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RESUMEN

El acido fdlico (vitamina B9) es una vitamina que se encuentra presente en una
gran variedad de hortalizas, especialmente las de hojas verdes y en menor proporcién
en algunos frutos y cereales; en forma de folatos o folacinas. Es de gran importancia ya
gue esta involucrada en una serie de procesos bioldégicos como, la division celular y
mantenimiento de células nuevas. A la deficiencia de esta vitamina se han asociado
una serie de complicaciones como anemias megaloblasticas, defectos del tubo neural y
mas recientemente estados de depresion. Por otro lado el acido ascérbico (vitamina C)
aparte de participar en rutas metabdlicas y en respuesta al sistema inmunologico.
Durante el procesamiento de los alimentos se pierden una gran cantidad de esta
vitamina, dado que los folatos son altamente inestables a altas temperaturas, luz, y
pH’s extremos y el acido ascorbico tiende a ser muy inestable en presencia de
oxigeno. La encapsulacion ofrece una alternativa para compensar las pérdidas de
folatos y vitamina C en los alimentos y ademas dirigir y controlar la liberacion del activo.
El objetivo del presente trabajo es encapsular al &cido félico y al acido ascérbico en una
matriz de quitosano-alginato. Las capsulas se elaboraron mediante la técnica de
gelificacion ionica o reticulacion con CaClz. Se evalud la eficiencia de encapsulacion,

estabilidad de las capsulas a la luz ultravioleta, perfiles de liberacién

Palabras clave: acido félico, acido ascoérbico, quitosano, alginato.
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SUMMARY

Folic acid (vitamin B9) is a vitamin that is present in a variety of vegetables,
especially green leafy and to a lesser extent in some fruits and cereals; as folate or
folacinas. It is of great importance because it is involved in a number of biological
processes as cell division and maintenance of new cells. A deficiency of this vitamin are
associated a number of complications such as anaemias, neural tube defects and more
recently states of depression. Furthermore ascorbic acid (vitamin C) in addition to
metabolic pathways and participate in the immune system response. During food
processing a lot of this vitamin are lost, as folates are highly unstable at high
temperatures, light, and extreme pH and ascorbic acid tends to be very unstable in the
presence of oxygen. Encapsulation offers an alternative to compensate for losses of
folate and vitamin C in food and also direct and control the release of active. The aim of
this study is to encapsulate folic acid and ascorbic acid in a matrix of chitosan-alginate.
The capsules are prepared by ionic gelation technique or crosslinking with CaCl-.
Encapsulation efficiency, stability of the capsules to ultraviolet light, release profiles

were evaluated

Keywords: folic acid, ascorbic acid, chitosan, alginate.
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INTRODUCCION

En afios recientes el aumento poblacional ha traido como una de muchas
consecuencias un incremento en la demanda de alimentos. Dicha demanda debe
traducirse en cantidad y calidad de los productos que se requieren. Dado que la
tendencia en la época actual es consumir productos que sean de facil acceso y rapida
preparacion, se estan generando continuamente nuevos retos en la industria
alimentaria, tanto en el area de la ciencia como de la tecnologia, que permitan generar
productos alimenticios innovadores que satisfagan los requerimientos nutricionales,
sensoriales, ambientales, de inocuidad, y que posean caracteristicas de calidad y
sanidad, que les permitan ser competentes en un mercado tan amplio y diversificado

como es el de los alimentos.

La nanotecnologia ofrece un amplio campo de estudio para la generacion de
nuevos productos alimenticios e innovadores sistemas para mejorar sus parametros de
calidad. La micro y nano encapsulacion ofrecen varias ventajas que van desde
fortificar, enriquecer, o adicionar con compuestos nutricionales (vitaminas o minerales),
nutracéuticos (antioxidantes); o simplemente para conservar atributos sensoriales del
alimento (color, sabor, aromas) que pudieran verse degradados parcial o
completamente en las diferentes etapas de procesamiento de las materias primas.
Mediante su atrapamiento en matrices de grado alimentario se permite su retencion y

liberacién controlada.

Las deficiencias nutrimentales y la aparicion de enfermedades cronico
degenerativas (generalmente relacionadas), son el resultado del impacto de la
globalizacion en el estilo de vida actual en nuestro pais. Una de tantas deficiencias en
la dieta, esta dada por el bajo consumo de acido folico (vitamina Bo), compuesto
necesario en diversas funciones bioldgicas tales como: biosintesis de nucledtidos,
division celular y expresion de genes. Es especialmente importante durante periodos de
division celular acelerada, como el embarazo y la infancia siendo necesario incluir dosis
especificas en la dieta diaria (Prasertmanakit, et al., 2009; Stevanovic et al., 2008). El
consumo de acido félico, ayuda a prevenir defectos de nacimiento en el cerebro y la

médula espinal denominados defectos del tubo neural (Santacruz et al., 2013).
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Aunque muchos alimentos principalmente hojas verdes, citricos y algunas
leguminosas y cereales como el maiz contienen una fuente importante de folatos y
ascorbatos; por un lado, su contenido no satisface la demanda diaria de esta vitamina,
y aun aquellos alimentos que presentan un alto contenido, una gran parte de estos
compuestos tienden a perderse durante la cosecha, almacenamiento, produccion y
procesamiento de los alimentos (FAO/WHO, 1998). Por lo anterior, resulta de interés la
generacion de alimentos enriquecidos y/o fortalecidos con &cido folico y también

alimentos a los cuales se les adiciona una cantidad determinada de vitamina C.
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I.- ANTECEDENTES

1.1 El acido folico

El término &cido folico proviene del latin folium, hoja. Se aplica a una gran
diversidad de compuestos cuya estructura base es el acido pteroilglutamico. Se le
puede aludir una variedad de apelativos usados indiscriminadamente como, folato,

folatos, folacina y acido félico (Valera, 1999; Gennaro, 2000).

El acido félico presente en los alimentos es altamente sensible a factores

abibticos como: oxigeno, temperatura, pH y luz (Prasertmanakit, 2009).

Se presenta como una sustancia amarilla cristalina, y se ha encontrado en
150 formas diferentes, la mayoria presentes en los alimentos en formas reducidas,

labiles y de facil oxidacion (Suarez, 2003).

Es una vitamina esencial para el correcto funcionamiento del metabolismo
del hombre y de amplio espectro en reacciones bioquimicas; sin embargo, solo
puede ser sintetizado por bacterias y plantas. Como el hombre no puede
sintetizarlo, debe adquirirlo de fuentes externas como vegetales, cereales o
leguminosas (Litwack, 2008).

1.1.1 Composicion y estructura quimica

La estructura base de los folatos es el acido pteroilglutdmico molécula
constituida por un anillo de pteridina unido por un puente metileno a un residuo de
acido p-aminobenzoico que a su vez se une por un enlace amida a un residuo de
acido glutamico. El anillo de pteridina, puede presentar varias formas reducidas y

varios tipos de sustituciones, y en el residuo de p-aminobenzoglutamato, pueden

Universidad Auténoma de Querétaro Pagina 1



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

estar unidos en enlace peptidico un nimero variable de residuos de glutamato
(Valera, 1999).

A la base de pteridina y acido p-aminobenzoico pueden estar unidas de una
hasta siete moléculas de acido glutamico, siendo la forma activa en el organismo

el acido pteroilmonoglutamico (Figura 1) (Rosemberg, 1990).

10 @] ([ZOOH
[
OH 5 NH —NH—(IZH
o/
[ CHg CHZ
N l
T
COOH
T
NH;
N N
8
pteridina acido p-aminobenzoico acido glutdmico
dcido pteroilglutimico (4cido félico)
Férmula bruta: ¢1yHigOsN7
Peso molecular: 441

Figura 1 Estructura del acido pteroilglutamico o acido félico (Valera, 1999).

El anillo de pteridina puede encontrarse parcialmente reducido en la
posicion 7 y 8 de los dihidrofolatos (DHF) o completamente reducido en las
posiciones 5, 6, 7 y 8 de los tetrahidrofolatos (THF). El tetrahidrofolato es capaz de
aceptar unidades de un sélo &tomo de carbono que se fijan en las posiciones 5, 10
o ambas presentdndose en diferentes estados de oxidacion. En el Cuadro 1 se
presentan de manera general las estructuras y homenclaturas de las especies de
folatos. Las posiciones N5 y N10 son los sitios activos de la molécula de los
folatos, de los derivados reducidos de los poliglutamatos (monoglutamatos) son

los que constituyen las formas biolégicamente activas (Valera, 1999).
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Cuadro 1 Estructuras y nomenclaturas de las especies de folatos (Valera, 1999).

Caracteristica
Nombre del compuesto estructural Abreviaturas
Acido pteroilglutamico no reducido PteGlu
acido folico sin sustituciones
Dihidrofolato -Hen 5,6 H2PteGlun
Acido dihidrofélico DHF
Tetrahidrofolato -H en 5,6,7,8 H4PteGlun
Acido Tetrahidrofélico THF
5-formiltetrahidrofolato -CHO en 5 5-formil-H4PteGlun
Acido formiltetrahidrofélico 5-formil-THF
Acido folinico
10-formiltetrahidrofolato -CHO en 10 10-formil-H4PteGlun
Acido 10-formiltetrahidrofolico 10-formil-THF
5,10-metenil-
5,10-meteniltetrahidrofolato -CH=en 5,10 H4PteGlun
Acido 5,10-
meteniltetrahidrofolico 5,10-metenil-THF
5,10-metilén-
5,10-metiléntetrahidrofolato -CH2- en 5,10 H4PteGlun
Acido 5,10-
metiléntetrahidrofélico 5,10-metilén-THF
5-metiltetrahidrofolato -CH3 en5 5-metil-H4PteGlun
acido 5-metiltetrahidrofélico 5-metil-THF

Los folatos aceptan unidades de un carbono de moléculas donantes y los
pasan a través de varias reacciones biosintéticas. En su forma reducida la funcién
de los folatos celulares esta conjugada con una cadena de poliglutamato. Estos

folatos son una mezcla de tetrahidrofolatos poliglutamilos no sustituidos y diversas

Universidad Auténoma de Querétaro Pagina 3



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

formas de carbono sustituidos de tetrahidrofolato (por ejemplo, 10-formil-, 5,10-

metileno-, y5-metil-tetrahidrofolato) (Figura 2).

Las formas reducidas de la vitamina, particularmente las formas
dihidrofolato y tetrahidrofolatono sustituidos, son inestables quimicamente.
Facilmente se dividen entre el enlace C-9 y N-10 para producir un pteridina y p-
aminobenzoilglutamato que no tienen actividad biologica. La sustitucion en N-5 o
N-10 disminuye la tendencia de la molécula a dividirse, sin embargo, las formas
sustituidas son también susceptibles a reordenamientos por oxidacion quimica vy,
en consecuencia se presenta la pérdida de actividad. Los folatos nativos de los
alimentos consisten de una mezcla de folatos o poliglutamatos reducidos. La mitad
o inclusive tres cuartos de la actividad de los folatos se puede perder durante el
procesamiento (FAO/WHO, 1998).

N N
/2N .
RO
| ¢ C— CH,— N €0 — Glutamate "
N N 1 O v
g N H G Rarl
| Foic acid M N
CH’ i l I ! €0 — Gutama
c C— CH, — N — 00—
N N N§ 7N/ 2
// N 7N /H ¢ N
NH,—¢ ¢ 2N Clﬂ \(}i;
| I l o ? 5,108 nyeneetahyrotiate
¢ CH—CH,— N O—w—cumm H
N N N
NN | 2 A
| X ! M= € £ C\H
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Figura 2 Estructuras quimicas de los folatos (forma sintética) y las formas naturales mas

importantes de los folatos (Ohrvik, 2009).
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Algunas de las causas de variaciones en la estructura quimica pueden ser:
estado de oxidacion del anillo de pterina, nUmero de residuos de glutamato y
diastereoisomeria, es decir, para el 5-formiltetrahidrofolato y el 5,10-
meteniltetrahidrofolato existen dos centros quirales que determinan la actividad de
estos folatos. El estado de oxidacion y sustitucion sirve para alterar la estabilidad
de la molécula de folato (Blakley, 1986; Ohrvik, 2009).

En la Figura 3 se muestran algunas de las especies de folatos y sus
interconversiones dentro del organismo; a partir de los folatos de la dieta (Martinez
et al., 2001).

——

= [ Falilpoliglutamatos J
Folatosdela Hidrolasa
dieta —_— .

‘ Folilmonoglutamatos

- -
- .

p
& 3

' ‘ Oxidadc—s‘ | Reducid05|

Timidilatosintetasa | Dihidrofolatos hidroximetiltransferasa

‘ Dihidrofolatoreductasa

Forminotransferasa

THF
| / L . Deshidrogenasa

5-Formil-THF

/ Sintesi - ]
i cicloxigenasa md?'s { 10-Formil-THF J
[ i N o purinas "F-ﬁ___._xl
l Saltlbtzell=l? ) ciclohidrolasa [, T—
. 5-Metil-THF

4 N
l 5,10-Metilen-THF J MetilenTHFreductasa

Figura 3 Especies de folatos y su interconversion en el organismo (THF: tetrahidrofolato) (Martinez
et al., 2001).

1.1.2 Caracteristicas fisicas y quimicas.

El acido fdlico se presenta como un polvo cristalino de color amarillo
anaranjado. Es ligeramente soluble en agua (0.5 g/L aproximadamente) pero

facilmente soluble en soluciones acidas o basicas débiles. Es insoluble en alcohaol,
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acetona, éter y cloroformo. El &cido félico cristalizado es estable al calor, al aire y
en solucién neutra, por el contrario, es sensible a la luz, la radiacién ultravioleta,
los &cidos, los alcalis, los oxidantes y los reductores. Los dihidrofolatos y
tetrahidrofolatos son inestables en presencia de aire (Varela et al., 1999).

El acido folico es estable a condiciones alcalinas, pero inestable a otras

condiciones (Bergstrom, 1994).

1.1.3 Importancia en la dietay su impacto en la salud

El 4cido folico juega un papel crucial en la biosintesis de nucle6tidos que son
esenciales para el metabolismo de los &cidos nucleicos, division celular y
expresion de genes. En afos recientes se ha incrementado el interés por fortificar
alimentos con esta vitamina principalmente por los estudios realizados que ligan la
deficiencia de folatos con defectos del tubo neural principalmente en la formacion
del feto en el embarazo, enfermedades coronarias y anemia perniciosa 0

megaloblastica (Prasetmanakit, 2009).

Esta vitamina es necesaria para la produccion y mantenimiento de las
células nuevas, especialmente durante periodos de rapida division celular y

crecimiento por ejemplo, en la infancia o durante el embarazo (Santacruz, 2013).

Es necesario tomar dosis especificas de acido folico diariamente. Los
folatos son necesarios para la replicacion de ADN. De ahi, que la deficiencia de
esta vitamina dificulte la sintesis de ADN y la division celular (Stevanovic, 2008).

Tanto en la formacion de ADN como en los ciclos de metilacion (Figura 6),
se regenera tetrahidrofolato. Sin embargo, hay pérdida en cantidad considerable
proveniente del catabolismo del &cido félico, y otra pequefia cantidad a través de

la excrecion por la orina, piel y bilis (Reed et al., 2006).
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Por lo tanto, hay una necesidad de reponer el acido félico necesario para el
organismo, a partir de su ingestion mediante una alimentacion balanceada. Una
dieta deficiente en &cido folico, puede alterar los procesos metabdlicos antes
mencionados (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés)/ Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, por sus siglas en inglés) 1998; Ohrvik, 2009).

Sintesis de nucledtidos Metilacion

Pirimidinas

Metionina

+ HyFolato &
TMP = 3 : DHFR | Glicina Serina HyFolate —
5,10CH, H, Folato HeFolato
A b BHMT
HMP Formato
10 — CHO — H.Folato \
Homocisteina

Purinas Betaina

SCHzHy Folato

Figura 4 Participacion del acido félico en la sintesis de &cidos nucleicos y los ciclos de metilacion.
(TMP, timidinmonofosfato; UMP, uridinmonofosfato; MTHF, receptor de metiltetrahidrofolato;
DHFR, receptor de dihidrofolato; MS, metioninsintasa; BHMT, betaina-homocisteina metil

transferasa; TS, timidilato sintasa) (Reed et al, 2006).

El papel fundamental del &cido folico es actuar como una coenzima
necesaria para formar varios compuestos clave como nucleoproteinas necesarias
en la divisién celular y en la transmisién de rasgos hereditarios. El acido félico
desempeinia el papel de transporte basico del grupo C, para la formacion del grupo
hemo, proteina de la hemoglobina El acido félico es de facil absorcién en el
sistema gastrointestinal y es llevado por la sangre a los tejidos, se almacena
principalmente en el higado y es excretado por la orina y heces fecales. La
excrecion de esta vitamina se hace en promedio de 40 pg por la orina y por las
heces de 400 pg diarios; aunque esta ultima fraccion es fundamentalmente de

origen bacteriano-intestinal (Secretaria de salud, 2003).
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1.1.4 Dosis recomendadas

En 1968 se describié por vez primera la relacién entre niveles bajos de
folatos en la gestacion y defectos del tubo neural. En 1992 se recomienda la
ingesta de 0.4 mg/dia de acido félico en mujeres en edad reproductiva, para 1995
se permitié la suplementacién de los cereales con acido folico y es hasta 1998
cuando se lleva a cabo la suplementacion de harinas comerciales con 0.140 mg
de acido folico por 100 g de harina, con lo que se afiade 0.1 mg / dia a la dieta
normal, sugiriéndose incrementar la suplementacién a 0.350 mg / 100 g de harina
(Secretaria de salud, 2003).

A pesar de que el acido félico puede encontrarse en frutas, vegetales y
granos, es dificil obtener la cantidad necesaria de esta vitamina solo de la dieta.
Sin embargo la dieta comun de muchas mujeres no aporta en ningln caso mas de

200 microgramos (Santacruz, 2013).

Es bien conocido el papel de los folatos en la hematopoyesis y la
proliferacion celular. Por tal motivo el acido folico ha sido utilizado en el
tratamiento de las anemias macrociticas del humano, en dosis que van de 0.05 a

15 mg/dia, tanto por via oral como parenteral (Secretaria de salud, 2003).

1.2 El &cido asco6rbico

El acido ascérbico es un antioxidante soluble en agua, fue aislado por
primera vez en 1928, es un acido inestable y altamente oxidable y puede ser
destruido por el oxigeno, bases y alta temperatura. Los humanos no pueden
sintetizar esta vitamina, asi que deben adquirirla de su alimentacion. La
incapacidad de sintetizarla se debe a la ausencia de la enzima |-gulonolactona
oxidasa del higado. El cuerpo requiere de la vitamina C para las funciones
fisiologicas normales. Ayuda en el metabolismo de la tirosina, acido félico y

triptéfano. Ayuda a disminuir los niveles de colesterol en sangre y contribuye a la
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sintesis del aminoacido carnitina y catecolamina que regula el sistema nervioso
(Khalid, 2004).

La vitamina C o acido ascorbico también conocido como &cido cevilamico o
anti escorbuto tiene caracteristicas reductoras por sus dos grupos donantes de
protones. También es hidrosoluble y termolabil y se oxida en el aire con facilidad.
Interviene en muchas reacciones metabdlicas importantes. De importancia en el
metabolismo de carbohidratos y en controlar procesos infecciosos (Fenneman,
2001).

1.2.1 Estructura quimica

Acido L-ascorbico (CsHsOs) es el nombre trivial de la vitamina C. EI nombre
quimico es 2-oxo-L-treo-hexono-1, 4-lactona-2, 3-endiol. El 4cido ascérbico es un
compuesto soluble en agua se absorbe facilmente, pero no se almacena en el
cuerpo. Los principales metabolitos de acido ascérbico en humanos son el 4cido
dehidroascorbico, 2, 3 acido dicetoglucénico y acido oxalico (Figura 5). La principal
via de eliminacion de acido ascorbico y sus metabolitos es a través de la orina. Se
excreta sin cambios cuando se consumen altas dosis de &cido ascorbico. El acido
ascorbico es generalmente no téxico pero a dosis altas (2-6g / dia) puede causar
trastornos gastrointestinales o diarrea (Matei et al., 2006).

CH, 0¥ |CHQDH
T, H—0 — OH
i / 0\
/ \ c c=0
G C—=0
|\ / 2H ||-|\‘G c/
H T c 8@
| | —— [ I
HQ oH + 2 H* .
ACIDD ASCORBICO ee DEHIDHg?gSOHBIm

Figura 5 Estructura quimica del &cido ascérbico (Fenneman, 2001).
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La mayoria de las reacciones metabolicas del acido ascoérbico se deben
fuertemente a su poder reductor. Su actividad antioxidante se deriva del
desplazamiento de &cido ascoérbico a su forma oxidada L-dehidroascoérbico; esto

habilita a la molécula para combatir radicales oxidativos (-O"y -OH") (Khalid, 2004).

1.2.3 Importancia en el organismo

El 4cido ascorbico es una de las vitaminas hidrosolubles mas importantes. Es
esencial para la biosintesis de colageno, carnitina y neurotransmisores. El acido L-
ascorbico esta presente en la fase acuosa extracelular y actia en forma sinérgica
con a-tocoferol para proteger las membranas celulares contra la peroxidacion
lipidica. Las especies oxidantes son directamente interceptadas por el &acido L-
ascorbico y las desactiva, esto se observé cuando el acido ascoérbico se une al a-

tocoferol en membranas celulares fotosensibilizadas (Matei et al., 2006).

1.2.4 Fuentes y requerimientos de acido ascorbico

Las principales fuentes de vitamina C en la mayoria de las dietas son las
frutas, las hortalizas y diversos tipos de hojas. En las tribus némadas la leche con
frecuencia es la fuente principal. Los platanos y los bananos son el Unico alimento
basico que contiene porciones adecuadas de vitamina C. Las hojas verdes de
color oscuro, como el amaranto y la espinaca contienen mucha mas vitamina C
qgue las hojas pélidas como el repollo y la lechuga. Las hortalizas de raiz y las
patatas contienen cantidades pequefias pero utiles. El maiz tierno, asi como los
cereales germinados y las legumbres aportan en promedio de 27 mg de &cido
ascorbico. Los productos animales (carne, pescado, leche y huevos) tienen
cantidades reducidas. La coccién y envasado de los alimentos tienden a destruir la
vitamina de la dieta. El requerimiento minimo diario generalmente aceptado es de
30 mg / dia y la cantidad diaria recomendada es 60 mg / dia. El estrés, las

infecciones las cirugias y el embarazo aumentan de 2 a 3 veces la cantidad diaria
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recomendada. En el ser humano el acido ascorbico es faciimente absorbido en el

yeyuno (Ferreiro, 2000).

El acido ascorbico se mide en miligramos de la vitamina pura. Las opiniones
sobre las necesidades humanas difieren mucho. Parece claro que se necesitan
hasta 75 mg diarios para que el cuerpo permanezca saturado a plenitud con
vitamina C. Sin embargo, las personas parecen mantenerse saludables con
consumos tan bajos como 10 mg por dia. Cifras de 25 mg para adultos, 30 mg
para adolescentes, 35 mg en el embarazo y 45 mg durante la lactancia, parecen
ser cantidades razonables (FAO, 2015).

1.2.5 Deficiencias del 4cido ascérbico

Como el calor destruye con facilidad la vitamina C, la coccién prolongada de
cualquier alimento puede destruir gran cantidad de la vitamina C que contenga
(Magearu, 2008). El escorbuto y otras manifestaciones clinicas son debidos a la
falta de vitamina C. La carencia de vitamina C surge por aporte deficiente
(carencia de vitamina C durante la vida intrauterina, leche materna pobre en
vitamina C sin aporte suplementario obligado, leche de vaca sin complemento
durante el primer afio de vida, alcoholismo croénico, bajos recursos, modas
alimentarias, etc.,) y aumento de las necesidades (enfermedades infecciosas con

aumento del metabolismo y sintesis de anticuerpos, entre otras) (Ferreiro, 2000).

En el escorbuto, las paredes de los vasos sanguineos son muy pequefios, los
capilares, carecen de solidez y se vuelven fragiles, sangran y sufren hemorragias
en diversos sitios (Figura 6). La carencia moderada de vitamina C puede incidir en
la cicatrizacion pobre de las heridas. El 4cido ascorbico aumenta la absorcion de
hierro y por lo tanto influye en la reduccion de la anemia por carencia de hierro.
Algunos anticonceptivos orales disminuyen la absorcion de la vitamina C. Algunos
de los sintomas ocasionados por la deficiencia de acido ascorbico son: cansancio
y debilidad, encias inflamadas que sangran facilmente, hemorragias en la piel,

sangrado nasal, anemia, entre otros. La anormalidad en los niveles de vitamina C
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puede contribuir a la anemia durante el embarazo. Debido al riesgo de muerte
repentina por deficiencia de acido ascorbico, no es aconsejable tratar el escorbuto
tan solo con una dieta rica en vitamina C; es aconsejable mas bien suministrar al
enfermo 250 mg de acido ascorbico por via oral cuatro veces al dia, e incluir una
dieta rica en el mismo (FAO, 2015).

Figura 6 Lesiones en boca y piel ocasionadas por la deficiencia de Vitamina C (&cido ascorbico)
(FAO, 2015).

1.3 Laencapsulacion

La encapsulacién es la técnica por la cual un material o una mezcla de
materiales son cubiertos o atrapados dentro de otro material o sistema. El material
recubierto se llama material activo o nucleo, y el material de revestimiento se llama
coraza, material de la pared, portador o encapsulante. Actualmente la tecnologia

de encapsulacién esté bien desarrollada y aceptada (Madene et al., 2006).

Segun su diametro los cdpsulas son consideradas como microcapsulasen
un intervalo de 1-1000 um mientras que las nanocapsulas presentan valores del

didmetro en un intervalo entre 1-100 nm (Santacruz et al., 2013).
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La micro y nanoencapsulacion permite que los materiales alimenticios
resistan las condiciones de procesamiento, empacado y almacenado, por otro lado
mejorando la calidad en sabor, aroma, color, estabilidad, valor nutritivo y
apariencia asi como contribuir a la mejora y control de calidad de espumas y

emulsiones (Santacruz et al., 2013; Wilson, 2007).

La formacién de nanoparticulas, nanoemulsiones y nanocpsulas, podria
permitir mejorar el valor nutricional de los productos y mejorar su absorcion en el
cuerpo, de forma que la biodisponibilidad y dispersion de los nutrientes de interés

aumente (Almengor, 2009).

La micro y nanoencapsulacion en la industria de los alimentos puede ofrecer
numerosos beneficios tales como: incremento en la estabilidad de colorantes o
sabores, evitando la interaccion de estos con los otros componentes del alimento
que pudieran producir cambios en los atributos sensoriales; retencion de
compuestos volatiles tales como aromas; enmascaramiento de sabores o aromas
indeseados de importancia nutrimental (algunos astringentes como antocianinas o
taninos solubles); liberacion controlada, a diferentes estimulos, como pH,
temperatura o presion, el principio encapsulado comienza su liberacion teniendo
un beneficio sobre el alimento; modificacion de las caracteristicas fisicas,
transformando una sustancia de liquida a sélida, como en el caso de
encapsulacién de aceites esenciales; reduccion de la cantidad requerida de
aditivo, por ejemplo, el uso de antioxidantes (a4cido ascoérbico) que aplicados en
alimentos de manera directa pueden perderse rapidamente disminuyendo la vida
de anaquel del producto, siendo uno de los beneficios de la encapsulacién una
disminucién en la cantidad de aditivo que se agrega; incremento de la
biodisponibilidad, ya que la matriz de encapsulacion mantiene la estabilidad del
ingrediente funcional encapsulado hasta su llegada y absorcién al tracto
gastrointestinal (encapsulaciéon de vitaminas o minerales) (Madene et al., 2007;
Esparza et al., 2011)
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1.4 Métodos de encapsulacion.

Existe una gran diversidad de métodos que son empleados para la micro y
nano encapsulacion, un solo proceso de encapsulacion es adaptable a varios
materiales o productos. Wilson et al, 2007, describe los métodos comunes
utilizados para encapsular ingredientes alimentarios, generalmente incluyendo la
formacién de la pared alrededor del material, asegurando que no se produzcan

fugas del compuesto encapsulado o la introduccion de materiales no deseados.

1.5 Materiales de encapsulacion.

Hay un numero de materiales de cubierta aprobados y comercialmente
disponibles (Cuadro 2). No todos los materiales de la cubierta cumplen con todas
las funciones o tienen las propiedades que se requieren para encapsular un
mismo producto, por lo que se utilizan a menudo combinaciones (Madene et al.,
2007; Wilson et al., 2007). Los materiales de cubierta se pueden dividir en:

carbohidratos, proteinas, lipidos y materiales inorganicos (Esparza et al., 2011).

1.6 Caracteristicas de los materiales de encapsulacion.

Es deseable que los materiales de recubrimiento cumplan con ciertas
caracteristicas que permitan su aceptabilidad en diversos puntos (Esparza et al.,
2011):

o Biodegradable

o Econémico

o Capaz de proporcionar la maxima proteccion al material activo frente a
agentes externos (oxigeno, calor, luz, humedad, etc.,)

o Insipido

o Adecuado al alimento al cual se va integrar

o Soluble en disolventes aprobados para su uso en alimentos
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o No debe reaccionar con la sustancia a encapsular (con respectivas

excepciones)

Cuadro 2 Materiales de recubrimiento empleados en micro/nano encapsulacion de aditivos

alimentarios (Kashappa, 2005).

Carbohidratos 1. Almidones 1. Spray
2. MElOTeires 2. Secado por congelacion
3. Quitosano '
4. Sélidos de jarabe de | 3. Extrusién
maiz 4, Coacervacion
5. Dextranos
6. Almidones 5. Inclusioén
ESrEE e 6. Complejacion
7. Ciclodextrinas. '
Celulosa 1. Carboximetil celulosa | 1. Coacervacion
2. Etilcelulosa 2. Secado por aspersién
3. Celulosa Acetato- '
ftalato 3. Peliculas
4. Celulosa butirato-
acetato-ftalato
Gomas 1. Goma de acacia 1.Secado por aspersion
g g?)?rr]a arabiga 2. Método de la jeringa (perlas
4. Alginato de sodio, de gel)
5. Carragenano
Lipidos 1. Cera, parafina 1.Emulsiones
2. Cerade abejas 2. Liposomas
3. Diacilgliceroles '
4. Aceites 3. Formacién de peliculas
5. Grasas
Proteinas 1. Gluten 1.Emulsiones
2 (Cemelin 2.Secado por aspersion
3. Gelatina ’
4. Albumina
5. Péptidos

1.7 Tendencia actual a la fortificacién de alimentos

La fortificacion de alimentos ha demostrado ser una de las medidas mas
seguras Yy rentables para mejorar el valor nutricional de los alimentos,

especialmente los procesados, o aquellos que carecen de alguno en particular. Se
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ha aplicado durante décadas para mejorar el estado nutricional de algunas
poblaciones en varios paises, mediante la adicion de algin componente a
losalimentos basicos simples y asequibles. De hecho, en muchos paises la
fortificacion de alimentos basicos como la harina de trigo es obligatoria, para
remplazar los nutrientes perdidos por la elaboracién de alimentos o para reducir la
prevalencia de las deficiencias detectadas. Las deficiencias de micronutrientes no
sélo afectan a los pobres. Quizds menos obvio pero no menos importante son los
efectos de los estilos de vida de hoy en dia en el mundo desarrollado en el estado
nutricional. El ritmo frenético de la vida en estos paises puede conducir a
deficiencias en la dieta, por lo que también aqui, la gente esta cada vez mas a los
alimentos enriquecidos para compensar los déficits (Li, 2009).

En el caso de deficiencias de &cido fdlico, como se ha explicado
anteriormente, de manera general, conlleva a trastornos del tubo neural en el feto,
anemias megaloblasticas, alteraciones del ADN, crecimiento lento en nifios e
incluso se ha demostrado que la carencia de folatos esta relacionada con
trastornos psiquiatricos como la depresion. Antes de la implementacion dela
fortificaciéon con acido félico el beneficio a la poblacion debe ser evaluada, para

evitar dafios adversos a la salud (Wolfgang, 2011).

1.8 Estudios de nano y micro encapsulacion de acido fdlico y su liberaciéon

en alimentos.

En afios recientes se han realizado estudios para la adicion, fortificacion o
enriguecimiento de alimentos con acido félico, especialmente se ha iniciado la
basqueda de alternativas innovadoras y convenientes en la adicion de esta
vitamina. Se ha comenzado a trabajar con la micro y nanoencapsulacion, con la
finalidad de que al introducir el encapsulado de &cido félico en el alimento, este
sea liberado de manera especifica y controlada en el mismo. La encapsulacién lo
protege de las condiciones del medio como son principalmente pH, temperaturas y

exposicion a la luz que tienden a degradar o modificar la estructura activa de este
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compuesto y por consiguiente no es absorbido por el organismo (Soni, et al., 2010;
Song et al., 2013).

Santacruz y et al.,, (2013) elaboraron un jugo de pifia minimamente
procesado al que se le adicionaron micro y nano capsulas de acido félico, estas
fueron obtenidas por el método de secado por aspersion, el material encapsularte
fue goma arabiga. El efecto de la ingesta de &cido folico en el jugo de pifia fue
evaluado en un modelo de ratas Wistar, a las que midieron el incremento en los
valores de hematocritos, eritrocitos y el contenido de hemoglobina. De los
resultados se concluye que el consumo adecuado del jugo adicionado con las
micro y nanocapsulas de AF en la dieta diaria de las ratas madre durante el
periodo de gestacion incidid en una concentracion mayor de hemoglobina en el

plasma y un crecimiento mayor de sus crias.

Alborzi (2012), realizé un estudio en el que exploré el efecto de fibras
elecroestiradas a partir de alginato de sodio- pectina polioxido de etileno como un
acarreador para estabilizar el acido félico ya que este compuesto es susceptible a
degradarse cuando es expuesto a la luz o condiciones acidas.

También investigod la estabilidad y las condiciones de electroestirado del
polimero, asi como la estabilidad de las nanofibras con el acido félico. Empleé
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y resonancia
magnética nuclear (NMR) para elucidar la naturaleza de la interaccion del acido
félico-polimero. Realiz6 una simulacibn en condiciones similares a las
gastrointestinales para evaluar el comportamiento de liberacion. Las fibras
electroestiradas producidas a partir de la combinacion de alginato-pectina dieron
como resultado una mayor retencién de acido félico en comparacion con la de
alginato. El &cido fdlico encapsulado en fibras logré la retencion de
aproximadamente el 100% cuando se almacené en la oscuridad a pH 3 después
de 41 dias de almacenamiento. Se observé liberacion minima de acido folico de

las fibras electroestiradas a pH 3. Por otro lado, la liberacion de &cido félico fue de
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casi el 97% a un pH de 7.8, una condicién que simula la condicién de pH en el

intestino.

1.9 Quitosano

El quitosano es derivado de residuos de cangrejo y crustaceos, con
diferentes grados de desacetilacion y peso molecular; ampliamente producido y
distribuido de manera comercial. Es insoluble en agua, pero soluble en soluciones
ligeramente acidas Es un derivado de la quitina, se produce por desacetilacion
alcalina o enzimatica; es un biopolimero no téxico constituido por 3-(1-4)-2-amino-
D-glucosa, cuyas caracteristicas pueden variar segun el grado de desacetilacion,
peso molecular y de polimerizacion. Presenta actividad anti-fungica (Meyers, 2007;
Riveros, 2010).

El quitosano posee una distribucién regular de los grupos aminos libres, que
pueden ser protonados por ciertos 4cidos cargandose positivamente lo que le
confiere un comportamiento de polication. Este hecho permite explicar algunas
propiedades del quitosano como son: la habilidad de enlazarse con sustancias
cargadas negativamente tales como lipidos, proteinas, colorantes, entre otras.
Una de sus propiedades radica en su estructura rigida, caracterizada por
numerosos enlaces por puentes de hidrégeno, la cual le confiere una buena
estabilidad térmica. Se descompone aproximadamente a 170°C y se degrada
antes de fundir, lo cual es caracteristico de polisacaridos que poseen muchos
enlaces por puentes de hidrégeno (Rincon, 2008).
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a)

CH-0H
- — QO

Figura 7 Estructura quimica de la quitina y el quitosano. a) Quitina, b) Quitosano. Su diferencia
estructural radica en el carbono -2-(marcados entre paréntesis), con su grupo acetilo y amino.
(Rincon, 2008).

En cuanto al grado de acetilacion se ha establecido, que la quitina con mas de un
50 % de desacetilacion debe ser considerada quitosano e incluso algunos
investigadores la definen como tal con un grado de desacetilacion superior al 60
%. Usualmente en el caso del quitosano el grado de desacetilacion se encuentra
comprendido entre 60-98 %. Sin embargo, también se ha reportado que para
lograr una mayor actividad biolégica, el contenido de los acetilos debe encontrarse
alrededor de un 40 % (Rodriguez et al., 2009).

1.10 Alginato de sodio

El alginato es un polisacérido natural, biodegradable, no ramificado, que
consiste de la unién de monémeros de acido $-D-manuronico y a-L-gulurénico en
proporciones variables. Es extraido de las algas café y algas marinas tal como:
Laminaria hyperborea, Ascophyllumnodosum y Macrocystispyrifera. Los grupos
acidos carboxilicos de las unidades de acido manurénico y guluronico estan
cargados negativamente e interactian electrostaticamente con los grupos amino

del quitosano, los cuales estan cargados positivamente (Hamman, 2010).

Universidad Auténoma de Querétaro Pagina 19



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

coo- CH -00G €00~
~L -~
0 oH
-OH 0 H w |
o A on -00¢ 9
o 0.
OH Coo- CH

Figura 8 Estructura quimica del alginato (Hammer, 2010).

Este polimero es soluble en agua, biocompatible, inerte frente a proteinas y
bioadhesivos; en estudios de encapsulacién con alginato, se observé un aumento
en el tiempo de residencia y tiempo de absorcion en el intestino (Erdic & Neufeld,
2011).

Los hidrogeles a base de alginato, tienen potencial para numerosas
aplicaciones farmacéuticas y biomédicas tales como sistemas de entrega de
farmacos y encapsulacion de células. Las micro y nanocapsulas de alginato se
pueden obtener facilmente por gelificacién con de iones calcio (Li et al, 2008).
Recientemente se han hecho estudios del uso de alginato para la encapsulacion
de compuestos bioactivos y su liberacion en algunos alimentos (Madziva et al.,
2005).
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HIPOTESIS

El uso de alginato y quitosano como material de pared para la formacién de
nanocapsulas cargadas con &cido folico (vitamina B9) y &cido ascérbico (vitamina
C), confieren estabilidad a la molécula encapsulada a los diversos factores

ambientales que comprometen la integridad en su estructura.
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JUSTIFICACION

La forma de alimentacién y estilo de vida actual es causado por el
incremento poblacional y un ritmo de vida acelerado, esto ha aumentado la
tendencia al consumo de alimentos procesados 0 minimamente procesados.
Compuestos presentes en los alimentos, como las vitaminas, son indispensables
para el correcto funcionamiento del organismo, interactuando principalmente como
cofactores en diferentes rutas metabdlicas. Sin embargo algunas vitaminas como
el acido félico y el acido ascoérbico que estan presentes en los alimentos de
manera natural; se encuentran en una gran variedad de vegetales verdes, citricos,
cereales y leguminosas, pero son susceptibles a degradacion por diversos
factores ambientales, con tiempos de vida media relativamente cortos, y
generalmente tienden a disminuir las concentraciones de estas vitaminas en los
procesos de preparacion de los alimentos, lo que los vuelve fuentes escasas de
estos importantes compuestos. Algunos de los factores que impactan en la
integridad de estas moléculas son la temperatura, radicacion UV, oxidacion, entre
otros. Es por esto que se han buscado alternativas para mantener la estabilidad de
estas moléculas, y poder integrarlas a matrices alimentarias para la generacion de
alimentos enriguecidos o fortificados segun sea el caso. Los sistemas
nanoparticulados pueden ser definidos como un tipo de nanoencapsulaciénla cual
ofrece una alternativa para poder conferir proteccion a las moléculas de diferente
naturaleza, entre esta las vitaminas. Algunos métodos de nanoencapsulacion
como la gelificacién iénica y el uso de polimeros de costo relativamente bajo como
alginato de sodio en combinacion con el quitosano podrian garantizar la integridad
de las moléculas resguardadas, asi como su liberacion controlada en alimentos y
puede promoverse una ingesta adecua de estos compuestos, basandose en los

indices diarios recomendados.
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OBJETIVO GENERAL

Elaborar y caracterizar nanoparticulas con alginato y quitosano como material de

pared, reticuladas con CaClz y cargadas con acido folico y acido ascérbico.

Objetivos especificos

e Elaborar nanoparticulas de acido félico y nanoparticulas de acido ascorbico
mediante la técnica de gelificacion iénica empleando los polimeros alginato

de sodio y quitosano como material de pared.
e Caracterizar las nanoparticulas de alginato-quitosano cargadas con acido

félico y acido ascérbico mediante diversas técnicas fisicas y quimicas.

e Evaluar el efecto de proteccion conferido por la matriz de alginato-quitosano

sobre la integridad de las moléculas de acido félico y acido ascérbico.
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Il.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Para la formacion de las nanoparticulas se emplearon los siguientes
materiales: alginato de sodio, quitosano (grado de desacetilacion media), acido
félico y acido ascorbico, todos adquiridos de Sigma-Aldrich, cloruro de calcio
anhidro (CaCl2), fosfato de potasio monobasico (KHz POa), fosfato de potasio
dibasico (K2 HPO4) (Buffer de fosfatos 75 mM, pH 7) adquiridos de J. T. Baker.

2.2 Métodos

La técnica empleada para la formacién de las nanoparticulas fue la gelificacion
ionica, mediante reticulacion con ayuda de CaClz. Esta técnica consiste en formar
una especie de gel cuando el cloruro de calcio interacciona con los grupos —COO-
del acido gulurénico y malurénico del alginato, formando una especie de red o
también conocida caja de huevo donde se retiene el compuesto. Se elaboraron
mediante esta técnica con la finalidad de observar las propiedades que confiere la
reticulacion del alginato-quitosano para la encapsulacion de estos dos compuesto;
esto mediante una caracterizacion fisica y quimica de los sistemas obtenidos,
analizando las interacciones moleculares entre las matrices de encapsulacion y los
activos encapsulados, asi como también una serie de técnicas quimicas para
evaluar la integridad de la molécula a factores como exposicién a radiacion UV,
capacidad antioxidante y se evaluo la liberacion controlada del activo a diferentes
pH’s. Para la determinacién de actividad antioxidante, eficiencia de encapsulacion,
cuantificacion de &acido folico (AF) y acido ascorbico (AA) y espectros de
degradacion, se empleo el espectrofotometro Spectramax 180.
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2.3 Formacion de las nanoparticulas

La metodologia utilizada fue la descrita por Li et al., (2008) con
modificaciones. En 20 ml de una solucion de alginato de sodio (3 mg / ml) bajo
agitacion en Ultra Turrax t18 basic® se adicionaron 4 ml de CaClz (3.35 mg / ml). A
la solucion de cloruro de calcio de adicionan 2 ml de una solucién de acido folico
(0.833 mg / ml) gota a gota. Para la formacién de las nanoparticulas cargadas con
acido ascorbico se adicionaron 2 ml de una solucion de (AA) (0.36 mg / ml). La
solucion se agitdé por 30 min, posteriormente se adicionaron 8 ml de una solucion

de quitosano (0.8 mg/ ml) y se agitaron por una hora (Figura 9 y 10).

Cloruro de calcio (3.35

mg / ml). Agitaciéna | ——> Alginato de sodio Qw?osa.rjo (0.8 mg / ml).
1200 rpm x 30 min (3 mg/ ml). Agitacién leve por 1 h.
aml 20 ml 2 ml
3

Sol. de Acido Félico Formacion de nanoparticulas

y Acido Ascérbico (reposo por 12 h de solucion

(0.8333 y 0.36 mg / opalescente)

ml) en PBS
2 ml

Figura 9 Esquema general para la formacién de nanoparticulas de alginato-quitosano.
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Figura 10 Formacién de nanoparticulas de alginato-quitosano.

2.4 Caracterizaciéon de las nanoparticulas cargadas con acido félico y acido
ascorbico

2.4.1 Microscopia Electrénica de Barrido

El tamafio promedio de particula se determindé mediante el programa ImageJ a
partir de microscopia electronica de barrido y los resultados se expresaron como el
promedio del tamafio de 100 Np’s por imagen + la desviacion estandar.

La morfologia de las nanoparticulas se determind por microscopia electrénica
de barrido (JEOL JXA-8530F) en CINVESTAV campus Querétaro. Se basa en la
formacion de imagenes mediante la incidencia de un haz de electrones secundarios
de alta energia sobre la muestra. De la muestra se tomaron 0.1 mg y se
resuspendieron en agua destilada, posteriormente se tomdé una alicuota y se
resuspendido nuevamente. Se colocO una gota de la suspension en una lamina de
silice y se dejo secar a temperatura ambiente; cuando la muestra estuvo seca, esta

se recubrio con una capa de oro y se observaron al microscopio.
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Figura 11 Microscopio Electronico de Barrido (CINVESTAV, Qro, 2015).

2.4.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier mediante
reflactancia total atenuada (ART-FTIR)

Los espectros de absorcion infrarroja del alginato de sodio, quitosano, acido
félico, acido ascorbico, nanoparticulas sin cargar, nanoparticulas cargadas de acido
folico y nanoparticulas de &cido ascoérbico fueron determinados mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con reflactancia total
atenuada (ATR), utilizando un espectrofotdmetro infrarrojo Spectrum GX de Perkin
Elmer acoplado a un accesorio de reflexion total atenuada. El espectrofotometro
fue utilizado en un rango de 4000 a 500 cm™. Los andlisis se llevaron a cabo en
CINVESTAYV, unidad Querétaro.

2.4.3 Difraccion de Rayos X

Los patrones de difraccion de Rayos X de las nanoparticulas de quitosano-
alginato y los polimeros quitosano y alginato fueron determinados en el
CINVESTAV campus Querétaro. Dichos estudios se realizaron para investigar la

estructura cristalina de las nanoparticulas.
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2.4.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para el estudio del comportamiento térmico o la cantidad de calor que
absorbieron o liberaron nanoparticulas de alginato-quitosano cargadas con acido
folico y acido ascoérbico se utilizé Calorimetria Diferencial de Barrido (Mettler
Toledo, mod. DSCB822e) esta técnica se desarrolld6 en CINVESTAV unidad

Querétaro.

Se tomaron 3 mg de muestra aproximadamente y se colocé en un crisol de
aluminio, sellado perfectamente antes de ponerlo en el calentador. Se aplicé una
velocidad de barrido de 10 °C en un rango de temperatura de 25 a 300 °C (Archana
et al., 2013; Sarmento, 2006; Mladenovska et al., 2007) en atmdsfera de aire con

una velocidad de flujo de 100 mL / min.

2.4.5 Potencial Z

La distribucién del tamafio de particula de las nanoparticulas, fue evaluada
utilizando la técnica de dispersién dinamica de luz (NanoZS, Malvern Inst. Ltd,
UK). La carga eléctrica () o potencial Z de las particulas fue medida usando el
método de electroforesis de particula (NanoZS, Malvern Inst. Ltd, UK). Las
muestras fueron previamente diluidas a los experimentos (= 1:1000) usando una

solucién PBS (5 mM, pH 7.0), para evitar efectos de dispersion mdaltiple.

2.4.6 Microscopia de florescencia

Aprovechando la capacidad del acido félico de emitir fluorescencia natural, la
encapsulacion de acido folico se siguid mediante microscopia de fluorescencia
colocando la muestra en un portaobjetos, posteriormente se colocé en el
microscopio y se midio la fluorescencia (Zeiss filtro alexa fluor AF488) con longitud

de onda de emision de 495 y excitacion de 519 nm.
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Figura 12 Microscopio de Fluorescencia Zeiss (UAQ, Qro, 2015).

2.4.7 Eficiencia de encapsulacién

Para calcular la eficiencia de encapsulacion se liber6 el éacido félico
encapsulado: se tomaron 4 mg de nanoparticulas y se adicionaron 5 ml de solucion
PBS (buffer de fosfatos) 75 mM y pH 7; mediante centrifugacion a 9000 rpm por 15
min y posteriormente se cuantificd el contenido mediante espectrofotometria a 348
nm y con ayuda de una curva de calibracion previamente desarrollada y mediante
la ecuacion: % EE = ([(cantidad total de AF - residuo de AF)/cantidad total de
AF]*100) se procedi6 a calcular el % EE. Los datos se reportaron como la media +
la desviacion estandar. Para el calculo del % de EE del acido ascorbico se siguio la
misma metodologia descrita para el acido félico, mediante la ecuacién: % EE =
([(cantidad total de AA - residuo de AA)/cantidad total de AAJ*100).
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2.4.8 Cinética de liberacion

Un perfil de liberacion permite conocer la forma en que el activo encapsulado
es liberado a través del tiempo y segun las condiciones del medio en el que se
encuentra. Esto permite genera informacion sobre en qué tipo de matriz alimentaria

podrian ser aplicados estos sistemas nanoparticulados.

En el presente trabajo, el parametro de importancia para realizar el perfil de
liberacion, fue el pH. Para la cinética de liberacién se hizo uso de una solucién de
PBS 75 mM a tres diferentes pH’'s: 1.5, 6.8 y 7.4; se colocaron 4 mg de
nanoparticulas cargadas con AF y AA en tubos falcon, segun el caso y se les
afiadieron 5 ml de la solucion de PBS, se dejaron bajo agitacion magnética a 300
rom. Se tomaron muestras a las 0, 10, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos. En una
camara de cromatografia por exclusion de tamafio y conectada a una bomba de
vacio se colocaron columnas C18 por triplicado, se pipetearon 0.5 ml de la solucion
de nanoparticulas en la columna y posteriormente se eluyeron con 2 ml de solucién
PBS a los diferentes pH’s. De la solucion final colectada, se tomaron 250 pl, se
colocaron en una placa de 94 pozos y se leyeron las absorbancias a 348 nm, la
cinética se realiz6 por duplicado con tres repeticiones cada una. Los resultados se

expresaron como la media * la desviacion estandar.

Figura 13 Camara cromatografia acoplada a bomba de vacio.
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2.4.9 Capacidad antioxidante

La literatura sugiere que los folatos pueden actuar como antioxidantes. Se
demostrd que el acido félico puede eliminar de manera eficiente los radicales libres
como CCI3O2, N3, SO47, Brz27, OH"y O". Sus formas reducidas fisiologicas son
carrofieros de peroxinitrito y los inhibidores de la peroxidacion lipidica. También se
informd de la actividad de AF contra el dafio oxidativo mediado por radicales en
sangre entera humana (Gliszczynska, 2007). La actividad antioxidante tiende a ser
baja para el acido folico, Las actividades antioxidantes de las formas fisiologicas de
acido folico podrian llegar a ser importante in vivo especialmente en vista de la
suplementacion nutricional y enriquecimiento de los alimentos con acido félico. Por
otro lado el &cido ascoérbico es un compuesto con una actividad antioxidante
elevada, comportandose como un donador de electrones, lo que lo hace

susceptible a ser altamente oxidado por el oxigeno y la luz.

La estimacion de la Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC)
del &cido fdlico y acido ascorbico se determinaron mediante la técnica por
atrapamiento de radicales ABTS™* (2,2 -azino-bis (3-etilenbenzotiazolina-6-
sulfénico) (Nenadis et al., 2004).

Para medir la capacidad antioxidante del AF y AA mediante la técnica de
ABTS, se tomaron 4 mg de nanoparticulas cargadas con AF y AA se colocaron en
tubos falcon y se adicionaron 5ml de solucion PBS y agua destilada,
respectivamente; se calibraron los tubos y se centrifugaron a 9000 rpm por 15 min
a 4°C. Posteriormente se tomaron alicuotas de 20 pL del activo liberado y se
colocaron en placas de 96 pozos y se adicionaron 230 uL de ABTS™ previamente
preparado. Se prepar6 un blanco que constd de 20 pL de agua destilada, 230 pL
de ABTS* y tres controles: 20 pL de PBS + 230 pL de ABTS*; 20 uL de etanol +
230 pL de ABTS* y 20 pyL de np’s en PBS. Se realizaron las lecturas a una
longitud de onda de 734 nm registrandose las absorbancias a los 0, 6, 10, 30, 60 y
90 minutos, en un lector de microplacas SpectraMax. La Capacidad Antioxidante
Equivalente de Trolox se determind mediante una curva de calibracion

previamente establecida y los calculos para él % de inhibicion del radical se llevo a
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cabo mediante la ecuacion: % de Inhibicion = [(Abs control — Abs de la muestra) /

Abs control]*100, donde Abs en la absorbancia medida.

2.4.10 Pruebas de proteccion contra la degradacién por radiacién UV

Para determinar la estabilidad del acido folico encapsulado frente a la
oxidacion por radiacion UV-Vis, se tomaron 2 mg de nanoparticulas cargadas con
acido félico (82.624 pg) y 82.624 ug de &cido félico libre se colocaron en 5 ml de
solucién PBS pH 7. Posteriormente estas soluciones fueron expuestas a la luz UV-
Vis de una lampara EXO TERRA: Reptile UVB 100 de 13 W a una distancia de la
muestra 15 cm. Esta lampara produce una mezcla de radiaciones similares a las de
la luz del sol. Este experimento se realiz6 a 3 pH’s diferentes: 2, 6.8 y 7.4, esto
con la finalidad de observar el efecto de este pardmetro junto con el efecto
protector de la matriz de encapsulacion sobre la integridad de la molécula de acido
félico cunando éste es expuesto a la luz. Una solucién a la misma concentracion de
acido félico y de nanoparticulas con activo se resguardo de la luz para utilizarlas
como control. Después del tiempo de radiacidén las nanoparticulas suspendidas en
solucién PBS fueron recuperadas y el acido félico remanente fue extraido para su
analisis, mediante centrifugacion a 9000 rpm por 10 min a 4 °C. La degradacién fue

medida mediante espectrofotometria UV-Vis a 348 nm).
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lIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Tamario de particula

El tamafio de particula se determind mediante el programa ImageJ®. Tres
micrografias fueron analizadas en el programa, arrojando como resultado un
tamafo de particula promedio de 73.8 £ 3.0048 (datos reportados como la media *
la desviacién estandar) nm. Este tamafio es similar lo reportado por diversos
autores (Li et al., 2008, Sanjay et al, 2008 y Ratul et al., 2009) que oscila entre los
50 + 20 nm para nanoparticulas formadas con alginato-quitosano cargadas con

finedipina y acido 5-acetil salicilico respectivamente.

3.2 Morfologia de las nanoparticulas

Para poder estudiar la morfologia de las nanoparticulas formadas se
analizaron las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido
(Figura 14). Mediante estas se pudo observar la formacion de las nanoparticulas
de alginato-quitosano sin cargar. Se observan pequefios puntos de
aproximadamente 74 nm. Sin embargo la morfologia no puede apreciarse
claramente debido a que al buscar incrementar la resolucion de la imagen
posiblemente ocurra una degradacion a la que se somete la muestra por la alta

potencia del microscopio.
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Figura 14 Micrografias Electronicas de Barrido de las nanoparticulas de alginato-quitosano como
material de pared a 100 000, 200 000 y 75 000 x respectivamente.
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3.3 Caracterizacion de las nanoparticulas

3.3.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (ART-FT-IR)

Los espectrometros infrarrojos son una de las herramientas mas importantes
para observar espectros vibracionales. Esta técnica proporciona un espectro de
reflexion de las bandas de los grupos funcionales de las sustancias organicas por
las cuales es posible lograr identificar los materiales que conforman una muestra.
El espectro infrarrojo medio (4000-400cm™) es donde se dan la mayoria de las
aplicaciones analiticas tradicionales; se suelen observar una serie de bandas de
absorcion provocadas por las vibraciones entre Unicamente dos atomos de la molécula.
Estas vibraciones derivan de grupos que contienen hidrogeno o de grupos con dobles o
triples enlaces aislados. La energia particular a la que aparece cada pico en un
espectro guarda relacion con la frecuencia de vibracion de una parte de la
molécula. El espectro vibracional se considera una caracteristica Unica y por tanto
caracteristica de una molécula. El espectro infrarrojo puede ser utilizado como una
huella dactilar en la identificacibn de muestras desconocidas mediante la

comparacion con otros espectros de referencia.

Se analizaron las muestras de nanoparticulas y mezclas fisicas de los
compuestos por FT-IR para caracterizar las posibles interacciones en las

nanoparticulas.

En las figuras 15y 16 se muestran los espectros FT-IR de las muestras fisicas
de alginato, quitosano &cido folico, acido ascorbico nanoparticulas sin cargar de
alginato-quitosano y nanoparticulas de alginato-quitosano cargadas con acido félico

y acido ascorbico respectivamente.

En la figura 15 b se aprecia el espectro del quitosano; se observa una banda a
3424 cm que corresponde a la amina (NH2) y grupo carboxilo (-COO). La banda a
2876 cm! corresponde a un estiramiento en el enlace OH; la banda de absorcién
del grupo carbonilo (C=0) estira a la amida secundaria (banda amida 1) a 1655 cm-

1y las vibraciones de flexion de la N-H (residuos N-acetilados, banda amida Il) en
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1599 cm™. Las bandas a 1423 y 1381 cm™ pertenecen al estiramiento N-H de los
enlaces amida y éter y estiramiento del N-H (banda de la amida IlI),
respectivamente. Las bandas observadas en 1081 y 1033 cm™ son del grupo
hidroxilo secundario (banda caracteristica en —CH2-OH en alcoholes ciclicos,
estiramiento C-O) y el grupo hidroxilo primario (pico caracteristico en —CH2- OH en

alcoholes primarios, estiramiento C-O) (Li; et al., 2008).

En la figura 15a se muestran las caracteristicas del espectro del alginato,
corresponde ha —COO (1613-1620 cm™?), -CH (1430 cm™) y C-O-C (1040 cm™),
mientras que la banda a 3440 cm™ pertenece a la vibracién de estiramiento del

grupo hidroxilo unidos por puentes de hidrogeno. (Mladenovska, et al, 2007).

Esta bien establecido que el grupo carboxilo (-COO") del polimero anionico
(alginato) interactua con el grupo amino (-NHs*) del quitosano y forman un complejo
i6nico entre los dos compuestos. Como resultado hay cambios en los espectros FT-
IR en las bandas de absorcién de los grupos amino y enlaces amida en las
nanoparticulas sin cargar (Figura 15d). Se pueden observar bandas cerca de 1613
cm?® (-COO simétricos) y a 1415 cm™ (-COO asimétricos) ampliados y ligeramente
desplazados de 1613 a 1610 y 1415 a 1414 después de la complejacion con
quitosano. El espectro FT-IR del quitosano también mostré una banda del enlace
amida a 1641 cm* y una banda amida protonada a 1569 cm* porque se obtiene de
la N-deacetilacion de la quitina. Sin embargo ambos picos fueron desplazados de
manera similar por unos pocos cm después de la complejacién con alginato. Los
cambios observados en las bandas de absorcién de los grupos amino, grupos
carboxilo y enlaces amida pueden ser atribuidos a la interaccién iénica entre el
grupo carbonilo del alginato y el grupo amino del quitosano de acuerdo a lo

reportado por Sarmento en el 2006.

La Figura 15c corresponde al espectro de acido folico. Se aprecian las bandas
mas caracteristicas, el estiramiento del enlace CH-OH del glutamato se encuentra
a 1688 cm™t. A 1604 cm'y a 1693 cm! se muestran las bandas de tension
caracteristicas del enlace C=C aromatico del &cido p-aminobenzdico y la amida del

acido glutamico respectivamente. En las nanoparticulas cargadas con acido folico
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se observa (Figura 15e) se observa un estiramiento de banda de 1637 a 1559 cm™,
esto podria sugerir una interaccion entre los grupos carboxilo del alginato de las
nanoparticulas y los grupos hidroxilo del acido glutamico

En el espectro del &cido ascorbico (figura 16c) la vibracion de estiramiento del
doble enlace C-C y el pico del hidroxienol fueron observados a 1674 cm™ y 1322
cm?® respectivamente, estos picos también se observan en las nanoparticulas
cargadas con &cido ascoérbico con ligeros estiramientos de banda hacia 1676 cm™y
1325 cm. Lo que podria sugerir interacciones entre los grupos hidroxienol del
acido ascorbico y carboxilo (-COO) del alginato, esto se observé en la banda con
un ligero estiramiento hacia 1417 cm™ en las nanoparticulas cargadas, que es

caracteristica del acido ascérbico (Asim, et al, 2014).
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Figura 15 Espectro FTIR de a) alginato de sodio, b) quitosano, c) acido félico, d) nanoparticulas de
alginato-quitosano sin cargar y €) nanoparticulas de alginato- quitosano y cargadas con acido
félico.
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Figura 16 Espectro FTIR de a) alginato de sodio, b) quitosano, c¢) acido félico, d) nanoparticulas de
alginato-quitosano sin cargar y €) nanoparticulas de alginato- quitosano y cargadas con acido
ascorbico.
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3.3.2 Difraccion de Rayos X

Se realizaron estudios de difraccion de rayos X para poder observar la
posible estructura cristalina de las nanoparticulas (Np’s) formadas y cargadas con
acido folico y acido ascorbico. En el difractograma de polimero de quitosano
(Figura 17a) solo un pico es claramente visible, cuyo maximo se produce en el
angulo 26 = 20 °. Otro pico también visible en el angulo 26 = 11°. Lo que se
observo es que el quitosano es un polimero con bajo indice de cristalinidad, es
decir, su estructura es similar a la de un polimero amorfo. En el caso del alginato
(Figura 17b), el difractograma no muestra ningun pico caracteristico, esto se debe
a la naturaleza no cristalina o amorfa del polimero. El &cido ascorbico (Figura 17d)
exhibié multiples picos agudos caracteristicos que varian de 26 =5 a 60° y que se
les atribuye a la naturaleza cristalina de acido ascorbico (Nirmala, 2013). El &cido
félico es un compuesto con estructura cristalina (Figura 17b); en datos reportados
por Eliane et al., (2014) se observaron resultados similares a los obtenidos en el
difractograma de &cido folico obtenido en el presente trabajo en los que se
detectan picos en un rango de 20 = 10° a 40° los cuales han sido reportados
como caracteristicos del anillo de pteridina y el acido p-aminobenzdico. En las
nanoparticulas sin cargar y cargadas con &cido félico y &cido ascorbico
respectivamente (Figuras 17e, fy g), se observan picos en los tres difractogramas
en 20 = 20°, 32°, 35° y 48°, esto podria deberse a la baja cristalinidad que se
forma en las particulas de alginato-quitosano durante la reticulacion o crosslinking
con CaClz. Las nanoparticulas formadas no presentaron una morfologia cristalina
considerable, es decir presentan una baja cristalinidad; los activos, &cido
ascorbico y &cido félico aun siendo moléculas cristalinas definidas, no influyen de

manera considerable en la morfologia de las nanoparticulas.
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Figura 17 Difractogramas de Rayos X para los polimeros de encapsulacion Alginato, Quitosano,
Nanoparticulas de acido félico, Nanoparticulas de acido ascorbico y Nanoparticulas sin cargar.
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3.3.3 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) se
emplea para medir varias propiedades caracteristicas de una muestra. Usando
esta técnica es posible medir procesos como la fusion y la cristalizacion asi
como temperaturas de transiciones vitreas (Tg) (cambio de los polimeros de un
sélido fuerte y rigido a un sélido gomoso o blando). Esta técnica calorimétrica
puede ser también utilizada para estudiar la oxidacion, asi como otras reacciones
quimicas que pueden observarse en los polimeros de diferentes naturalezas.
Los calorimetros DSC son capaces de medir la cantidad de calor absorbido o
eliminado durante tales transiciones. El resultado del corrimiento de algin material
por la técnica de DSC es una curva de flujo calorifico versus temperatura

0 versus tiempo (Surifiach, 1992).

En la figura 18 se muestra los termogramas de las nanoparticulas blanco,
nanoparticulas cargadas con acido félico y nanoparticulas cargadas con &acido
ascorbico. En las nanoparticulas sin cargar se observa un gran pico endotérmico
por debajo de 50°C, esto puede sugerir un contenido de humedad en las
particulas, es decir, la muestra absorbe una cantidad de energia necesaria para
liberar la humedad antes del cambio a la transicion cristalina y para que esta
pueda ocurrir. Por debajo de los 150°C se aprecia de igual manera un pico
endotérmico para las muestras de nanoparticulas cargadas con los activos y las
nanoparticulas sin cargar; un pico exotérmico de degradacion a los 215 °C para
nanoparticulas blanco, 225°C para Np's de &cido félico y a 280 °C para el acido
ascoérbico. Mladenovska et al., (2007) reportan picos similares en nanoparticulas
de alginato, los investigadores sugieren que el intercambio de los iones del
alginato con los iones calcio contribuye a la aparicion del pico exotérmico de
degradacion, lo que podria explicar la denominada estructura “caja de huevo” en la
formacion de las nanoparticulas de alginato-quitosano por reticulacion con cloruro
de calcio, esto es, estas interacciones aportan a la estructura de la nanoparticula

una mayor resistencia a la degradacion por calor.
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Figura 18 Termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido para las nanoparticulas sin cargar,
cargadas con acido félico y cargadas con acido ascorbico.
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3.3.4 Potencial Z

El potencial Z es una medida de la carga neta de la superficie de las particulas
formadas en solucion, que esté relacionada con su estabilidad. Se ha reportado
que valores de potencial Z entre £ 30 a £ 100 mV valores indican estabilidad entre
las particulas, mientras que valores por debajo de + 30 mV sugieren muy baja
estabilidad. La falta de repulsion electrostatica o Z = 0 elimina la barrera cinética y
la condensacién espontanea de las particulas, dando como resultado una
disminucién en la energia de la superficie de particulas y la formacion de
agregados, lo cual impacta en el tamafio de particula y afectard por ende la
liberacién de los compuestos encapsulados. Las mediciones del potencial zeta de
las NP, se determinaron utilizando un Zetasizer Zen. Después de haber sido
diluidas con H20 desionizada, para evitar los efectos de difraccion multiple. Las
muestras fueron colocadas en celdas de capilares y las mediciones se realizaron a
25 °C. Los analisis de estas dos evaluaciones, se hicieron por triplicado en cada
lote con el programa Colloidal Dinamycs® y los resultados se expresaron como el

promedio * la desviacion estandar (Pool et al., 2012).

El potencial Z es una medida de la repulsién entre particulas lo que facilitara
la adhesién y propiedades de transporte de las nanoparticulas. Por otra parte, esto
sugiere una alta estabilidad esencial para evitar la agregacién de particulas
cuando se encuentran en medio liquido. Con los datos obtenidos (Cuadro 3) en el
presente estudio, se observé que debido al potencial Z que presentan las
nanoparticulas cargadas con los activos (acido félico y acido ascorbico) y las
nanoparticulas sin cargar, estas tienen cierta estabilidad conferida por las cargas
de los polimeros de encapsulacion, el alginato y quitosano, esto podria explicar el
pequefio tamafio que se obtuvo de las nanoparticulas de alginato-quitosano, ya
gue debido a las fuerzas de repulsion entre las nanoparticulas que se presentan
cuando se lleva a cabo la reticulacién, esto podia sugerir que se presente cierta
dificultad para que las particulas se aglomeren, lo que podria a su vez dar pie a
una buena liberacion controlada de los activos, ya que mientras mas dispersas se

encuentren las nanoparticulas, se conservaria su superficie de contacto.
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Cuadro 3 Potencial Z de las nanoparticulas de Acido Folico.

DEVIACION
COMPUESTO PotZ [m V] )
ESTANDAR
Acido félico (AF) -8.8144 +1.3823
Acido ascérbico (AA) -4.2389 +0.7824
Quitosano (QN) 38.4956 +2.2330
Alginato (ALG) -36.64 +1.8381
Nanoparticulas ALG-QN (Blanco) 9.39 +1.5971
Nanoparticulas de ALG-QN AF 14.3322 + 3.0098
Nanoparticulas de ALG-QN AA 16.8417 + 1.9368
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3.3.5 Microscopia de florescencia

Se aprovechd la capacidad del acido félico para emitir fluorescencia; la
molécula de pteridina es la responsable de la fluorescencia emitida por el acido
félico a 455 nm (Aceituno, 2011). La microscopia de fluorescencia se realizo para
las nanoparticulas cargadas con é&cido félico, con la finalidad de determinar la
presencia del 4cido félico dentro de éstas. En las micrografias pueden observarse
conglomerados de las nanoparticulas, en las que se aprecia la fluorescencia
emitida por el acido félico retenido en ellas (Figura 19). Debido al tamafio de éstas
y a la limitada potencia del microscopio de fluorescencia solo pueden observarse

como conglomerados y no como las nanoparticulas individuales.

Figura 19 Micrografias de Fluorescencia para las nanoparticulas de alginato-quitosano cargadas
con &cido félico.
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3.4 Eficiencia de encapsulacion (% EE)

Para el acido fdlico la eficiencia de encapsulacion obtenida fue del 94.81% +
0.46. La eficiencia de encapsulacion del acido ascorbico fue del 97.8 £ 0.105, se
lograron altas eficiencias de encapsulacion, esto podria deberse a la afinidad de los
activos, con los polimeros de encapsulacion. Archana et al, 2013, lograron una
eficiencia de encapsulacion del 70 % utilizando una matriz combinada de alginato-
quitosano encapsulando. Mientras que Simonoska et al, 2007 reportaron eficiencias
de encapsulacion de 99.8 % empleando alginato-quitosano como material de pared
para la encapsulacion de Budesodina; Ramesh en el 2012 reporté un porcentaje de
eficiencia de encapsulacion no mayores a 26 % empleando alginato y quitosano
como material de pared, es importante mencionar que Ramesh empled una técnica
en la que las nanoparticulas se formaron mediante reticulacion de quitosano y TPP
(tripolifosfato de sodio) y fueron recubiertas con alginato, es decir una variante
inversa a la empleada en la formacion de las nanoparticulas del presente trabajo.
Sanjay en el 2008 reportd EE del 82%.
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3.5 Cinética de liberacion

La cinética de liberacion se realiz6 a tres pH’s diferentes, 1.5, 6.8 y 7.4,
tratando de simular los del tracto digestivo: desde el estbmago, yeyuno e intestino
grueso respectivamente; En la figura 20 se presentan los perfiles de liberacion
para el &cido folico, se puede observar que a pH 1.5 la liberacién del activo fue
lenta con el mayor porcentaje de liberacion del 28.86 + 0.934. ApHde 6.8y 7.4
se puede observar un comportamiento bifasico, donde se tiene una liberacion
rapida en los primeros 10 minutos Los mayores porcentajes de liberacion del acido
félico se observaron a los pH's 6.8 y 7.4 a los 150 minutos, con una tendencia de
liberacion similar. La informacién proporcionada no solo permite conocer el perfil de
liberacion considerando los pH’s del tracto gastrointestinal, sino que también nos
da informacion sobre los posibles alimentos en los que podrian ser incluidas las

nanoparticulas de acido félico.
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Figura 20 Cinética de liberacion del acido folico en buffer de fosfatos 75 mM a tres pH’s de 1.5, 6.8
y 7.4 (datos reportados como la media + la desviacion estandar.
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3.6 Capacidad antioxidante

3.6.1 Método de ABTS para &cido folico

El &cido félico ademés de tener importancia como una molécula
transportadora y su participacion como cofactor en diversos procesos celulares,
también se le conoce por presentar un cierto potencial como molécula
antioxidante. Este parametro, para términos de nanoencapsulacion como para
potencial uso de esta propiedad en los alimentos y otros campos como la
farmacologia, es importante. En el caso de los alimentos en algunos estudios
realizados se ha observado el efecto del acido félico sobre la peroxidacion lipidica
donde la concentracion de acido félico necesaria para inhibir el 50 % de los
peroxinitritos (PON) y peroxidacion lipidica (POL) es de 500 pM (Gliszczynska,
2007; Bashir, et al., 2003; Ravi, 2001).

En la figura 21 el porcentaje de inhibicion que tiene la estructura de la
molécula de acido folico sobre el radical ABTS. Se observa un % de inhibicion de
aproximadamente un 57 %del acido félico extraido de las nanoparticulas, en
comparacién con el AF control, esto indic6 una perdida en la capacidad de
atrapamiento del acido fdlico, ya sea por la disminucion en la concentracién de AF
en las nanoparticulas, o por otro lado a las ligeras pérdidas del activo durante el
periodo de tiempo en el que se desarrollé la técnica. Esta actividad se le puede
atribuir a los grupos hidroxilo de los anillo de pteridina y a la molécula de &cido
glutdmico. Es importante mencionar que las formas biolégicamente activas de esta
vitamina tienen una actividad antioxidante mayor, esto debido a que su estructura
permite una mayor biodisponibilidad en el organismo y un mayor atrapamiento de

los radicales libres (Gliszczynska-Swigto, 2007).
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Figura 21 Método de ABTS: porcentaje de inhibicion del radical ABTS por el 4cido félico.

3.6.2 Método del ABTS para el acido ascorbico

Al &cido ascoérbico ademas de su importancia biolégica, se le conoce
principalmente por su uso en diversos ambitos de los alimentos, como suplemento
alimenticio asi como antioxidante. Sin embargo esta molécula es extremadamente
sensible a cambiar su forma molecular por que presenta una alta oxidacion frente

al oxigeno del aire, asi como también es termolabil.

Para poder determinar la capacidad antioxidante del acido ascérbico fue
necesario una manipulacion rapida de las muestras al momento de hacer las
pruebas. Al realizar las pruebas de inhibicion del radical ABTS por &cido
ascorbico, se pudo observar un porcentaje de inhibicion de hasta un 62 %, se
puede observar como este es mayor que el del acido félico, reconociendo que este
porcentaje podria ser mayor con una manipulacion mas cuidadosa que la
realizada por este trabajo y la cual no era un objetivo (Figura 22). Ewa Jablonska
et al., en el 2009 reportd un porcentaje de inhibicion de 92.5 %. Un menor

porcentaje de inhibicion, pudo deberse a la degradaciéon del activo, debido a la

Universidad Auténoma de Querétaro Pagina 50



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

sensibilidad de este al ser expuesto al oxigeno, y dado que esta técnica se

requiere periodos de exposicion al oxigeno del aire, mientras se ejecuta.
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Figura 22 Método de ABTS: porcentaje de inhibicion del radical ABTS por el 4cido ascorbico.
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3.7 Pruebas de proteccién contra la degradacion por radiacion UV

En la figura 23 se muestra el espectro de UV-Vis de la molécula de &cido
félico, en el que se observa como el acido folico no se degrada durante el proceso

de formacion de las nanoparticulas.
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Figura 23 Espectro UV del &cido félico. * Espectro de solucién conocida de acido félico. **
Espectro de 4cido félico liberado de las nanoparticulas.

En el espectro UV-Vis del acido félico se muestra un maximo de absorcion a
348 nm caracteristico del enlace entre el anillo de pteridina y el &cido p-
aminobenzadico. El extracto de &acido félico obtenido de las nanoparticulas presenta
un espectro UV-Vis similar a la muestra control de acido félico. Cuando el acido
félico es fotodegradado, se ha reportado un cambio en el pico maximo de
absorcién con un desplazamiento a longitudes de onda menores. En el presente
trabajo se pudo observar como la matriz de aginato-quitosono, permiti6 mantener
la integridad de la molécula del acido félico ya que no se observa dicho

desplazamiento del pico maximo de absorcién (Aceituno, 2011).
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Figura 24 Espectro UV. Pruebas de fotodegradacion del acido félico encapsulado. No se observa
un incremento en el pico maximo de absorcién a 348 nm para el acido folico liberado de las
nanoparticulas que fueron expuestas a la luz UV-vis.

Una vez que las nanoparticulas fueron expuestas a la luz durante 120

minutos, se extrajo el acido félico de las mismas y midié por espectrofotometria

UV-Vis a 348 nm. En los espectros que se obtuvieron no se detectaron cambios

por desplazamientos en las bandas méaximas de absorcion, esto puede verse en la

figura 24, donde se observé la banda maxima de absorcion de la muestra control

de acido félico expuesta 120 min a la radiacion UV, y claramente puede apreciarse

un desplazamiento de la banda hacia longitudes de onda menores, dado que en el

acido fdlico liberado no muestra desplazamiento en su banda maxima de

absorcion esto indica que el &cido félico dentro de las nanoparticulas mantuvo su

integridad molecular y concuerda segun con lo reportado por Aceituno en el

2011para los espectros de degradacion UV de &cido félico liberado de nanofibras

de amaranto.
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V.- CONCLUSIONES

La matriz de alginato-quitosano, mostré6 ser una buena opcion para la
encapsulacién de acido félico y &cido ascorbico, ya que se obtuvieron eficiencias
de encapsulacion del 94 y 97 % respectivamente, asi como también un tamafio de

particula que deja un amplio campo de aplicacion de las mismas particulas.

Los espectros FTIR nos permitieron confirmar mediante las interacciones
moleculares varios puntos: la interaccion de los polimeros de alginato y quitosano
en la reticulacion con CaClz para la formacion de las nanoparticulas, asi como
también las interacciones moleculares entre los polimeros y las vitaminas,

permitieron la retencion de las vitaminas dentro de la matriz de encapsulacion.

Se observé una liberacion controlada del &cido félico, y principalmente se
pudo tener un patron del comportamiento de liberacion dependiente del tipo de pH,
sugiriendo un posible sistema en donde se podrian adicionar las nanoparticulas, y

medir su liberacion.

Es importante mencionar que de las pruebas de degradacion por radiacion
UV-vis se logré proteger al &cido folico sobre este factor que es de vital cuidado al
momento de manipular y de pensar en donde adicionar esta vitamina; esta
proteccion junto con la capacidad de liberar de manera controlada el activo, podria
sugerirse su evaluacion en alimentos con pH’s bajos, como una suplementacion

en los mismos.

Si bien es ya es conocida y ampliamente estudiada la capacidad antioxidante
del acido ascérbico, también se conoce la alta susceptibilidad de la vitamina a
degradarse en presencia de oxigeno, lo que limita su actividad antioxidante en
alimentos y a nivel biolégico. En el caso del acido ascérbico la capacidad
antioxidante se conservo en un porcentaje considerable, lo que podria sugerir una
menor degradacion de este activo y aumentar su rendimiento y beneficios en la

prevencion de per oxidacion lipidica u otros tipos de oxidacion en alimentos, asi
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como también aumentar el consumo de vitamina C de gran importancia en

procesos inmunologicos.

Queda un amplio campo de estudio con resultados obtenidos en el presente
trabajo, donde podrian evaluarse un mayor ndmero de parametros de estas
nanoparticulas de alginato quitosano y cargadas con acido félico y ascorbico, asi
como estudiar una matriz alimentaria donde evaluar su aplicacién, tal es el caso
de su liberacion en el alimento, como la integridad con la que llegan estas

vitaminas al organismo.
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