
Constante dieléctrica, a 500 V, 60 ciclos, 25-90 °C  4.9-5.0
Coeficiente de difusion 3.7x10* m%s
Coeficiente de viscosidad 25
Temperatura de transicion vitrea 165 °C

Punto isoeléctrico, pH
Peso molecular

Forma fisica
Coeficiente de sedimentacion
Gravedad especifica, a 25 °C

Punto de degradacion térmica

6.2 (varia entre 5y 9)

35 000 (varia entre 9.6 y 44
K)

Polvo amorfo

15s

1.25

320°C

11.9. Beta-lactoglobulina (B-1g9)

Adaptado de Shukla y Cheryan (2001)

Las proteinas mayoritarias del suero de leche de vaca son la B-

lactoglobulina (B-1g) y la a-lactoglobulina (a-lg) (Lozano et al., 2008; Shokker et al.,

2000). La a-Ig representa el 20% de la proteina total del suero de leche, mientras

qgue la B-lactoglobulina (B-lg) es la proteina prevalente. Esta ultima representa

aproximadamente el 10% del total de la proteina de la leche y el 60% de las

proteinas presentes en el suero de leche. Contiene generalmente 162 residuos de
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aminoacidos, un peso molecular de 18.4 kDa, un punto isoeléctrico (pl) de =56.2 y
una estructura globular con un radio de 2 nm (Cuadro 6) (Jones et al., 2010b;
Liang y Subirade, 2010; Lozano et al., 2008; Nicolai et al., 2011).

Cuadro 6. Propiedades de la B-lactoglobulina (B-1g).

Propiedad Caracteristica
Peso molecular 18.4 kDa
Punto isoeléctrico, pH 5.2

Temperatura de desnaturalizacion, a pH
70 °C
neutro

Adaptado de Nicolai et al., 2001

Las proteinas globulares tienen una estructura bien definida y rigida que
determina su funcion en los organismos vivos. De acuerdo a la literatura, en
soluciones acuosas entre pH 5.2 y 7.5 la estructura dimérica de la proteina es
dominante, mientras por debajo de pH 3.0 y por arriba de pH 8.0, la B-
lactoglobulina (B-lg) existe como monoémero, estabilizado por repulsion
electrostatica. A temperatura ambiente, las moléculas nativas de B-lactoglobulina
(B-lg) pueden existir en diferentes formas cuaternarias (por ejemplo, monémeros,
dimeros, octameros) dependiendo del pH de la solucién y composicion idnica.
Cuando la pB-lactoglobulina (B-lg) se calienta cualquier oligbmero tiende a
disociarse en monomeros (Jones et al.,, 2009). La carga neta de las proteinas
globulares depende del pH y el punto isoeléctrico de la proteina. Sin embargo, a
menudo las proteinas contienen tanto cargas negativas como positivas. La B-
lactoglobulina (B-lg) contiene dos puentes disulfuro y un grupo tiol libre (Shokker et
al., 2000). Cerca del punto isoeléctrico las proteinas contienen cargas tanto
negativas como positivas y las interacciones entre cargas de diferente signo
pueden estar involucradas en la agregacion de las proteinas ademas de

interacciones hidrofobas y puentes de hidrégeno (Nicolai et al., 2011).
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La funcionalidad de las proteinas esta asociada a su estructura nativa, la
cual depende del pH, temperatura, presion y efecto del solvente (Jones et al.,
2009). Se han descritos varios métodos para el aislamiento de la B-lactoglobulina
(B-lg) a partir del suero del leche, pero la mayoria de ellos son caros y no dan altos
rendimientos. Entre los métodos utilizados frecuentemente para separar la
proteina del suero de leche son la precipitacién a pH bajo, la hidrolisis péptica
seguida por una filtracion en membrana selectiva, cromatografia en gel, la
precipitacion con sales y solubilidad selectiva. Sin embargo, algunos de estos
métodos inducen la desnaturalizacion o presentan bajos rendimientos con otras
proteinas y sales como contaminantes, haciéndolas inservibles en algunos casos y
costosos en otros. Lozano et al. (2008), propuso un método para aislar la B-
lactoglobulina (B-lg) de otras proteinas del suero de leche basado en un
precipitacion selectiva presentando como ventajas en cuanto a los otros métodos
como la conservacion de la estructura nativa de la proteina ademas de tener altos

rendimientos y presentar ventajas econdmicas sobre otros métodos .

La B-lactoglobulina (3-1g) presenta propiedades funcionales y nutricionales
que han sido empleadas en aplicaciones industriales como son, aditivo
alimentario, estabilizante en emulsiones y agente texturizante (Guzey et al., 2004;
Shokker et al., 2000). Su accién es mas efectiva cuando se emplean las proteinas
aisladas y purificadas en lugar de concentrados proteicos. En el 2004, Guzey et al.
proponen el uso de la B-lactoglobulina (B-lg) como emulsificante en una emulsion
primaria debido a su rapida absorcion en la superficie de los glébulos de grasa
durante la homogenizacion de la emulsibn dando como resultado un tamafio de
particula menor, para posteriormente ser emulsificadas por un pectina para
finalmente contar con una membrana a base de un emulsificante y un biopolimero.
Esta tecnologia puede ser empleada para producir emulsiones que contengan

dentro o entre las fases ingredientes funcionales encapsulados.
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Jones et al. (2009) proponen la preparacion y caracterizacion de
particulas biopoliméricas mediante la complejacion de la proteina y un polisacarido
mediante la desnaturalizaciébn de la proteina a temperaturas por arriba de la
temperatura de desnaturalizacién de la proteina. Reportando que estas particulas
son estables a la agregacion a pH 3 - 7, la cual disminuye conforme la
concentracion de pectina aumenta. Siendo Utiles para la encapsulacion y

liberacion de componentes alimentarios bioactivos.

[1.10. Pectina

La pectina, deriva del griego Tnx10o0 ‘pektikos’ que significa congelar o
solidificar, es una mezcla compleja de polisacaridos estructurales que constituye
alrededor de una tercera parte 0 mas de la pared celular de algunas plantas
dicotiledoneas y monocotiledéneas (Willats et al., 2006). La mayoria de la pectina
se encuentra en la lamela intermedia de la pared celular de las plantas, con un
decremento gradual una vez que se atraviesa la pared primaria hacia la
membrana plasmatica (Bengoechea et al., 2011; Liu et al., 2005; Sriamornsak,
2009). La pectina contribuye a la firmeza y estructura de la planta y sus cambios
estructurales pueden causar cambios fisicos en el fruto. Se ha reportado la
presencia de grandes cantidades en tejidos blandos de plantas bajo condiciones
de rapido crecimiento y altos contenidos de humedad (Thakur et al., 1997).

Quimicamente, la pectina como muchos otros polisacaridos de las plantas
es esencialmente linear. Los polimeros de acido galacturonico forman el
componente principal de la pectina los cuales se encuentran unidos mediante
enlaces glucosidicos a- 1—4. Algunos de los grupos carboxilo de las moléculas de
acido galacturonico en las cadenas de pectina son metilo esterificados, unidades
de ramnosa unidas por enlaces a 1—2 (Figura 5) (Liu et al., 2005). Diferentes
pectinas pueden tener diferentes grupos laterales como: arabinosa, glucosa,

manosa, xilosa, galactosa, arabinogalactosa. Generalmente la pectina contiene
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de unos cuantas unidades de sacarosa hasta 1000; esto corresponde a pesos
moleculares intermedios de 50,000 a 150,000 Da. Sin embargo la estructura de la
pectina es muy dificil de determinar debido a que esta puede cambiar durante su
aislamiento, almacenamiento y procesamiento del material (Mesbahi et al., 2005;
Sriamornsak, 2009).
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Figura 5. Estructura quimica de la pectina. a) segmentos repetidos de la molécula
de la pectina y grupos funcionales: b) carboxilo, c) éster, d) amida en la cadena de
pectina.

A pesar de que la pectina se encuentra en la mayoria de los tejidos de las
plantas, el nimero de fuentes que pueden ser empleadas para su manufactura a
nivel comercial es muy limitada (Mesbahi et al., 2005). Debido a que la capacidad
de la pectina para formar geles depende del tamafio molecular y del DE, la pectina
de diferentes fuentes no tiene la misma capacidad gelificante debido a la variacion
de estos parametros. Por lo que una gran cantidad de pectina presente no es
suficiente para que la fruta califique como fuente de pectina comercial. En la
actualidad, la pectina comercial se extrae casi exclusivamente de la cascara de
citricos (20 - 30% de pectina base seca) o pulpa de manzana (15 - 18% de pectina
en base seca), ambas mediante el subproducto proveniente de jugo (o sidra)

durante su manufactura. Las pectinas de citricos son color crema claro o cafes;
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mientras que la pectina de manzana son a menudo mas obscuras (Surh et al.,
2006; Sriamornsak; 2009).

Comercialmente, la pectina se extrae mediante el tratamiento de la
materia prima con acido mineral caliente diluido a pH = 2. El tiempo de extraccion
depende de la materia prima, el tipo de pectina deseada, y de un fabricante a otro.
El extracto de pectina caliente se separa del residuo sélido tan eficientemente
como sea posible. Esto se dificulta debido a que los solidos se encuentran
blandos y la fase liquida es viscosa. La viscosidad aumenta con la concentracion
de pectina y el peso molecular de la misma. El extracto de pectina puede ser
clarificado por filtracion con la ayuda de un coadyuvante de filtracion. Una vez
clarificado el extracto se concentra a bajo vacio. Mediante este proceso se obtiene
pectina de alrededor del 70% de esterificacion (o metilacion). Para producir otros
tipos de pectina, algunos de los grupos éster deben ser hidrolizados (Mesbahi et
al., 2005; Sriamornsak, 2009).

Las pectinas son solubles en agua y se clasifican de acuerdo a su grado
de esterificacion (DE, por sus siglas en ingles) en dos grandes grupos: pectina de
alto metoxilo (HMP, por sus siglas en inglés) y pectina de bajo metoxilo (LMP, por
sus siglas en inglés). Los valores correspondientes de DE para pectinas
comerciales son HMP 60 - 75% y LMP en un intervalo de 20 - 40% (Mesbahi et al.,
2005; Sriamornsak, 2009). Debido a la ionizacién de grupos carboxilo libres a lo
largo de la cadena base, las soluciones de pectina tienden a ser acidas; una
solucion acuosa de pectina al 1% puede presentar pH alrededor de 2.7 - 3
(Bengoechea et al., 2011). La pectina presenta una carga negativa debido a la
ionizacion de los grupos carboxilicos a lo largo de la cadena base la cual tiene un
valor de pKa alrededor de 3.5 (Surh et al., 2006). Las pectinas nativas son
generalmente altamente metiladas (HMP), pero pectinas con bajo contenido de
grupos éster pueden ser preparadas comercialmente. ElI grado de metilacién
afecta su capacidad para formar geles. Aquellas pectinas de alto metoxilo (HMP)

pueden formar geles en soluciones con solidos totales solubles mayores al 55% y
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a valores de pH por debajo de 3.5. Mientras que las pectinas de bajo metoxilo
(LMP) son capaces de formar geles independientemente del contenido de solidos
totales solubles. La pectina se somete a una extensa degradacion cuando se
expone a condiciones alcalinas, especialmente a altas temperaturas. Esto implica
su degradacion mediante desesterificacion y la ruptura de enlaces glucosidicos

(Bengoechea et al., 2011).

La pectina ha sido empleada por muchos afios en la industria
farmacéutica y alimentaria. En alimentos, la pectina es empleada como agente
gelificante, espesante y texturizante. También presenta algunas propiedades
Unicas que permite su uso como matriz de atrapamiento y/o estabilizante coloidal
de una variedad de farmacos, proteinas y células (Mesbahi et al., 2005). Surh et
al. (2006), investigaron la influencia que podia presentar la pectina sobre
emulsiones a base de caseina, mediante la formacion de un sistema de emulsion
multilaminar. Reportaron que el pH es el principal factor que influye en la
estabilidad de la emulsion. Ademas de su uso como estabilizante en emulsiones,
Bengoechea et al. (2011) propusieron la formacion de bioparticulas como sistemas
de liberacion mediante la complejacion lactoferrina-pectina con el propésito de
incorporar la lactoferrina en alimentos y de este modo promover sus propiedades
funcionales, asi como su posible aplicacion en recubrimientos y emulsiones. Se
observd que la estabilidad de estos complejos esta determinada por la
concentracion del polimero, pH y temperatura de formacién. Por lo que
concluyeron que la complejacion lactoferrina-pectina presenta estabilidad en el

intervalo de pH de 7-3.5.
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lll. Hipotesis

La adicidon de un estabilizante ya sea pectina de alto metoxilo (HMP) o B-
lactoglobulina (B-lg) durante la sintesis de nanoparticulas a base de zeina podria
aumentar la estabilidad del sistema coloidal favoreciendo su utilizacion en una

matriz alimentaria.
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V. Justificacion

Hasta el momento los sistemas nanoparticulados a base de zeina
formulados son inestables a condiciones inherentes de los alimentos, como son el
pH, la fuerza ionica y la temperatura de produccion y almacenamiento. Por lo que
el propdsito de esta investigacion es formar nanoparticulas de grado alimentario;
con una buena estabilidad, flexibilidad y propiedades controlables de liberacion
capaces de resistir el cambio de pH, mediante la utilizacién de polimeros de origen
natural  previamente empleados como  estabilizantes en  sistemas

nanoparticulados.
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V. Objetivo General

Desarrollar y caracterizar nanoparticulas formadas a base de zeina
estabilizadas con pectina de alto metoxilo (HMP, por sus siglas en ingles) y B-
lactoglobulina (B-1g) capaces de resistir el cambio de pH para ser empleadas como

sistemas de liberacién en una matriz alimentaria.

VI. Objetivos Especificos

1. Proponer los parametros de formacion de nanopatrticulas de zeina.

2. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las microestructuras.
basadas en zeina y estabilizadas con pectina de alto metoxilo (HMP) y

B-lactoglobulina (B-1g).

3. Determinar que estabilizante produce nanoestructuras estables para ser

empleadas en una matriz alimentaria.
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VIl. Metodologia

VII.1. Materiales

Alcohol etilico suministrado por Pharma-aaper. Acido citrico
monohidratado (Ce¢HgO7;H,0O), Trizma base (C4H11NO3), Hidréxido de sodio
(NaOH), Zeina suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., U.S.A.).
Solucion de acido clorhidrico 12.1 N de &cido clorhidrico suministrado por Fisher
Scientific (Fairlawn, NJ). Fosfato de sodio dibasico anhidro (NaH,PQ,), Fosfato de
sodio monobasico (NaH,PO,4) suministrados por Sigma-Aldrich. Acido acético
glacial suministrado por Merck. Beta-lactoglobulina en polvo generosamente
donada por Davisco Foods International (BioPURE Beta-lactoglobulin, Eden
Prairie, MN). La composicién reportada del polvo es de 97.4% de proteina total,
92.5% B-lactoglobulina y 2.4% Cenizas. Pectina de alto metoxilo (Pretested HM
Rapid Set, DE (por sus siglas en inglés, grado de esterificacién) 71%, <1%
Cenizas) donada por TIC Gums (Belcamp, MD). Acetato de sodio anhidro
(CoH30,Na), Acido citrico anhidro  (CgHgO7), Tris-HCl  (CsH1:NO3HCI)
suministrados por Fisher Scientific (Fairlawn, NJ). Todas las soluciones se

realizaron con agua bidestilada.

VIl.2. Métodos

VIl.2.1 Prueba de solubilidad

Se eligio el sistema binario etanol/agua para la prueba de solubilidad de la
zeina debido a que estudios previos reconocen este sistema como GRAS
(reconocido generalmente como seguro, por sus siglas en inglés) y es el mas
usado en aplicaciones alimentarias (Dickey et al., 2003; Fu y Weller, 1999; Guo et
al., 2005; Kim et al., 2004; Lawton, 2002; Parris y Coffin, 1997; Zhong e lkeda,
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2012). Se evalué la solubilidad de la zeina en soluciones con diferentes
porcentajes de etanol (70, 80, 85 y 90%) y zeina (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0,
10.0 y 13.3%) de acuerdo a los parametros propuestos por Kim y Xu en el 2008,
con algunas modificaciones. Las soluciones resultantes se sometieron a agitacion
continua a temperatura ambiente hasta la completa disolucion de la zeina. Una
vez disuelta la proteina en su totalidad las soluciones resultantes se centrifugaron
a 4000 rpm durante 20 minutos, usando una centrifuga (Thermo Scientific, CL10
centrifuge). Para determinar el sistema binario al cual se disolvié la mayor cantidad
de proteina, se evalu6 de manera cualitativa la solubilidad de la proteina en las
soluciones etandlicas, mediante la ausencia de particulas insolubles en la

superficie del tubo.

VIl.2.2. Formacion de las nanoparticulas

La formacién de las nanoparticulas se llevd a cabo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Parris et al. (2005), con algunas modificaciones. La
cantidad de zeina a disolver en la solucién etandlica se determiné en el apartado
anterior, ademas se control6 la velocidad agitacion a 2150 rpm. En este apartado
se evaluo el efecto que tiene el pH de la fase amortiguadora sobre la estabilidad
(tamafio de particula, potencial- y microestructura) del sistema coloidal formado.
Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Para la sintesis
de las nanoparticulas fue necesario preparar dos fases: la fase polimérica o
solucion primaria y la fase amortiguadora. Se disolvieron 0.9 g de zeina en 15 mL
del solvente binario etanol/agua (85:15 v/v) para obtener una solucion primaria. La
fase amortiguadora se preparé de acuerdo a lo sefialado en el Apéndice, para
cada valor de pH. La solucién primaria se verti6 en 40 mL de solucién
amortiguadora a diferentes pHs (3-9) en agitacién continua (2150 rpm) empleando
un agitador magnético. Una vez vertida toda la solucion primaria, la solucion
resultante se mantuvo en agitacion durante 1 minuto. Inmediatamente después de

su elaboracién se midié el pH de las dispersiones resultantes y se ajust6 el pH
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dependiendo del pH de la soluciébn amortiguadora empleada para su formacion.
Las dispersiones finales se almacenaron a 4 °C hasta su caracterizacion y prueba
de estabilidad.

VII.2.3. Estabilizacién de las nanoparticulas

Para la estabilizacion de las nanoparticulas se propusieron dos polimeros
naturales: pectina de alto metoxilo (HMP) y B-lactoglobulina (B-lg). La formacién de
las nanoparticulas se llevo a cabo de igual manera que en el paso anterior, con
algunas modificaciones. Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatura

ambiente.

VII.2.3.1. Preparacion de la solucion primaria

La soluciéon primaria se prepar6 siguiendo los parametros propuestos
en el apartado sintesis de las nanoparticulas. Se disolvieron 0.9 g de zeina en
15 mL de solucion al 85% de etanol/agua (v/v). La solucion resultante se

sometié a agitacion continua hasta la completa solubilizacién de la proteina.

VII.2.3.2. Preparacién de la fase amortiguadora

Las muestras de pectina de alto metoxilo (HMP) y B-lactoglobulina (B-
lg) se disolvieron en una solucién amortiguadora de fosfatos (20mM, pH 8),
variando las concentraciones del polimero. Para las nanoparticulas
estabilizadas con pectina se probaron soluciones a diferentes concentraciones
de 0.1 - 2.0%, mientras que aquellas nanoparticulas estabilizadas con [-
lactoglobulina (B-lg) se trataron con concentraciones de 0.5 - 2.0%. Las

soluciones se mantuvieron en agitacion (250 rpm) hasta la completa
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solubilizacion del polimero (>5 h), el tiempo de agitacion varié dependiendo de

la concentracion del polimero en la fase amortiguadora.

Para la sintesis de las nanoparticulas estabilizadas con el polimero, la
solucion primaria se vertio en 40 mL de solucidbn amortiguadora en agitacion
continua (2150 rpm) empleando un agitador magnético. Una vez vertida toda la
solucion primaria, la solucion resultante se mantuvo en agitacion durante 1 minuto.
Inmediatamente después de su elaboracion se midié el pH de las dispersiones
resultantes y se ajusté a pH 8. Las dispersiones finales se almacenaron a 4 °C

hasta su caracterizacion y prueba de estabilidad.

VIl.2.4. Estabilidad de las nanoparticulas al cambio de pH

Para evaluar la estabilidad de las particulas al cambio de pH, una vez
formadas se ajusto el pH de la solucién coloidal a 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0 y 3.0, para
el caso de las nanoparticulas formadas con zeina y aquellas estabilizadas con -
lactoglobulina (B-lg). Por otro lado para aquellas nanoparticulas estabilizadas con
pectina de alto metoxilo (HMP) se ajustd de igual manera el pH de la solucién
coloidal resultante a 8.0, 7.0, 6.0, 5.0 y 4.0. Se tomé una alicuota de todas las

muestras tratadas en cada unidad de pH, para su posterior caracterizacion.

VII.2.5. Caracterizacion de nanoparticulas formadas

Las nanoparticulas resultantes se caracterizaron midiendo su tamafio de

particula, potencial de superficie y microestructura.
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VII.2.5.1. Tamafio de particula

El tamafo de las particulas se midié utilizando un instrumento de
dispersion de luz laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Malvern,
Reino Unido). Este instrumento mide la dependencia angular de la intensidad
de la luz laser (A=632.8 nm) dispersada por una solucion, y a continuacion, se
encuentra la distribucién del tamafio de particula que da el mejor ajuste entre
las mediciones experimentales y las predicciones basadas en la teoria de
dispersion de luz. El tamafio de particula promedio fue reportado como el
didmetro promedio de la superficie pesada ds, (= Znidf/z n;d;* ), donde n;
es el numero de particulas con didmetro d;. Cabe sefalar que la teoria
utilizada para calcular la distribucién del tamafio de particula supone que las
particulas son esféricas y homogéneas, pero las particulas en sistemas
inestables que contienen agregados no son esféricas y homogéneas. Por lo
tanto, los datos de tamafio de particula en soluciones coloidales floculadas
deben ser interpretados con cautela. El tamafio de particular se expresa como

la media de tres lecturas, para cada condicion.
VII.2.5.2. Potencial-g

El potencial- de las particulas formadas se determiné utilizando un
instrumento de electroforesis de particula (Zetasizer Nano ZS series, Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) que mide la direccién y velocidad
de movimiento de las particulas en el campo eléctrico aplicado. El potencial-C
proporciona una estimacion de la carga neta de una particula medida en el
‘plano de corte’', que depende de la carga de la particula real mas la carga
asociada con cualquiera de los iones que se mueven junto con la particula en
el campo eléctrico. Una medicion de potencial-¢ individual se determin6 a

partir de la media de tres lecturas tomadas de la misma muestra.
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VII.2.5.3. Microscopia 6ptica

Las nanoparticulas se agitaron con cuidado en un tubo de ensaye
antes de ser analizadas con el proposito de homogeneizar la dispersion. Una
gota de la dispersion (= 4uL) se colocd en un portaobjetos y posteriormente se
cubrié con un cubreobjetos para ser observadas al microscopio (Nikon Eclipse
80i, Nikon Instrument Inc, Melvine, NY) con objetivos 60x (NA 0.75) y obtener

las imagenes correspondientes a cada muestra.

VII.3. Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado, se calcul6 la media y
desviacion estandar. Se realiz6 una comparacion de medias por la prueba de
Tukey con ayuda del paquete estadistico JMP 10.0.
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VIIl. Resultados y Discusién

VIII.1. Identificacién del sistema binario (etanol/agua) para la

solubilizacion de la zeina

Como se puede observar en la Figura 6 la solucién binaria de etanol/agua
al 70% (v/iv) presentd una buena solubilidad cuando se emplearon
concentraciones de zeina < 2%. Cuando la concentracion de zeina aumenta a un
4%, en la superficie del tubo se observa una ligera capa de proteina que no se
disolvio. La cantidad de particulas agregadas aumentan al aumentar la

concentracion de zeina de 6% a 13.3% p/v.

El sistema con 80% (v/v) de etanol presenta una solubilidad méxima hasta
4% de zeina. La solucion a una concentracion de 6% de zeina es turbia y se forma
una ligera capa en la superficie del tubo, siendo un indicador de que la
concentracion de zeina se encuentra cercana a la concentracion de saturacion
maxima que puede soportar el sistema. La superficie del tubo presenta agregados
de proteina cuando la concentracion de zeina aumenta de 8% a 13.3% (p/v). Es
evidente que los sistemas binarios de 85 y 90% (v/v) de etanol pueden disolver

concentraciones de zeina £13.3% (p/v).

Las soluciones de 90% de etanol presentan soluciones menos turbias en
comparaciéon a las soluciones de 85% de etanol, disolviendo mayores
concentraciones de zeina. Concentraciones de zeina = 8% (p/v) en soluciones al
85% (v/v) de etanol presentan una ligera capa en la superficie del tubo indicando

gue la proteina a esas concentraciones no se disolvio en su totalidad.
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Concentracion de zeina (piv)
13.3% 10.0% 80% 6.0% 40% 20% 1.0% 05% 0.1%

Etanol/Agua (viv)
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85%

Figura 6. Prueba de solubilidad de zeina a diferentes concentraciones en sistemas
binarios etanol/agua.

Es evidente que al aumentar la concentracion de etanol se mejora la
calidad del sistema para solubilizar a la zeina, lo cual concuerda con lo reportado
por Zhong e Ikeda (2012) quienes informan que al aumentar la concentracién de
etanol de un 70% a un 90% aumenta la solubilidad de la zeina y la capacidad de
absorcion de la proteina. En todas las soluciones binarias tratadas, al disminuir la
concentracion de etanol la turbidez del sistema aumentaba, segun Kim y Xu
(2008) esto puede deberse a que los agregados de zeina forman una solucion
coloidal mas grande y los agregados son de mayor tamafo. Este efecto se ha

reportado cuando la concentracion de etanol baja de un 90% a un 70%.
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La prueba de solubilidad permitié conocer que en el sistema binario 85%
etanol/agua se puede disolver hasta un 6% de zeina sin que se muestre alguna
sefial evidente de proteina insoluble. Este resultado es similar al reportado por
Zhong y Jin (2009) para la sintesis de nanoparticulas a base de zeina en donde
disolvieron 6.66% de zeina en una solucion de etanol al 85%. Por lo que se
decidié que a estas condiciones se puede disolver la mayor cantidad de proteina
sin presentar problemas de agregacion para posteriormente preparar la solucién

primaria bajo las mismas condiciones.

VIIL.2. Identificacion de las condiciones de pH adecuadas para la

formacién de nanoparticulas a base de zeina

Para dar una idea general sobre el fendbmeno de formacién de las
nanoparticulas éste se esquematiza en la Figura 7, a pesar de que el principio de
formacion del sistema nanoparticulado a base de zeina ha sido explicado por
diversos autores existen diferentes teorias sobre este fenédmeno. En el presente
trabajo se sugiere que este fendmeno es similar al proceso “dispersion liquido-
liquido” (Alargova et al., 2004; Zhong y Jin, 2009; Wu et al., 2012); debido a la
excelente miscibilidad del etanol y el agua, el etanol en las gotas dispersas de
agua causa friccion entre las moléculas de agua-solvente. Cuando la solucién
primaria que contiene a la zeina se adiciona a una solucién acuosa en agitacion,
las particulas disueltas en la solucién primaria se deforman hasta dar como
resultado particulas de menor tamafio. Cuando la concentracion de etanol en las
gotas dispersas cae por debajo del limite de solubilidad, la zeina se vuelve

insoluble y precipita para formar nanoparticulas.
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Zeina en solucion etanolica

- /-

Dispersion Pérdida de solvente Nanoparticulas

Figura 7. Principio de dispersion liquido-liquido para la produccion de
nanoparticulas a base de zeina. La zeina disuelta en una solucién etandlica da
como resultado particulas de menor tamafio (izquierda), la interdifusion de etanol y
agua (friccion de solventes, centro) reduce la solubilidad de la zeina, y la zeina
precipita para formar nanoparticulas (derecha).

El objetivo de este experimento fue conocer a que pH se obtenian los
menores tamafios de particula dentro de la escala nanométrica. Durante la
produccion de las nanoparticulas a diferente pH de formacion se sugiere que
conforme el pH se acerca al punto isoeléctrico de la proteina (plzina = 6.2) el
sistema coloidal se vuelve inestable debido que la carga neta de la proteina a ese
valor de pH es cero y la repulsién electrostatica entre las moléculas disminuye
provocando la precipitaciéon de las nanoparticulas. Mientras que a valores de pH
por arriba o por debajo del pl.ina la estabilidad del sistema se ve favorecida
(Figura 8). Esto concuerda con Parris et al. (2005) y Patel et al. (2010a) quienes
reportan que las particulas coloidales a base de zeina tienden a agregar a pH
neutro debido al pl de la proteina.
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Figura 8. Dispersiones de zeina preparadas empleando soluciones
amortiguadoras a diferentes pHs. De izquierda a derecha, las soluciones
coloidales se prepararon a pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9. La concentracion de zeina se
mantuvo constante a 1.63% (p/v).

Para la caracterizacion del sistema se realizaron las mediciones de
tamafio de particula y potencial-C de los sistemas coloidales formados a diferente
pH. Se determind que a pH de formacion (Figura 9) de 3, 4, 8 y 9 se obtienen los
menores tamafios de particula: 285, 195, 158 y 110 nm, respectivamente. Los
valores presentados en el Cuadro 7 permiten confirmar que no existe diferencia
significativa entre el tamafio de particula para los pHs de formaciéon que reportan
valores menores de tamafio, mientras que para aquellos en los que el tamafio de
particula es mayor todos los tratamientos son significativamente diferentes. Estos
valores son similares al tamafio de particula reportado por Patel et al. (2010a),
donde las nanoparticulas a base de zeina producidas mediante el método

dispersién liquido - liquido presentan un tamafo de particula de 147 + 20 nm.
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Figura 9. Efecto del pH sobre el tamafio de particula (D [3,2]) de las
nanoparticulas a base de zeina. Las nanoparticulas de zeina se prepararon
adicionando 15 mL de la solucién primaria con 0.9 g zeina en solucién binaria
etanol/agua 85% (v/v) en 40 mL de solucion amortiguadora a diferentes pHs (3-9).
Las barras de error corresponden al error estandar de tres mediciones.

Otro pardmetro a considerar para determinar la estabilidad de un sistema
es el valor de potencial-. Con ayuda de la Figura 10 se puede determinar el
punto isoeléctrico del sistema el cual se encuentra alrededor de 5.5, en donde la
carga neta del sistema es cero. Ademas en el grafico se observa que a pHs por
abajo del pl del sistema (3, 4 y 5) los valores de potencial-{ son positivos y pasan
a valores negativos cuando el pH se encuentra por arriba del pl del sistema (6, 7,
8 y 9). Esto concuerda con lo reportado por Jones et al. (2010b) en donde se

sugiere que la carga eléctrica de las moléculas de proteina cambia de positiva a
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negativa cuando el pH del sistema cambia a valores de pH por debajo y por arriba

del punto isoeléctrico de la proteina.

Cuadro 7. Tamafo de particula y potencial- de dispersiones coloidales formadas
a diferentes pHs.

pH de formacion Tamafio de particula (nm) Potencial-¢ (mV)
3 285+ 14 a 13.4+0.3
4 195+ 5b 36.0+0.2
5 1333+235¢ 8.9+0.1
6 3160 + 260 d -8.1+0.3
7 4432+ 0d -10.1£0.1
8 158+ 5d -26.5+0.5
9 110+ Od -13.1+£0.3

Los valores son presentados como la media * E.E. Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0.05.

A partir de los valores presentados en el Cuadro 7 se puede determinar
que a pesar de que los sistemas formados a pH 3 y 9, los cuales presentaron
tamafios de particula de 197 + 43.3 nm y que podrian presentar buena estabilidad,
poseen un potencial- representativo de sistemas inestables: 13.4 £+ 0.3 mV y -
13.1 £ 0.3 mV, respectivamente. Los sistemas a pH de 4 y 8 en donde los
tamafios de particula son alrededor de 176 + 9.8 nm presentan valores de
potencial-¢ caracteristicos de sistemas con buena estabilidad, 36 £ 0.2 mV y -26.5
+ 0.5 mV, respectivamente. Las nanoparticulas con un potencial-{ por encima de +
30 mV han demostrado ser sistemas estables en suspension, debido a que la

carga superficial de las particulas evita su agregacion (Singh y Lillard Jr., 2009).
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Figura 10. Efecto del pH sobre el potencial- de las nanoparticulas a base de
zeina. Las nanoparticulas de zeina se prepararon adicionando 15 mL de la
solucion primaria (con 0.9 g zeina en solucion binaria etanol/agua 85% (v/v) en 40
mL de solucion amortiguadora a diferentes pHs (3-9).

Considerando ambas caracteristicas: tamafio de particula y potencial-C se
puede sugerir que el pH de 8 genera sistemas coloidales a base de zeina estables
(Patel et al., 2010a). Bajo estas condiciones se obtienen tamafos de particula de

158 £ 5 nm y potencial-¢ de -26.5 = 0.5.
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VIIl.2.1. Estabilidad de los sistemas nanoparticulados al cambio
de pH.

Como se puede observar en la Figura 11 en el sistema coloidal a base de
zeina formado a pH 8, a pesar de que se producen nanoparticulas dentro de la
escala nanométrica y con un valor de potencial- caracteristico de un sistema
coloidal estable, este sistema es totalmente inestable al cambio de pH en un
intervalo de pH de 6-3. El tamafio de particula y potencial- de estos sistemas no
pudieron ser medidos, debido a que las particulas sedimentadas no lograron ser
re-dispersadas para formar una solucion homogénea, siendo un requisito para la
caracterizacion. Mientras que a pH de 8 y 7 el sistema nanoparticulado presenta
visiblemente una buena estabilidad. Una vez realizadas las mediciones pertinentes
se obtuvo que el tamafio de las particulas aumento de 0.222 + 0.001 um a 10.944
+ 0.116 pm, conforme el pH se acerca a la neutralidad. En el caso del potencial-C
se obtuvieron valores de -26.6 £ 0.2 mV a -37.8 + 0.2 mV, en donde se puede
sugerir que la estabilidad del sistema aumenta de pH 8 a 7, segun lo reportado por
Singh y Lillard Jr. (2009). Aunque el tamafio de particula aumenta conforme el pH
se acerca a la neutralidad, el valor de potencial- toma valores mas negativos
haciendo al sistema estable a este pH. A pesar de ello se busca que el sistema
coloidal sea estable en todo el intervalo de pH, por lo que se propone la
estabilizacion del sistema con dos polimeros de origen natural: pectina de alto

metoxilo (HMP) y B-lactoglobulina (B-lg).
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Figura 11. Estabilidad de las dispersiones coloidales a base de zeina al cambio de
pH. De izquierda a derecha, las soluciones coloidales se ajustaron a pH 8, 7, 6, 5,
4 y 3. La concentracion de zeina se mantuvo constante a 1.63% (p/v), el pH de
sintesis fue de 8.

VIIL.3. Impacto del tipo de biopolimero en la estabilizacion de

sistemas nanoparticulados a base de zeina.

Para la estabilizacion de las nanoparticulas se propusieron dos polimeros
naturales: pectina de alto metoxilo (HMP) y B-lactoglobulina (B-1g). Estos polimeros
han sido anteriormente empleados para la sintesis y estabilizacién de sistemas
nanoparticulados (Bengoechea et al., 2011; Guzey et al., 2004; Jones et al., 2009;
Jones et al., 2010a y 2010b; Nicolai et al., 2011). El objetivo de este experimento
fue identificar los sistemas coloidales en los que se obtienen tamafos de particula
dentro de la escala nanométrica y sistemas coloidales estables en funcién de la
concentracion de estabilizante y el pH, en el intervalo de 3-8.
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VIII.3.1. Impacto del biopolimero en el tamafio de particula.

Inicialmente se realizaron las observaciones de todos los sistemas
nanoparticulados estabilizados con los polimeros anteriormente propuestos. En las
Figuras 12 y 13 se observan los sistemas nanoparticulados estabilizados a
diferentes concentraciones de B-lactoglobulina (B-lg) y pectina de alto metoxilo
(HMP), respectivamente. Para el caso de los sistemas coloidales estabilizados con
B-lactoglobulina (B-lg) se observa una estabilidad aparente a todas las

concentraciones tratadas (Figura 12).

2.0% 1.63% 1.25% 0.9% 0.7% 0.5%

Figura 12. Dispersiones coloidales preparadas empleando diferentes
concentraciones de B-lactoglobulina (B-lg). De izquierda a derecha, las soluciones
coloidales se prepararon usando 2.0, 1.63, 1.25, 0.9, 0.7, 0.5 y 0.3% de B-
lactoglobulina (B-lg) como estabilizante. La concentracién de zeina se mantuvo
constante a 1.63% (p/v), el pH de sintesis fue de 8.

Por otra parte aquellos sistemas coloidales que fueron estabilizados con
pectina a las concentraciones de 0.3 - 0.7% de pectina presentaron sedimentacion
de las particulas, esto puede deberse a que la concentracion del polisacarido no
fue suficiente para producir particulas estables de menor tamafio y se requieren
concentraciones mayores (Figura 13). Este tipo de polisacéaridos a pesar de que
proveen buena estabilidad en sistemas coloidales bajo diferentes condiciones de

estrés presentan un efecto pobre cuando se trata de producir particulas de menor
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tamafio ademas de que se requieren altas concentraciones para observar su
efecto estabilizante (McClements, 2003). El resto de las concentraciones tratadas
(0.9 — 2.0%) presentan una estabilidad aparente ya que no se observa
sedimentacion en el fondo del tubo, indicando que las dispersiones coloidales a
estas concentraciones de estabilizante contienen particulas con tamafios que van

desde los 2.95 pm hasta los 3.63 pm.

20% 1.5% 1.25% 09% 0.7% 05% 03% 0.15% 0.1%

HEHMUEER |

Figura 13. Dispersiones coloidales preparadas empleando diferentes
concentraciones de pectina de alto metoxilo (HMP). De izquierda a derecha, las
soluciones coloidales se prepararon usando 2.0, 1.5, 1.25, 0.9, 0.7, 0.5, 0.3, 0.15,
0.1% de pectina de alto metoxilo (HMP) como estabilizante. La concentracién de
zeina se mantuvo constante a 1.63% (p/v), el pH de sintesis fue de 8.

Fue necesario realizar la caracterizacion de los sistemas nanoparticulados
para comprobar lo observado. La Figura 14 muestra los resultados obtenidos para
los tamafios de particula de los sistemas nanoparticulados estabilizados con
pectina. Como se puede observar en el grafico los tamafios de particula
disminuyeron conforme el pH se acercaba a la neutralidad (pH 7), esto se observa
a todas las concentraciones de pectina tratadas, obteniéndose el menor tamafio
de particula (2.50 £ 0.07 um) a este valor de pH (Cuadro 8).
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Figura 14. Efecto de la concentracién de pectina y el pH en el tamafio de particula.
Las nanoparticulas de zeina se prepararon adicionando 15 mL de la soluciéon
primaria (con 0.9 g zeina en solucion binaria etanol/agua 85% (v/v)) en 40 mL de
solucion amortiguadora 20 mM a pH 8 (con diferentes concentraciones de pectina
0.3 - 2.0%). Las barras de error son el error estandar de tres mediciones.

A una concentracién de pectina de 0.9% se obtuvieron particulas con un
tamafio de 2.16 hasta 3.99 pum en el intervalo de pH tratado, formandose los
menores tamanos de particula, por lo que se prosiguié con la toma de micrografias
Opticas para ejemplificar lo anterior. Como se puede observar en la Figura 15, el
tamafio de particula es practicamente constante al cambio de pH y la forma de las
particulas en todo el intervalo de pH permanece esférica. Por lo que se sugiere
gue la concentracién del polisacarido es suficiente para cubrir en su totalidad la

superficie de las particulas formadas, estabilizando asi el sistema nanoparticulado.
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Figura 15. Microscopia Optica de sistemas nanoparticulados. Efecto del cambio de
pH en el tamafio de particula. Las nanoparticulas de zeina se prepararon
adicionando 15 mL de la solucién primaria (con 0.9 g zeina en solucién binaria
etanol/agua 85% (v/v)) en 40 mL de solucién amortiguadora (20 mM, pH 8, 0.9%
pectina).

Los sistemas coloidales estabilizados con 0.15% y 0.10% de pectina
presentaron inestabilidad al cambio de pH por lo que fue imposible realizar las

mediciones de caracterizacion y se descartaron para analisis posteriores.

Para las nanoparticulas estabilizadas con [-lactoglobulina (B-lg) los
tamafios de particula tienen un comportamiento diferente a aquellos sistemas
estabilizados con pectina (Figura 16). Las particulas aumentan de tamafio hasta
llegar a un maximo a pH 5, cuando el pH se acerca a la neutralidad los tamafios
de particula disminuyen alcanzandose a pH de 7 las particulas mas pequefias,
esto ocurre para concentraciones de B-lactoglobulina (B-lg) de 2.0-0.9%. Se
sugiere que el aumento en el tamafio de particula al cambio de pH se debe a una
floculacion de las particulas (Guzey et al., 2004). Se observa que en el intervalo de
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pH de 3-6 los tamafios de particula de aquellos sistemas estabilizados con
concentraciones de B-lactoglobulina (-lg) de 0.7% y 0.5% permanecen alrededor
de 26.36 £ 0.893 um y 42.99 £ 1.09 pm, respectivamente. Cuando el pH es 7 las
particulas disminuyen de tamafio drasticamente a 0.34 £ 0.01 um y 0.45 + 0.01
pum, respectivamente. A una concentracion de 1.25% de B-lactoglobulina (B-1g) se
obtienen particulas de tamafio pequefio en todo el intervalo de pH tratado, los
cuales van de los 192 nm hasta los 2.2 pm.

50
— —0—2.0% B-Ig
€ 45 -0~ 1.63% B-Ig
= -8~ 1.25% p-g
~ 40 1 —&—0.9% B-Ig
) 35 ——0.7% B-lg
~ —8-0.5% B-Ig
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= 30
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0
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Figura 16. Efecto de la concentracion de B-lactoglobulina (B-Ig) y el pH en el
tamafio de particula. Las nanoparticulas de zeina se prepararon adicionando 15
mL de la solucion primaria (con 0.9 g zeina en solucién binaria etanol/agua 85%
(v/v)) en 40 mL de soluciébn amortiguadora 20 mM a pH 8 (con diferentes
concentraciones de [B-lactoglobulina (B-lg) 0.5 - 2.0%). Las barras de error son el
error estandar de tres mediciones.
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A pesar de que los tamafos para las particulas estabilizadas con [3-
lactoglobulina (B-lg) presentan un intervalo de tamafo mayor (45.468 — 0.166 pum)
qgue en el caso de los sistemas nanoparticulados estabilizados con pectina (16.59
—1.971 um), a un pH de 7 en donde para ambos estabilizantes se obtuvieron las
particulas mas pequefas; aquellas estabilizadas con B-lactoglobulina (B-Ig)
presentan particulas de menor tamafio a todas las concentraciones propuestas de
este estabilizante (Cuadro 8). Se sugiere que el tamafio de las particulas se ve
influenciado por la conformacion que tiene el estabilizante a distintos valores de

pH, asi como la cantidad de estabilizante empleado.

Cuadro 8. Efecto de la concentracion de estabilizante en el tamafio de particula a

H7.
% Estabilizante (p/v) : Tamafio de particula (um)
Pectina (HMP) B-lactoglobulina (B-1g)

2.0 2.553 £ 0.002 ¢ 0.751 £ 0.004 g
1.63 - 0.698 + 0.005 gh
1.50 2.415 £ 0.009d -

1.25 2.276 £ 0.009 e 0.671 £ 0.001 gh
0.9 2.160 £ 0.005 f 0.629 £ 0.005 h
0.7 2.327 £ 0.030 e 0.342 £ 0.006 j
0.5 2.674£0.027 b 0.453 £ 0.006 i
0.3 3.116 £ 0.040 a -

Los valores son presentados como la media * E.E. Letras diferentes (a, b, c, d, e, T, g, h, 1, J) indican diferencia significativa
p <0.05.

VIIL.3.2. Impacto del biopolimero en la carga de la particula.

La estabilidad de los sistemas coloidales y el tamafio de particula
dependen en gran medida de los valores de potencial-. Los resultados de las

mediciones de los sistemas nanoparticulados estabilizados con pectina se
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muestran en la Figura 17. A diferencia de lo reportado en estudios previos en
donde se propone que la concentracion del polimero afecta a la carga del sistema
(Bengoechea et al., 2011; Jones et al., 2009), en el caso de la pectina no se
observa de manera clara algun efecto que relacione la carga del sistema con la
concentracion del polimero, ya que a todas las concentraciones tratadas la carga

del sistema se comporta de manera semejante.
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=0—1.5% Pectina
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—8-0.9% Pectina
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—8-0.3% Pectina

-24
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W
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pH
Figura 17. Efecto de la concentracion de pectina y el pH en la carga de la
particula. Las nanoparticulas de zeina se prepararon adicionando 15 mL de la
solucion primaria (con 0.9 g zeina en solucién binaria etanol/agua 85% (v/v)) en 40
mL de solucion amortiguadora 20 mM a pH 8 (con diferentes concentraciones de
pectina 0.3 - 2.0%). Las barras de error son el error estandar de tres mediciones.
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El fendbmeno anterior puede ser atribuido a que el numero relativamente
bajo de grupos anionicos en las moléculas de pectina de alto metoxilo (HMP) se
encuentran saturados de proteina a todas las concentraciones de pectina tratadas,
demostrado por el hecho de que su carga es independiente de la concentracion de
polisacéarido (Figura 18). En consecuencia, se sugiere que solo algunos grupos
anionicos se encontraban disponibles en las moléculas de pectina de alto metoxilo

(HMP) podrian unirse a moléculas de proteina (Jones et al., 2010Db).

Figura 18. Grupos anidnicos de la molécula de pectina.

Conforme el valor de pH se acerca al punto isoeléctrico (pl) de la proteina
el valor de potencial aumenta hacia valores negativos llegando a un maximo de
valor negativo a pH 6 y conforme el valor de pH se vuelve menos &cido el
potencial se vuelve menos negativo. Esto puede deberse a que la pectina al ser
una macromolécula aniénica a lo largo de todo el intervalo de pH tratado (pKa
~3.5), se encuentra cargada negativamente. En un intervalo de pH de 4-6 la carga
electrostatica de los polimeros es opuesta, mientras las moléculas de proteina se
encuentran cargadas positivamente las cargas del polisacarido son negativas.
Debido a que las cargas de los polimeros son opuestas la interaccién entre ellos
es mas fuerte. Conforme el pH se aleja del pl hacia valores de pH por arriba de
este, la carga de ambos polimeros es negativa pudiendo verse disminuida asi la
interaccion entre ambas macromoléculas y por lo tanto mejorar la estabilidad de

las nanoparticulas. Este comportamiento se ha reportado previamente, en donde
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se propone que la pectina no puede ser absorbida a la superficie de las particulas
cuando la carga de la proteina y del polisacarido son de la misma naturaleza
debido a la gran repulsién electrostatica entre ambas macromoléculas (Surh et al.,
2006).

Sin embargo no existe un valor de pH al cual la carga del sistema se
neutralice, es decir sea cero. Este resultado concuerda con lo reportado por Jones
et al. (2010b), en donde se observa que a pesar de que la densidad de carga de la
pectina es baja esta no es neutralizada por la union de la proteina; por lo que a pH
bajos a pesar de que la carga positiva de las proteinas aumenta la densidad de la
carga lineal de la pectina se disminuye evitando asi la neutralizacion de las

cargas.

Cuando el pH del sistema se ajusta a 5 y 6 todos los sistemas coloidales
estabilizados a las diferentes concentraciones de pectina presentan valores de
potencial- caracteristicos de aquellos sistemas nanoparticulados estables en
suspension, los resultados se muestran en el Cuadro 9. Segun lo reportado por
Singh y Lillard Jr. (2009), aquellas nanoparticulas que tienen potencial-C por arriba
de £30 mV tiene el potencial de ser empleadas como sistemas de liberacion.

Por otra parte los sistemas nanoparticulados estabilizados con -
lactoglobulina (B-lg) muestran un comportamiento diferente a aquellos
estabilizados con pectina. Los valores de potencial- de las nanoparticulas fueron
de negativos (-25.13 mV) a positivos (29.37mV) cuando el pH disminuyo de 8 a 3.
A diferencia de los sistemas nanoparticulados estabilizados con pectina en donde
no se observa la neutralizaciéon de la carga en todo el intervalo de pH tratado,
aquellos estabilizados con B-lactoglobulina (B-lg) presentan la neutralizacion de la

carga a un valor de pH cercano al plg.g.
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Cuadro 9. Valores de potencial-{ de dispersiones coloidales estabilizadas con
pectina a diferentes concentraciones (2.0 - 0.3 %) ajustadas a diferentes pHSs.

% Pectina (p/v)

Potencial-¢ (mV)

pH5 pH 6
2.0 -33.1+£0.1 -345+0.3
15 -32.7+0.5 -34.6 £ 0.3
1.25 -34.1+£0.4 -35 £04
0.9 -33.8+0.1 -34.6£0.3
0.7 -34.2+04 -35.7+0.3
0.5 -33.5+£0.5 -35.6 £ 0.5
0.3 -33.1+£0.6 -38 +1.1

Los valores son presentados como Ta media * E.E. Letras diferentes indican diferencia significativa p < 0.05.

Como se puede observar en el grafico de la Figura 19, el pl (carga neta
de 0 mV) del sistema se presenta a un pH = 5. Este valor difiere del punto
isoeléctrico (pl) de cada uno de los biopolimeros involucrados, la zeina (pl = 6.2) y
la B-lactoglobulina (B-lg) (pl = 4.6). Bengoechea et al. (2011) proponen que
generalmente el comportamiento de los biopolimeros individualmente se ve
afectado por la presencia de otro biopolimero en solucién cuando estos son

mezclados.

64



30 =>=2.0% Blg
={=1.63% Blg
——1.25% Bl
20 Blg
—&—0.9% Blg
——0.7% Blg
210 i —-0.5% Blg
>
IS
e 0 )
S 3 4
@]
o
_10 -
-20 A
-30

pH

Figura 19. Efecto de la concentracion de B-lactoglobulina (B-lg) y el pH en la carga
de la particula. Las nanoparticulas de zeina se prepararon adicionando 15 mL de
la solucién primaria (con 0.9 g zeina en solucién binaria etanol/agua 85% (v/v)) en
40 mL de solucion amortiguadora 20 mM a pH 8 (con diferentes concentraciones
de Blg (0.5 - 2.0%). Las barras de error son el error estandar de tres mediciones.

A valores de pH por arriba del pl del sistema posiblemente las moléculas
de B-lactoglobulina (B-lg) se unen a las de zeina por interacciones hidrofébicas
entre ambas macromoléculas (Bengoechea et al., 2011). Por otra parte a valores
de pH de 7 a 8, las soluciones presentaron una apariencia turbia, indicando la
formacion de dispersiones coloidales de particulas relativamente estables.
Mientras que a valores de pH de 6 a 3, se observa la presencia de un sedimento
blanco en el fondo del tubo con un sobrenadante transparente (pH 5) y un
sobrenadante turbio (pH 6, 4, 3) indicando la presencia de agregados de mayor

tamafio inestables. Estas observaciones se asemejan al trabajo realizado por
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Bengoechea et al. (2011) en donde postulan que es posible controlar la naturaleza

de las particulas mediante el control de las condiciones de formacién.

A pH por debajo del pl de la zeina se observa tanto la coalescencia de las
particulas como la sedimentacion de las mismas a medida que la concentracion de
pectina (e.i = 0.9%) o B-lg (e.i. = 1.25%) aumenta este fendmeno se observa en
menor grado. A pH (e.g. 7 y 8) por arriba del pl de la zeina el efecto de
coalescencia se ve disminuido y Unicamente se presenta sedimentacion de las
nanoparticulas a medida que la concentracion del polisacarido aumenta, en el
caso de los sistemas estabilizados con 3-Ig a todas la concentraciones tratadas se

observa la estabilidad del sistema.

A valores de pH (e.g. 6, 5 y 4) por debajo del pl de la zeina, tanto las
moléculas de proteina como las de pectina se encuentran cargadas
opuestamente, por lo que se espera que las moléculas de pectina sean atraidas
electrostaticamente a la superficie de las nanoparticulas. Una sola molécula de
pectina puede ser absorbida a la superficie de mas de una nanoparticula,
actuando como un puente polimérico promoviendo asi la “bridging flocculation”
(Dickinson, 2003; Glover et al., 2000; Guzey et al., 2004). Todo esto aunado a
valores de potencial-¢ pequenos da como resultado que las fuerzas de repulsion
electrostatica entre las particulas no son suficientes para prevenir la agregacion de

las nanoparticulas.

A valores de pH por arriba del pl de la zeina, tanto las nanoparticulas
como las moléculas de pectina se encuentran cargadas negativamente, por lo que
no se espera que las moléculas de pectina sean atraidas hacia la superficie de las
nanoparticulas. En este caso existe una cantidad considerable de pecina no
absorbida en la fase acuosa, la cual promueve “droplet flocculation” mediante el
mecanismo de “depletion” (Chanamai y McClements, 2001; Guzey et al., 2004;
McClements, 2000). Este efecto también puede verse favorecido a altas

concentraciones de pectina en donde la cantidad de pectina no absorbida es
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mayor (Furusawa et al., 1999). Por ultimo a valores intermedios (e.g. pH 6), se
observé menor agregacion de las particulas, lo que sugiere que la absorcion de la
pectina a la superficie de las nanoparticulas aumenta su estabilidad a este valor
de pH. Este efecto puede ser atribuido al hecho de que la absorcion de la pectina
aumenta la magnitud de la carga absoluta de las particulas, e.g. (valor de
potencial-C a pH 6). Aumentando la repulsion electrostética entre las particulas,
reduciendo asi su tendencia a agregar (Guzey et al., 2004).
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IX. Conclusiones

En este estudio se indica la posibilidad de usar pectina y B-lg para la
estabilizacion de sistemas nanoparticulados a base de zeina con propiedades que
pueden ser moduladas mediante el pH y la concentracion del estabilizante
empleado. Un incremento en la concentracion de polisacarido da particulas
cargadas mas negativamente (< -30 mV), asi mismo tamafios de particula
mayores (= 3.99 um) hasta que se alcanza la concentracién de saturacién (i.e.
20.9% pectina). Sin embrago este comportamiento no se observa tan

marcadamente en todos los valores de pH.

Para el caso de la B-lg se presentan particulas solubles a pH de 8 y 7,
pero una agregacion muy grande a pH de 6 a 3, la cual puede ser atribuido a la
neutralizacion de las cargas entre las macromoléculas y enlaces. Las
nanoparticulas formadas en este estudio podrian ser empleadas como sistemas
de liberacién en alimentos con pH de 5y 6 para el caso de aquellos sistemas
estabilizados con pectina a una concentracion = 0.9% en donde los tamafos de

particula son menores (< 2.44 um).

Las particulas de zeina son inestables cuando se incorporan a matrices
con valores de pH por arriba de su pl, pero estables cuando se forman en
presencia de pectina. Esto puede ser atribuido al hecho de que la repulsion
electrostatica entre las particulas estabilizadas con pectina es suficientemente
grande para superar las interacciones de atraccion particula-particula (e.g.
atracciones hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals).

Es importante resaltar que son necesarios estudios posteriores con el

propésito de elucidar de manera clara un mecanismo para la justificacion de los

resultados aqui presentados y establecer el comportamiento de las particulas en
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un amplio intervalo de condiciones ambientales (e.g. fuerza ionica, liofilizacion y
digestibilidad).
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Apéndice

Preparacion de las fases amortiguadoras a diferente pH.

Solucién amortiguadora de citrato pH 3, 20 mM.

1. Pesar 4.202 g de acido citrico monohidratado.

2. Disolver el acido citrico en 800 mL de agua bidestilada.

3. Ajustar el pH a 3 con acido clorhidrico o hidroxido de sodio 0.1 N.
4. Aforara 1 L.

Solucién amortiguadora de acetatos pH 4, 20 mM.

1. En 200 mL de agua bidestilada medir 4.94 mL de acido acético glacial.

2. Pesar 1.2714 g de acetato de sodio y disolver en 200 mL de agua bidestilada.
3. Mezclar ambas soluciones y afiadir agua bidestilada c.b.p 800 mL.

4. Ajustar el pH con &cido clorhidrico o hidréxido de sodio 0.1 N.

5. Aforara 5 L.

Soluciéon amortiguadora de acetatos pH 5, 20 mM.

1. En 200 mL de agua bidestilada medir 2.364 mL de acido acético glacial.

2. Pesar 6.496 g de acetato de sodio y disolver en 200 mL de agua bidestilada.
3. Mezclar ambas soluciones y afiadir agua bidestilada c.b.p 800 mL.

4. Ajustar el pH con &cido clorhidrico o hidréxido de sodio 0.1 N.

5. Aforara 6 L.

Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6, 20 mM.

1. Pesar 1.4574 g de fosfato de sodio monobasico y 0.3864 g de fosfato de sodio
dibasico.

2. Disolver en 800 mL de agua bidestilada.

3. Ajustar el pH a 6 con acido clorhidrico o hidréxido de sodio 0.1 N.

4. Aforar a 6 L.
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Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7, 20 mM.

1. Pesar 4.5112 g de fosfato de sodio monobasico y 6.7243 g de fosfato de sodio
dibasico.

2. Disolver en 800 mL de agua bidestilada.

3. Ajustar el pH a 7 con acido clorhidrico o hidroxido de sodio 0.1 N.

4. Aforara 4 L.

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 8, 20 mM.

1. Pesar 1.43976 g de fosfato de sodio monobasico y 12.4215 g de fosfato de
sodio dibasico.

2. Disolver en 800 mL de agua bidestilada.

3. Ajustar el pH a 8 con acido clorhidrico o hidroxido de sodio 0.1 N.

4. Aforara 5 L.

Soluciéon amortiguadora Tris pH 9, 20 mM.

1. Pesar 1.9857 g de Tris-HCl y 12.9334 g de Tris base.

2. Disolver en 800 mL de agua bidestilada.

3. Ajustar el pH a 9 con acido clorhidrico o hidroxido de sodio 0.1 N.
4. Aforar a 6 L.
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