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Resumen

RESUMEN

En los ultimos afos, la interaccion entre proteinas y polisacaridos y la formacion de complejos
electrostaticos entre dichos biopolimeros han ganado especial atencion en la industria
alimentaria debido a sus multiples aplicaciones en las matrices alimentarias. En este sentido,
se ha demostrado que los complejos proteinas-polisacaridos presentan propiedades

tecnofuncionales mejoradas respecto a la de cada biopolimero por separado.

Actualmente, la industria alimentaria busca enriquecer a los alimentos en compuestos
bioactivos tales como polifenoles, acidos grasos poliinsaturados y vitaminas, generando asi
alimentos funcionales. Sin embargo, estos compuestos bioactivos suelen tener limitaciones
sobre su aplicacion en productos alimentarios. Estas limitaciones se deben a su baja
solubilidad en matrices acuosas, su sensibilidad a las condiciones de procesado y de
almacenamiento de los alimentos y su baja biodisponibilidad a nivel gastrointestinal. Frente
a estas barreras tecnologicas, la encapsulacion en nanoparticulas de proteinas y
polisacaridos es una alternativa adecuada para solubilizar, estabilizar e incrementar la

biodisponibilidad de compuestos bioactivos hidréfobos.

Por lo tanto, en el presente trabajo de investigacion se ha propuesto como objetivo general
desarrollar nanoparticulas autoensambladas de proteinas aisladas del lactosuero (WPI) y
polisacaridos solubles de soja (SSPS), capaces de encapsular y estabilizar compuestos

bioactivos hidrofébicos, como la curcumina (CUR).

En primer lugar, se han estudiado diferentes condiciones de pH (2,0 a 7,0) y relaciones
masicas WPI:SSPS (1:1 a 1:0,10) con el fin de seleccionar las condiciones 6ptimas que
aseguren la interaccion entre WPI y SSPS y la obtencion de nanoparticulas autoensambladas.
A partir de este estudio, se han seleccionado las condiciones de pH 3,0, 3,5y 4,0y las
relaciones WPIL:SSPS 1:0,50, 1:0,25y 1:0,17.

En segundo lugar, se ha estudiado el efecto de un tratamiento térmico (90 °C, 20 min) en
las caracteristicas de los complejos WPI-SSPS obtenidos en las condiciones seleccionadas.
Como resultado, se obtuvo que el tratamiento térmico increment6 levemente el tamafio de
particula, pero manteniéndolo en un rango nanométrico. Ademads, dicho tratamiento
incremento la hidrofobicidad superficial y la estabilidad fisica durante el almacenamiento. A
partir de este analisis, los nanocomplejos autoensamblados WPI-SSPS con menor tamario de
particula (126,1 + 0,5 nm), potencial { cercano a la neutralidad (-1,26 £ 0,15 mV), mayor
hidrofobicidad superficial y mayor estabilidad fisica se obtuvieron luego del tratamiento
térmico en condiciones de pH 3,5 y relacién WPI:SSPS 1:0,50.
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Resumen

Por ultimo, se ha estudiado la capacidad de estos nanocomplejos WPI-SSPS optimizados
para encapsular CUR. Como resultado, se obtuvo una eficiencia de encapsulacion del 83 +
3 % y una capacidad de carga de 5,5 £ 0,2 ug CUR/mg complejo. El tamafio de particula y
el potencial C de los nanocomplejos WPI-SSPS-CUR no presentaron cambios significativos
respecto a los nanocomplejos WPI-SSPS sin el compuesto bioactivo, infiiendo que la
estabilidad fisica tampoco se veria modificada. A su vez, se demostrd que los nhanocomplejos
incrementaron la estabilidad quimica de la CUR en condiciones normalmente utilizadas para
el procesamiento (pasteurizacion) y almacenamiento de alimentos (4 y 25 °C) comparado con

el control de CUR sin encapsular.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los complejos WPI-
SSPS podrian ser implementados en matrices alimentarias acidas (como bebidas, salsas o
aderezos) debido a su elevada estabilidad coloidal en medios acidos, con diferentes
potencialidades. Particularmente, segun nuestros resultados, es la primera vez que se
demuestra que las nanoparticulas de WPI-SSPS se podrian implementar como sistemas para

encapsular e incrementar la estabilidad de CUR.
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ABREVIATURAS
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Proteinas aisladas del lactosuero (WPI)

1.1.1 Fuente de obtencién: Suero lacteo

El suero lacteo se define como un producto lacteo obtenido de la separacién del coagulo de
la leche, de la crema o de la leche semidescremada durante la fabricacion del queso. Este
ultimo, se puede obtener mediante la accion de acidos (agregados o producidos por
fermentacion) y/o de enzimas (cuajo), los cuales rompen el sistema coloidal de la leche en

dos fracciones:

e Una fraccién solida, compuesta principalmente por proteinas insolubles (caseinas), las
cuales, en su proceso de precipitacion, arrastran los globulos grasos y atrapan
minoritariamente algunos de los constituyentes hidrosolubles.

e Una fraccion liquida, correspondiente al lactosuero, donde se encuentran en
suspension todos los otros componentes nutricionales que no fueron integrados a la

coagulacion de la caseina.

El suero, en consecuencia, no constituye un sustituto integral de la leche de vaca debido a
que se trata de una fraccion de la misma. Sin embargo, contiene nutrientes y compuestos con
potenciales beneficios nutricionales y de salud que se aprovechan en algunos paises para la
fabricacion de productos alimenticios y suplementos, 0 como materia prima para la produccién

de otros ingredientes y compuestos.

Sin embargo, a pesar del valor nutricional potencial del suero lacteo y del aumento en su
aprovechamiento para la produccién de otros alimentos, gran parte del mismo es aun

descartado, causando problemas de contaminacién en rios y suelos (losca y col., 2023).

La composicion nutricional del lactosuero puede variar considerablemente dependiendo de
las caracteristicas de la leche utilizada para la elaboracién del queso, del tipo de queso
producido y del proceso de tecnologia empleado en la elaboracién del queso. A partir de estas

diferencias se encuentran dos tipos fundamentales de lactosuero:
1. Suero dulce: lactosuero que se separa del queso obtenido por accion enzimatica.

2. Suero acido: lactosuero que se separa del queso obtenido por accion de acidos.
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Introduccion

El suero dulce suele contener mas lactosa que el suero acido, mientras que éste ultimo suele

tener una mayor concentracion de proteinas (Poveda, 2013).

1.1.2 Técnicas de obtencion de WPI a partir del suero lacteo

En las dos ultimas décadas, la evolucion en las técnicas de separacion con membranas
selectivas ha permitido que numerosos componentes de la leche y del suero lacteo sean
obtenidos (por separacion) y, posteriormente, utilizados en la industria de los alimentos, como

se puede observar en la Figura 1.1.

Leche
Centrifugacion — Crema
Leche descremada
|
v v v v

Separacién por T°, 4cido, CaCl, Prec,lp-!taaon Precxvplt'aqon

membrana acida enzimatica
Concentradode  Coprecipitadode  caseina  Suero Suero  Caseina
proteinas lacteas proteinas de acida acido dulce  cuajada

(MPQC) leche |

Proteinas del
suero

Intercambio idnico, Separacién por Desmineralizacion, Precipitacion, T¢,
cromatografia membrana deslactosado acido
Aislado de proteina ~ Concentrado de RuEis
roteina del lactosuero ! ; Lactoalbdminas
del lactosuero. P enriquecido
(WPI) (WPC)

Figura 1.1 - Diagrama de obtencion de los diferentes subproductos lacteos. Fuente: adaptada

de: https://www.heladeria.com/articulos-heladeria/a/200902/3049-la-proteina-componente-funcional-la-leche

El lactosuero puede ser sometido a numerosos tratamientos, originando asi productos con
perfiles especificos tanto cualitativos como cuantitativos de proteinas, minerales, lipidos y

azucares.

Las técnicas de separacion de membrana, incluida la ultrafiltracion para la concentracion de
proteinas y la diafiltraciébn para remover mayormente lactosa, minerales y componentes de
bajo peso molecular, se utilizan para obtener concentrados de proteinas del lactosuero
(WPC). Dependiendo de la metodologia de separacion utilizada, existen WPC que

contienen diferentes concentraciones de proteina. Unicamente cuando se supera el 85 % m/m
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de proteina, se puede decir que se obtuvo un aislado de proteinas del lactosuero (WPI),
que se define como un concentrado de proteinas que se destaca por su elevada calidad y
pureza (Madureira y col., 2007). Para su obtencion se requiere del empleo de métodos de

separacion mas sofisticados como lo son la cromatografia o el intercambio idnico.

1.1.3 Composicién de WPI

El WPI es un ingrediente de gran valor agregado que contiene mas de un 85 % m/m de
proteinas, cuya composicién y cantidad individual de cada tipo de proteina depende de la
técnica de fraccionamiento empleada para su obtencion. La composicion aproximada de

WP y sus propiedades se detallan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 - Composicion de WPI. Fuentes: Wagoner y Foegeding (2017); Boland (2011).

. Peso o Punto
. . Porcentaje Numero de : L
Tipo de proteina molecular S isoeléctrico
del total (%) aminoéacidos
(kDa) (p1)
[-Lactoglobulina 50 18,3 162 54
a-Lactoalbimina 15 14,2 123 4.4
Glicomacropéptido 20 6,7 63 <3,8
SeroalbUmina bovina 65,0 583 55
Inmunoglobulinas Cantidades ~ 180 ; 5,1-8,3
traza
Lactoferrina 80,0 692 9,0

La B-lactoglobulina (Figura 1.2) es una proteina de estructura globular de la familia de las
lipocalinas. Su peso molecular es de 18,3 kDa y se comprende de 162 residuos
aminoacidicos. En la Figura 1.2 se puede observar la estructura tipica de la - lactoglobulina,
la cual contiene las siguientes cantidades de residuos aminoacidicos esenciales de cadena
ramificada: 22 de leucina, 10 de isoleucina y 9 de valina. Este hecho la convierte en una de
las fuentes alimenticias mas ricas en estos aminoacidos, los cuales, ademas, le otorgan
ciertas zonas fuertemente hidrofébicas. Las cavidades formadas en la proteina pueden
actuar de sitios de union para componentes de bajo peso molecular, incluyendo acidos grasos,
retinol y otros compuestos hidrofébicos (Boland, 2011). La estructura cuaternaria de la

proteina varia entre monémeros, dimeros u oligdmeros dependiendo del pH, la temperatura 'y
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la fuerza ionica del medio (Edwards y Jameson, 2014). Su estructura se encuentra
estabilizada por puentes disulfuro, lo que significa que puede desdoblarse ante un tratamiento
térmico y volver a plegarse nuevamente en una estructura similar a su forma nativa (Boland,

2011). Por lo tanto, es susceptible a cambios morfolégicos al aplicar un tratamiento térmico.

Figura 1.2 - Representacién estructural de B-lactoglobulina. Fuente: Edwards y Jameson (2014).

La a-lactoalbumina (Figura 1.3) es una proteina pequefia de un peso molecular de 14,2
kDa, que forma parte del complejo enzimatico lactosa sintasa, la cual se encuentra presente
en todos los tipos de leche. Se ha descubierto que la cantidad de lactosa en la leche esta
directamente relacionada con la concentracion de esta proteina (Arroyo Castellén y Jiménez
Farak, 2013). Su estructura también se encuentra estabilizada por puentes disulfuro. En
presencia de otras proteinas reactivas, como la f-lactoglobulina, estas pueden formar enlaces

entre si, convirtiéndose en estructuras inestables (Boland, 2011).

La a-lactoalbumina tiene una estructura global compacta con cuatro disulfuros y se
desnaturaliza a 63 °C, pero puede retornar a su estado nativo con el enfriamiento. Es insoluble
a pH entre 4,0 y 5,5y, a un pH fuera de ese rango, la molécula sufre modificaciones de
configuracién, rapidas o lentas, reversibles o no, que conducen a diversas formas
polimerizadas (Arroyo Castellon y Jiménez Farak, 2013). A diferencia de la g-lactoglobulina,
la a-lactoalbumina no tiene tioles libres. Un ion de calcio puede unirse con una disociacion
sub-micromolar constante en la zona denominada “codo de unién”, formada por los residuos
79 al 88, localizados entre medio de ambos l6bulos, con el ion coordinado en una

configuracién de bipiramide pentagonal (Edwards y Jameson, 2014).

22



Introduccion

Figura 1.3 - Representacion estructural de a-lactoglobulina. Fuente: Edwards y Jameson (2014).

La seroalbumina bovina (Figura 1.4) se encuentra en la leche y en el suero en cantidades
variables. Esto ocurre debido a una pérdida de la proteina desde el suero sanguineo hacia
la leche en las uniones estrechas de las células de la glandula mamaria. La cantidad de
seroalbumina depende también de la salud del animal, particularmente de la de la glandula
mamaria. Sin embargo, sus niveles suelen ser bajos, por lo que se la considera como un
componente minoritario en el suero lacteo. Presenta elevado peso molecular, con 580
residuos aminoacidicos, con un gran numero de puentes disulfuro (diecisiete en total). Por
consiguiente, la misma puede reaccionar con la B-lactoglobulina y es capaz de unirse a

diversos compuestos de bajo peso molecular (Boland, 2011).

Figura 1.4 - Representacion estructural de la seroalbumina humana. Fuente: Edwards y
Jameson (2014).

Las inmunoglobulinas (lg) en la leche vacuna son una mezcla de inmunoglobulinas de la
sangre e inmunoglobulinas de la glandula mamaria. Los niveles de Ig pueden variar
dependiendo de la salud del animal y de la estacion del afio. Los niveles de Ig son muy
elevados en el calostro. Luego de dar a luz, el nivel de las mismas disminuye con los dias.
Las Ig tienen la estructura tipica caracteristica, comprendiendo dos cadenas pesadas y dos

cadenas livianas, cada union de a pares pesada-ligera se unen mediante puentes disulfuro.
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Son proteinas globulares termolabiles. Esto no representa un problema cuando el porcentaje
de Ig es bajo, pero en casos donde represente un elevado porcentaje del total (por ejemplo,
el calostro post parto) puede traer problemas tecnoldgicos. Es este el motivo por el cual, para
aplicaciones que requieran de Ig biolégicamente activas, se deben realizar procesos a bajas
temperaturas (Boland, 2011). La Ig G constituye del 80 al 85 % de todas las Ig del calostro
bovino y su funcion es identificar y ayudar a destruir agentes patdégenos que causan
enfermedades (Silva, 2013).

La lactoferrina pertenece a la familia de las transferrinas y consiste en una cadena
polipeptidica de 692 residuos aminoacidicos. Esta proteina es capaz de retener hierro a pH
menores a 3,0. Este hecho no solo la convierte en una proteina con un elevado poder
bacteriostatico, sino que también en una macromolécula con elevado poder antioxidante. La
lactoferrina es considerada una proteina de vital importancia debido a sus propiedades
antibacterianas. Ademas, se ha descubierto que estimula el proceso del crecimiento dseo
(Legrand y col., 2005).

Finalmente, el glicomacropéptido (GMP) se define como la parte “pilosa” que rodea la
superficie de la micela de caseina. Representa el dominio polar de la k-caseina, contribuyendo
a la estabilizacion coloidal de la micela (Damodaran y Parkin, 2017). En la obtencién de
quesos, cuando la k-caseina es tratada con la quimosina, esta es hidrolizada entre los
aminoacidos 105 y 106 (fenilalanina y metionina, respectivamente), dando como resultado
dos fracciones: para-k-caseina (residuos 1-105) y GMP (residuos 106 — 169) (Garcia y
Mayorga, 2015). Por lo tanto, el GMP es un péptido formado por 63 aminoacidos,el cual
posee actividad biolégica ya que inhibe la agregacién de plaquetas, es anticarcinégeno e
inmunomodulador (Damodaran y Parkin, 2017). El GMP solo se encuentra presente en el
suero dulce, dado que es producto de la accion enzimatica requerida para la preparacion de

ciertos quesos.

1.1.4 Usos y aplicaciones del WPI

El WPI tiene numerosas propiedades tanto nutricionales como funcionales. En este sentido,
gracias a las proteinas que lo componen, es capaz de interaccionar y “atrapar” compuestos
hidrofébicos eficientemente. Asimismo, sus proteinas son digeribles, tienen alto valor
biologico y suelen ser asimiladas sin inconvenientes por el sistema digestivo humano (Abassi
y col., 2014).

En cuanto a las propiedades nutricionales, WPI tiene las siguientes aplicaciones:

24



Introduccion

Para aplicaciones especializadas dentro del campo de la nutricién, particularmente
en formulaciones para la nutricion enteral infantil debido a su elevado contenido de

aminoacidos esenciales (Boland, 2011).

Para nutricion deportiva, debido a los elevados niveles de aminoacidos de cadena
ramificada (leucina, isoleucina y valina) que son metabolizados preferentemente por
el musculo. Ademas, se ha demostrado que activan enzimas clave involucradas en
la sintesis proteica de los musculos. También, se ha reportado que este tipo de
aminoacidos conduce a la acumulacién de proteina muscular en la poblacién anciana
(Boland, 2011).

Para conciliar el suefo, dado que el WPI se relaciona con la absorcion de triptéfano
en el cerebro. Este aminoacido es un precursor de la serotonina y su absorcién se

considera clave para un suefio conciliador y disminuir los niveles de fatiga.

Para generar sensacion de saciedad. En comparacion con los carbohidratos, la
ingestion de WPI ha demostrado reducir la subsecuente incorporacién de glucosa,
sacarosa y maltodextrina. Se ha demostrado que el consumo de proteinas de suero
lacteo también produce una mayor reduccion en la ingesta de alimentos y un aumento
de saciedad en comparacién con las caseinas, la albumina de huevo y las proteinas
de soja. El mecanismo implicado en el efecto del WPI sobre la saciedad es mediado a
través de sus aminoacidos constituyentes, y no por la totalidad de las proteinas o
péptidos bioactivos liberados durante la digestion o alguna combinacion de los mismos
(Chungchunlam, 2016) . Esta aplicacion requiere que el WPI sea totalmente soluble
en agua en un medio acido y esta vinculada a la creciente demanda de “productos

saciadores” debido al problema global de la obesidad (Boland, 2011).

En cuanto a las propiedades funcionales, WPI puede ser utilizado en la industria de

alimentos:

Para estabilizar interfases, ya que las proteinas del aislado presentan buenas
propiedades emulsificantes y espumantes gracias a su capacidad de asociarse y
desplegarse en las interfases aceite-agua o aire-agua, formando capas viscoelasticas
(Davis y Foegeding, 2007). De acuerdo con Schroder y col. (2017), el WPI es capaz
de formar emulsiones mas finas a bajas concentraciones en comparacion con el
hidrolizado de suero. Ademas, en la interfase aceite en agua (o/w) se obtuvieron
capas mucho mas fuertes y con mayor cobertura de superficie en comparacion al
hidrolizado. Estudios realizados por Goff, Kinsella y Jordan (1989) sobre la
estabilizacién de emulsiones base de cremas heladas develan que la utilizacién de

WPI para este fin contribuye en la disminucién de la tension interfacial y el aumento

25



Introduccion

de la viscosidad, asi como también el aumento de la sequedad ante el congelamiento,
contribuyendo al mismo tiempo con las caracteristicas organolépticas del producto

congelado.

e Para obtencion de geles e hidrogeles, debido a que las proteinas constituyentes
presentan la capacidad de interaccionar entre ellas y con las moléculas de agua. Estos
geles se obtienen a concentraciones cercanas al 10 % m/m y se estabilizan luego de
la aplicacion de tratamientos térmicos (Fitzsimons y col., 2007; Ju, 1998;Hansen y col.,
2020).

Para la mayoria de las aplicaciones mencionadas, se requiere que el WPI sea completamente
soluble en la fase acuosa dentro del alimento o bebida en el cual se lo incorpora. Estudios
sobre la solubilidad proteica del WPI han develado que esta tiene una estrecha dependencia
con el pH y con otros componentes en solucidn, particularmente especies ionicas (LaClair y

Etzel, 2010), ademas de con los tratamientos térmicos.

Debido a los beneficios que trae a la salud el consumo de WPI, una categoria de elevado
interés en la industria alimentaria son las bebidas proteicas, ya sea como sustituto de
alimentos o como bebidas deportivas. Las mismas requieren de un tratamiento térmico para
garantizar su seguridad y vida de anaquel. El inconveniente funcional de WPI es que es
intolerante a los tratamientos térmicos, particularmente a un pH cercano a su punto
isoeléctrico (pl), donde ocurre su precipitacion, separacion de fases y/o gelacion (Wagoner y
Foegeding, 2017).

1.2 Polisacaridos solubles de soja (SSPS)

1.2.1 Fuente de obtencion: poroto de soja

Los polisacaridos solubles de soja (SSPS) derivan del cotiledon dentro de la semilla de soja
de la variante Glycine max Merrill. Especificamente, los SSPS son extraidos del okara, que
es el material insoluble resultante de la manufactura del aislado de proteinas de soja (SPI),
al calentar en condiciones de medio levemente acido. La técnica de extraccidén patentada es
muy eficiente para obtener diferentes variantes de SSPS, las cuales difieren en sus
propiedades fisicas y funcionales, tales como capacidad de emulsificacién o de estabilizacion
de proteinas. A la extraccién le sigue un proceso de refinamiento, pasteurizacion y
secado por spray, tal como se muestra en la Figura 1.5 (Yoshii y col., 1996; Furuta y col.,
1998; Morita, 1965).
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Figura 1.5 - Diagrama de obtencién de los SSPS. Fuente: adaptada de Maeda y Nakamura (2009).

1.2.2 Composiciéon de los SSPS

Los SSPS estan compuestos por una cadena central de ramnogalacturonano y ramificaciones
de f-1,4-galactano y a-1,3 o a—1,5-arabinano (Figura 1.6). Ademas, las cadenas de los
polisacéaridos estdn asociadas a fracciones proteicas que contribuyen a la capacidad de
formar complejos con proteinas (Nakamura y col., 2004). Los tres componentes mayoritarios
presentan pesos moleculares de 550 kDa, 25 kDa y 5 kDa, respectivamente, y su peso

molecular promedio se estima en varios cientos de kDa (Maeday Nakamura, 2009).
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Figura 1.6 - Representacion de la estructura quimica de los SSPS. Fuente: adaptada de Lany
col. (2019).

1.2.3 Propiedades funcionales de los SSPS

Los SSPS son parte de la fibra dietaria del poroto de soja y presentan relativamente baja
viscosidad y alta estabilidad en soluciones acuosas. Ademas, los SSPS presentan varias
funcionalidades, tales como ser agente dispersante, estabilizante y emulsificante y presentan

propiedades adhesivas (Kawamuray col., 1955; Liu, Hettiarachchy y Kalapathy, 1997).

Nakamura y col. (2004) estudiaron las propiedades emulsificantes de los SSPS obtenidos por
distintos métodos de extraccion, demostrando que las mismas no fueron afectadas por
cambios en el pH ni en la fuerza iénica del medio. Ademas, las propiedades emulsificantes de
los SSPS fueron similares a los de la goma arabiga en emulsiones acidas, concentradasy
diluidas. Sin embargo, se requieren menores cantidades de los SSPS para estabilizar
emulsiones acidas en comparacion con la goma arabiga y el almidon modificado. Por otro
lado, las caracteristicas moleculares de los SSPS parecen ser la causa del espesor de la capa
de SSPS que se absorbe en la interfase aceite-agua. Finalmente, el tratamiento de SSPS con
hemicelulasas y pectinasas da lugar a la disminucion del tamafio de particula de las
emulsiones aceite en agua, seguido de un proceso de agregacion. Este resultado indica que

las porciones hidrofilicas de SSPS juegan un rol importante en la estabilizacién de las
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emulsiones, al prevenir la agregacion por repulsion estérica.

Por otro lado, Wang y col. (2020) evaluaron el efecto de la adicién de SSPS en emulsiones
preparadas con SPI durante la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro. Los
resultados de este estudio han demostrado que la caracteristica de fibra dietaria de los
SSPS hace que aumente la estabilidad de los sistemas dispersos durante la digestion

gastrointestinal in vitro (Wang y col., 2020).

Debido a su estructura, SSPS no presenta propiedades gelificantes, aunque forma soluciones
acuosas de baja viscosidad, en comparacion a otras gomas o estabilizantes. Por ello, permite
obtener soluciones acuosas con una alta concentracion (mayor al 30 %). Ademas, la
viscosidad de las soluciones acuosas de SSPS no son significativamente afectadas por la
aplicacién de calor o por el agregado de acidos o sales. Estas propiedades fisicas son
consecuencia de la estructura globular de los SSPS en las soluciones acuosas (Furuta y
Maeda, 1999).

Finalmente, otra propiedad funcional de los SSPS es su capacidad de estabilizacion de
particulas proteicas bajo condiciones acidas. En este sentido, los SSPS previenen la
agregacion de las proteinas y, en consecuencia, su sedimentacién. A diferencia de otros
polisacaridos utilizados para tal efecto, los SSPS son capaces de estabilizar las particulas
proteicas a pH bajos, sin incrementar la viscosidad. Posiblemente, el mecanismo de
estabilizacion consiste en la interaccidon de los grupos anidnicos de la cadena principal del
SSPS (ya que contiene un 20 % de acido galacturdnico) con la superficie de las particulas
proteicas catidnicas. De esta forma, la capa que forma el SSPS previene la agregacion de las

proteinas por repulsion estérica (Nakamura y col., 2003; Nakamura y col., 2006).

1.3 Complejos proteinas-polisacaridos

1.3.1 Introduccion

En los ultimos afios, la interaccion entre proteinas y polisacaridos y la formacion de complejos
electrostaticos entre dichos biopolimeros han ganado especial atencién en la industria
alimentaria debido a sus multiples aplicaciones en las matrices alimentarias. Especificamente,
los complejos proteinas-polisacaridos permiten la construccion de sistemas alimentarios
economicamente viables, con alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. Ademas, dichos
complejos aportan nuevas funcionalidades tales como la encapsulacion y delivery de
compuestos bioactivos, reemplazo de grasas, estabilizacion de emulsiones y espumas,

formacion de films comestibles y mejora en la textura de alimentos (Li y col., 2022). Hasta el
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momento, diferentes sistemas proteinas-polisacaridos han sido sometidos a estudio, pero las
mezclas que utilizan WPI han resultado ser las mas atractivas debido a su elevado valor

nutricional, propiedades funcionales y por su bajo costo (Duy col., 2022).

1.3.2 Interaccion proteinas-polisacaridos

Cuando las proteinas y los polisacéridos se mezclan en un medio acuoso, pueden generarse
distintos tipos de sistemas dependiendo de las caracteristicas intrinsecas de los biopolimeros
seleccionados y de las condiciones a la cual se combinan (relacién masica,pH, fuerza
idnica, adicion de tratamientos térmicos o mecanicos, entre otros). En la Figura 1.7 se
modelizan las diferentes posibilidades de interaccion entre proteinas y polisacaridos. Si los
biopolimeros son incompatibles, puede ocurrir la co-solubilidad o la segregacion de fases. Por
el contrario, si los polimeros son compatibles, puede ocurrir la formacion de complejos

solubles o insolubles.

Polisacaridos

Incompatibilidad Compatibilidad
Biopolimeros  Incompatibilidad Complejos Complejos
co-solubles termodinamica solubles insolubles

/h’u Ny

iy

Segregacion Coacervacioén

Figura 1.7 - Posibles interacciones entre proteinas y polisacaridos. Fuente: elaboracion propia.
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La co-solubilidad implica la formacién de una sola fase en la cual ambos biopolimeros se
encuentran solubles o dispersos, pero no interaccionan entre si. Este tipo de sistemas sélo
puede ocurrir en una suspension diluida, en donde la entropia de la mezcla genera mas
aleatoriedad en el sistema (Goh y col., 2019). Desde un punto de vista termodindmico, la co-
solubilidad ocurre cuando la energia libre de Gibbs de la mezcla es negativa, lo que significa
que la entropia de la mezcla supera la entalpia de la misma (McClements, 2005). Ademas, la
co-solubilidad se genera cuando existe repulsion electrostética entre los biopolimeros o
cuando los biopolimeros no presentan cargas opuestas para que ocurra una atraccion

electrostatica (Wei y Huang, 2019).

Por otro lado, la segregacién de fases o incompatibilidad termodinamica se trata de la
formacion de dos fases acuosas inmiscibles entre si, una de las cuales esta enriquecida en
proteinas y la otra esta enriquecida en polisacaridos. La segregacion de fases puede ocurrir
si cada biopolimero muestra diferente afinidad con el solvente (Tolstoguzov, 1991; Piculell y
Lindman, 1992). En este caso, la interaccion entre el solvente y cada uno de los biopolimeros
es favorecida por sobre las interacciones proteina-polisacéarido y solvente- solvente (Doublier
y col., 2000). Por lo tanto, en este sistema, los biopolimeros tienen preferencia de estar

rodeados por moléculas de su mismo tipo.

Por su parte, la compatibilidad entre los biopolimeros y, por ende, la formacion de complejos
proteina-polisacarido, puede ocurrir cuando los polisacaridos cargados negativamente
interactian con proteinas cargadas positivamente a un pH menor que su pl y mayor que el
pKa del polisacarido. También, dicha compatibilidad puede ocurrir cuando los polisacaridos
cargados positivamente interactian con proteinas cargadas negativamente a un pH mayor
que su pl y menor que el pKa del polisacarido (Gaber y col., 2018). Cuando las proteinas
poseen una carga neta cercana a cero a un pH cercano a su pl, la interaccién con
polisacaridos aniénicos o catidnicos suele dar lugar a la formacién de complejos débiles
reversibles (Rodriguez Patino y Pilosof, 2011). Por lo tanto, la formacion de complejos
proteina-polisacarido dependera de que las proteinas y los polisacaridos presenten cargas
netas opuestas, favoreciendo la atraccion electrostatica que llevara a la formacion de
complejos (Gaber y col., 2018). De esta manera, la fuerza de la interacciéon proteina-
polisacarido puede variar sustancialmente al ajustar el pH y/o la fuerza i6nica de la fase
acuosa (Benichou y col., 2002; Dickinson, 2008; de Kruif, Weinbreck, y de Vries, 2004;
McClements, 2006; Turgeon, Schmitt, y Sanchez, 2007). Ademas de las interacciones
electrostaticas, las interacciones por puentes de hidrégeno e hidrofébicas cumplen un rol

importante en la estabilidad de los agregados entre proteinas y polisacaridos (Gentile,2020).
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Finalmente, la formacién de complejos proteina-polisacérido insolubles, proceso llamado
coacervacion o coacervacion compleja, puede llevar a la generacién de un sistema de dos
fases. En este sistema, una de las fases contiene a ambos biopolimeros en una matriz
compleja y, la otra fase, contiene principalmente el solvente acuoso (Goh y col., 2019). Las
fuerzas que rigen la coacervacion son interacciones electrostaticas entre las proteinas y los
polisacaridos y el aumento entrépico por la liberacion de iones y moléculas de agua luego de
la formacion de los complejos coacervados (Gaber y col. 2018; Semenova, 2017; Turgeon y
col., 2007; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011). Este fenomeno suele ocurrir cuando la
concentracién de los biopolimeros compatibles aumenta. EI mecanismo dinamico de la
coacervacion podria ser una nucleacion y posterior proceso de crecimiento (Turgeon y col.,
2007; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011). De todos modos, dependiendo de la densidad de
carga entre los dos polimeros y de la concentracion utilizada, los coacervados (complejos
proteinas-polisacaridos insolubles) pueden mantenerse en suspension estable, formando

complejos con caracteristicas similares a los complejos solubles (Goh y col., 2020).

Para una mezcla compatible de proteinas y polisacaridos, a una temperatura y fuerza iénica
especificas, el diagrama de fase puede variar en funcion del pH y de la relacion
proteinas:polisacaridos. En la Figura 1.8 se presenta el diagrama de fase tipico para un
sistema de biopolimeros compatibles. En el diagrama de fase se observan cinco regiones

donde se forman diferentes estructuras:

(I) Biopolimeros co-solubles sin interaccion entre ellos.

(I1) Complejos intramoleculares solubles en estado molecular.

(1) Agregados de complejos solubles o formacién de complejos insolubles que se
mantienen en suspension. La estabilidad coloidal estara determinada por el tamafo de los
complejos (se pueden mantener en suspensidn si el tamafio es hanométrico).

(IV) Formacién de complejos insolubles que precipitan (coacervacion).

(V) Biopolimeros co-solubles donde aparecen nuevamente moléculas individuales

dispersas sin interaccion entre ellas.

Estas regiones estan divididas por tres valores criticos de pH, conocidos como pHc, pHo y
pH4, que estan relacionados con la formacion de complejos proteina-polisacarido solubles,
el inicio en la formacion de coacervados insolubles, y la disociacion en biopolimeros co-
solubles sin interaccion entre ellos, respectivamente (Wei y Huang, 2019). Cabe destacar que
una cantidad insignificante de proteinas auto-ensambladas o polisacaridos auto-
ensamblados puede coexistir con los complejos proteinas-polisacaridos. Debido a esto, el
control de la relacién proteinas:polisacaridos, el pH y la fuerza idnica es esencial en el

ensamblaje, dado que estas variables pueden determinar la estructura de los complejos.
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Figura 1.8 - Diagrama de fase esquematico para sistemas compatibles de proteinas-

polisacéaridos. Fuente: adaptado de Gaber y col. (2018).

1.3.3 Obtencién de nanoparticulas de proteinas-polisacaridos

Modificando las condiciones del medio es posible inducir el autoensamblaje de proteinas y
polisacaridos para formar nanoparticulas (NPs), particulas con tamafos en el rango
nanomeétrico. En la bibliografia este procedimiento ha sido descrito siguiendo dos posibles
métodos (Figura 1.9). El primer método consiste en una estrategia de un sélo paso donde
los complejos son preparados mezclando soluciones acuosas de las proteinas y de los
polisacaridos, en el pH deseado. El segundo método se denomina nucleo/cubierta e involucra
dos pasos: en un primer paso, el nucleo es formado por uno de los biopolimeros y, en un
segundo paso, dicho nucleo es cubierto por moléculas del otro biopolimero (Gaber y col.,
2018).

La estrategia de un paso utiliza la interaccion electrostatica entre los dos biopolimeros para
formar complejos electrostaticos; dependiendo del tamafno de las proteinas y polisacaridos y
del grado de interaccién se puede, incluso, obtener NPs a partir de ellos. Este método tiene
como ventaja que no es necesaria la utilizacion de un solvente organico o un agente
entrecruzante toxico, tal como el glutaraldehido, que implica su subsecuente remocion. Por
lo tanto, este método reduce el costo de produccién e incrementa la seguridad en la formacién
de las NPs (Gaber y col., 2018).
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Figura 1.9 - Esquema de los métodos de ensamblaje de proteinas-polisacaridos para obtener

nanoparticulas. Fuente: elaboracién propia.

Por otro lado, en la estrategia de dos pasos, las particulas son fabricadas, inicialmente, con
uno de los biopolimeros y, luego, son recubiertas electrostaticamente por el otro biopolimero.
El método nucleo/cubierta dara como resultado NPs que seran o no solubles dependiendo de
las caracteristicas del nucleo, cubierta, tamafio, pH, fuerza idnica, y tratamientos adicionales.
Usualmente este tipo de NPs requieren un paso final de secado, ya sea por liofilizacion,
secado en spray o alguna otra técnica. Como ventaja, este método permite la encapsulacion
de compuestos bioactivos en un nucleo interno, lo cual aumentariala estabilidad del mismo
en comparacion con complejos simples. Como desventaja, este método aumenta los costos

de produccion.

La mayoria de los estudios sobre la formacion de complejos proteinas-polisacaridos han
sido llevados a cabo a temperatura ambiente. Sin embargo, diversos autores han demostrado
que las particulas de biopolimeros pueden ser formadas a través de un calentamiento
controlado de los complejos electrostaticos de proteinas globulares y polisacaridos i6nicos
(Jones y McClements, 2011). Esta estrategia se basa en la desnaturalizacion térmica y
agregacion de las proteinas globulares cuando los complejos electrostaticos proteinas-
polisacaridos son calentados por encima de la temperatura de desnaturalizacién térmica de

la proteina globular, a un pH cercano al pl de la misma.
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Los complejos proteinas-polisacaridos obtenidos pueden ser denominados micro 0 nano
hidrogeles cuando forman una estructura esferoidal que retiene un gran volumen de una fase
liquida continua (mas de 600 gramos de agua por gramo de biopolimero pueden ser retenidos
en la red electrostatica del gel) (Semenova, 2017). También, los complejos proteinas-
polisacéridos pueden ser llamados micro o nanocapsulas luego de realizar un método de

secado (liofilizacion o secado en spray) (Wei y Huang, 2019).

1.3.4 Factores que condicionan el ensamble electrostatico de proteinas y

polisacaridos

Las interacciones proteinas-polisacaridos y la formacion de NPs estdn condicionados por
varios factores, entre los que se encuentran el pH, la fuerza iénica, la relacion masica de los
biopolimeros, la concentracién total de biopolimeros y la inclusién de tratamientos adicionales,

como los térmicos o los mecanicos.

1.3.4.1 pH

El pH es el principal factor que afecta la formacién de complejos proteinas-polisacaridos
debido a que, para que ocurra un ensamblaje electrostatico, las proteinas y los polisacaridos
deben tener cargas superficiales opuestas. Los polisacaridos, que poseen grupos ionizables
catidnicos o anibnicos, determinaran la carga que deberan presentar las proteinas que,
gracias a su naturaleza anfifilica, pueden presentar carga neta positiva o negativa. Como
mencionamos anteriormente, para cada mezcla compatible de proteinas- polisacaridos, se
pueden identificar tres regiones de pH en el diagrama de fase (Figura 1.8). El pHc es
considerado el punto critico de formacién de complejos proteinas-polisacaridos solubles. El
pHo esta relacionado a la formacién de complejos proteinas-polisacaridos insolubles.
Finalmente, el pHq se trata del pH donde tiene lugar la disociacion de los complejos proteinas-
polisacaridos. En general, para que los complejos puedan ser formados, el pH debe

encontrarse entre el pHC y el pHO.

Por ejemplo, Wu y col. (2020) han estudiado la formacion de complejos entre SPI y quitosano
o carboximetil-celulosa (CMC), siendo el quitosano un polisacéarido catiénico y la CMC un
polimero anidnico (Wu y col., 2020). Mediante turbidimetria a diferentes pH, determinaron el
pHc y el pHo para cada tipo de mezcla, a partir de los cuales seleccionaron el pH 6ptimo para
la formacién de complejos electrostaticos. Segun sus resultados, para obtener complejos
solubles de SPI1y CMC, el pH 6ptimo fue cercano a 4,55, mientras que para obtener complejos

solubles de SPI y quitosano, el pH éptimo fue de aproximadamente?,00, lo que corresponde
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al pH entre el pHcy el pHo para cada mezcla. Para la mezcla SPI- CMC, a un pH menor a pHc
(T4,25), no se encontraron complejos y a pH mayores que el pHo (T4,60) se formaron
coacervados insolubles. Por el contrario, para la mezcla SPI-CMC, a valores de pH mayores
que el pHc (77,50) no se formaron complejos y a pH menores que el pHo (76,90) se formaron

coacervados insolubles.

Por otro lado, Behrouzain, Razavia, y Joynerb (2020), analizaron la interaccion entre WPI y
goma de semillas de albahaca (proveniente de la planta Ocimum basilicum L.). A partir de
medidas de absorbancia a 280 y 400 nm, determinaron los pH criticos para la interaccién de
dichos biopolimeros. A un pH entre 6,0 y 7,0, los biopolimeros no interactuaron entre si debido
a la repulsion electrostatica, generandose un sistema de biopolimeros co-solubles. Por su
parte, a un pH entre 4,5 y 6,0, los biopolimeros interactuaron entre si debido a la atraccion
electrostatica entre los grupos anionicos de la goma y las zonas catidnicas de la superficie de
la proteina, obteniendo complejos electrostaticos solubles. A pH menores a4,5, los
biopolimeros interactuaron fuertemente debido a que las proteinas presentaron carga neta
positiva, lo que permiti6 un mayor numero de interacciones con la goma anidnica, dando
lugar a coacervados insolubles. Finalmente, a pH menores a 2,0, se observé una menor
cantidad de interacciones, lo que podria deberse a la neutralizacion de las cargas negativas
en la goma de semillas de albahaca. En resumen, los pH criticos en la interaccion WPI-goma

de semillas de albahaca fueron pHc=6,0, pHeo=4,5 y pHs=2,0.

1.3.4.2 Fuerzai6nica

El segundo factor determinante de la formacion y las caracteristicas de los complejos
proteinas-polisacaridos es la fuerza idnica. Sin embargo, este efecto es dificil de predecir
debido a que depende del tipo de sal y de las caracteristicas de las proteinas y los

polisacéridos.

En general, la adicion de iones monovalentes tales como Na* o Cl- podrian neutralizar grupos
con cargas negativas o positivas, respectivamente, desfavoreciendo la formacion de
complejos y promoviendo la hidratacién de cada polimero. Por ejemplo, de acuerdo con los
resultados presentados por Heckert Bastos, Piler de Carvalho y Garcia-Rojas (2018), una
concentracién de NaCl superior a 50 mM debilité la atraccion entre lactoferrina y alginato de
sodio, por lo que estos complejos proteinas-polisacaridos solo pueden ser utilizados en
matrices alimenticias con bajas concentraciones de sal. En este sentido, Gharanjig y col.
(2020) analizaron la interaccién entre gelatina (tipo A o B) y las gomas “zedo” exudada de
Amygdalus scoparia o la goma de semillas de berro. A partir de sus estudios, han

demostrado que mientras la concentracion de NaCl se incrementd de 0 a 50 mM, la diferencia
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entre el pHcy el pHo para la formacion de complejos disminuyo. Esta disminucion del rango
de pH donde pueden ocurrir interacciones electrostaticas se debe a que los iones de sal
debilitan las interacciones electrostaticas entre dichos biopolimeros. Los autores han
reportado que, a concentraciones de NaCl mayores a 60 mM, los complejos entre las

gomas y la gelatina no se formaron.

Por otro lado, la adicién de iones divalentes tales como Mg?* o Ca?" podrian mediar la
interaccion entre grupos anionicos que se repelerian en otras condiciones, favoreciendo la
formacion de complejos proteinas-polisacaridos. Guo y col. (2020) analizaron el efecto del ion
calcio (Ca?*) en la interaccion entre aislado de proteinas de arveja (PPIl) y pectina de alto
metoxilo (HMP) (Guo y col., 2020). A bajas concentraciones de calcio (< 24 mmol/L), PPl y
HMP formaron puentes de calcio, permitiendo la formacién de complejos con una estructura
compacta. Sin embargo, a una alta concentracion de calcio (> 24 mmol/L), el Ca%* en
exceso se une a la superficie de los complejos PPI-HMP y promueve su agregacién. Por otro
lado, dependiendo de los tipos de biopolimeros utilizados y las condiciones de pH, los iones
divalentes podrian mediar interacciones entre macromoléculas de la misma especie formando
complejos proteinas-proteinas o polisacaridos-polisacaridos, en lugar de los complejos mixtos

buscados.

1.3.4.3 Relacién masicay concentracion de los biopolimeros

La relacion masica proteinas:polisacaridos y la concentracion total de biopolimeros también
afectan la formacidén y las caracteristicas de los complejos electrostaticos. Segun la literatura,
se ha demostrado que la mejor relacion estequiométrica proteinas:polisacaridos depende
principalmente de la densidad de carga, conformacion y flexibilidad de los biopolimeros
(Gabery col., 2018; Jones y McClements, 2011).

Por ejemplo, Lan y col. (2019) estudiaron la interaccién entre PPl y pectina de alto y bajo
metoxilo (HMP y LMP, respectivamente), en funcién del pH (desde 2,0 hasta 7,0) y de la
relacion proteinas:polisacaridos (1:1, 2:1, 5:1, 10:1 y 20:1). En su trabajo, demostraron que
para esta combinacion proteinas-polisacaridos el tipo de interaccion establecida depende
tanto del pH como de la relacion proteinas:polisacaridos. Por ejemplo, a pH 3,5, la relacion
PPI:HMP 1:1 dio lugar a una suspension turbia con complejos solubles, la relacion 2:1 genero
una suspension turbia y presencia de precipitado, debido a la presencia de complejos
solubles e insolubles, y a partir de la relacion 5:1 en adelante se obtuvo una solucion

traslucida con precipitado, debido a la formacién de coacervados insolubles. En adicion,
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el rango de pH de coacervacién (pH a partir del cual se forman complejos insolubles) se
expandio al incrementar la relacion PPI:HMP desde 1:1 a 20:1. Por ejemplo,el rango de
formacion de coacervados se movié desde pH 2,5-3,5 para la relacion 2:1 hasta pH 2,5-6,0
para la relacion 20:1. Esto sugiere que la combinacion de una alta concentracion de proteinas
con una baja concentracion de polisacaridos promueve la formacion de coacervados.
Finalmente, el comportamiento de las mezclas PPI-LMP dio lugar a resultados diferentes a los
recientemente explicados para el PPI-HMP. Esto demuestra que la relacion éptima para

obtener complejos o coacervados depende del tipo de proteina y de polisacarido.

En otro ejemplo, Dong, Qi y Cui (2020) analizaron la interaccion entre SP| y almidon de papa,
en funcién del pH (desde 2,0 hasta 7,0), de la relacion proteinas:polisacaridos (desde 1:8
hasta 4:1) y de la concentracién total de biopolimeros (desde 0,1 % hasta 0,8 % m/v). Para
esta ultima variable, se utilizé una relacidn proteinas:polisacaridos de 1:8. Este grupo de
investigacion reportd que, al aumentar la concentracion de los biopolimeros, la turbidezde
las muestras aumenté significativamente y el pH optimo de formaciéon de complejos paso de
3,1 a 3,3. Estos resultados sugieren que se establecieron mas interacciones proteinas-

polisacaridos a medida que se aumenté la concentracién de biopolimeros.

1.3.4.4 Tratamiento térmico

La mayoria de los métodos de autoensamblaje electrostatico han sido llevados a cabo a
temperatura ambiente. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que nano o
microparticulas pueden ser formadas a través de calentamiento controlado hasta una
temperatura superior a la temperatura de desnaturalizacién térmica de las proteinas (Tm)
(Jones y McClements, 2011). En la estrategia de formacion de complejos de un paso que
describimos anteriormente (Figura 1.9), el tratamiento térmico induce la desnaturalizacion
térmica y la agregaciéon de la fraccidn proteica en complejos proteinas-polisacaridos
preformados, cuando son calentados a una temperatura superior a la Tr. Por su parte, en la
estrategia de dos pasos (Figura 1.9), el tratamiento térmico es frecuentemente utilizado para
generar la desnaturalizacion térmica y la agregaciéon de la proteina para formar el nucleo
proteico, el cual luego es recubierto con los polisacaridos mediante interaccion electrostatica.
También, el tratamiento térmico puede ser utilizado para inducir la gelificacion de una cubierta
proteica sobre un nucleo de polisacaridos, como un paso adicional a la estrategia de dos

pasos.

En un trabajo desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Cabezas y col., 2019), se
estudié el efecto del tratamiento térmico en la formacion de complejos entre WPl y SSPS,

comparando las estrategias de ensamblaje de uno y de dos pasos. Para la estrategia de un
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paso, el WPl y los SSPS fueron mezclados a pH 3,5 en relacion WPI:SSPS 4:1 y, luego, el
calentamiento fue llevado a cabo a 90°C durante 15 minutos para desnaturalizar la fraccion
proteica. Para la estrategia de ensamblaje de dos pasos, el WPI a pH 3,5 fue calentado a
90°C durante 15 minutos para generar la desnaturalizacién y la agregacion de las proteinas
(formacion del nucleo) vy, luego, los SSPS fueron afadidos al mismo pH (formacién de la
cubierta). En ambos casos, se utiliz6 como control el complejo WPI-SSPS a pH 3,5 sin
calentamiento. Los resultados obtenidos sugieren que, en ambos casos, el tratamiento
térmico induce el desplegamiento de las proteinas y la exposicién de los residuos
hidrofébicos, los cuales incrementan la hidrofobicidad superficial de las particulas obtenidas
en relacion con el control. Ademas, las diferencias en el contenido de proteina no
sedimentable, el tamafno de particula, la hidrofobicidad aromatica superficial y la resistencia
a tratamientos de urea sugieren que las interacciones establecidas entre WPl y SSPS son
diferentes, dependiendo de si el tratamiento térmico fue aplicado antes o después de la

mezcla de los biopolimeros.

Como regla general, los complejos tratados térmicamente han mostrado mayor estabilidad a
la disociacién o agregacién frente a cambios en el pH, fuerza idnica o temperatura que las
proteinas nativas, los polisacaridos sin tratamiento térmico o los complejos electrostaticos sin

tratamiento térmico (Gaber y col., 2018).

1.3.4.5 Tratamiento mecanico

Diversas investigaciones han demostrado que las caracteristicas de los complejos
electrostaticos pueden ser modificadas mediante tratamientos mecanicos, tales como la

sonicacién o la homogeneizacion.

Un proceso de sonicacion intenso podria llevar a la hidrolisis de la cadena principal de los
biopolimeros en cadenas mas pequefias, con un menor peso molecular. EI cambio en los
biopolimeros podria alterar las interacciones y las caracteristicas de los complejos obtenidos.
En el estudio de Ma y col. (2019), se aplic6 un campo ultrasénico de altaintensidad a
complejos electrostaticos de SPI y HMP citrica, aumentando los valores absolutos de
potencial ¢ e hidrofobicidad superficial de los complejos, pero disminuyendo
significativamente su tamano de particula, intensidad de fluorescencia y turbidez. Los
resultados indicaron que los efectos moderados de cavitacion resultaron en modificaciones
estructurales en ambas macromoléculas, asi como también mejoraron las interacciones
electrostaticas entre SPl y HMP citrica, las cuales en combinacion contribuyen a mejorar las
propiedades emulsificantes de los complejos. Sin embargo, los resultados también mostraron

que un exceso de irradiacion ultrasonica destruye la estructura globular del SPI, resultando
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en la formacién de grandes agregados, los cuales disminuyen las propiedades emulsificantes.

En el trabajo realizado por Hu y col. (2020), se ha estudiado la interaccion de aislado de
proteinas de papa y quitosano, bajo microfluidizacion dinamica a alta presion. El tratamiento
de microfluidizacion dio lugar a particulas con un diametro hidrodinamico menor, pero con
un potencial { y una hidrofobicidad superficial similares a los de las particulas proteicas sin

tratamiento mecanico.

Por ultimo, Jin y col. (2020) analizaron los efectos de la homogeneizacién a alta presion y
de los tratamientos con microondas de complejos formados por hidrolizados de proteina de
soja y B-glucano, con carga de acido ferulico. Este equipo reportdé que ambos tratamientos
redujeron significativamente el tamafio de particula y la intensidad de fluorescencia de los
complejos y mejoraron la estabilidad térmica y la actividad antioxidante, pero no afectaron el
potencial { y la estructura cristalina del acido ferulico. En comparacion, el tratamiento de
homogeneizacion a alta presidn modifico la conformacion de las proteinas de soja,
incrementando el contenido de lamina B y disminuyendo la estructura desordenada, mientras
que el tratamiento con microondas indujo el aumento del contenido de bucles aleatorios y la

disminucién en el contenido de a-hélice.

1.3.5 Potenciales aplicaciones de complejos proteinas-polisacaridos en

sistemas alimentarios

Los alimentos industrializados existen, comuUnmente, en estados coloidales como
dispersiones, emulsiones, geles o sus variantes combinadas. La incorporacién de complejos
electrostaticos en matrices alimenticias puede permitir la construccion de sistemas
econdémicamente viables con nuevas funcionalidades y con alta biocompatibilidad y
biodegradabilidad. En este apartado se presenta un resumen de las aplicaciones potenciales
en la industria alimentaria de complejos proteinas-polisacaridos obtenidos por ensamblaje

electrostatico.

1.3.5.1 Encapsulacién de compuestos bioactivos en complejos de proteinas y

polisacaridos

En la ciencia alimenticia, los compuestos bioactivos son ingredientes que pueden brindar
efectos benéficos en la salud a través de la modulacién de las actividades fisiolégicas o
celulares (Wei y Huang, 2019). Entre los ingredientes bioactivos usualmente utilizados se
encuentran los polifenoles, aceites esenciales, carotenoides, vitaminas, minerales,
fitosteroles, péptidos bioactivos, acidos grasos esenciales, prebioticos y probiodticos. Estos

compuestos bioactivos, aun en una pequefa cantidad, pueden exhibir efectos benéficos tales
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como anticancerigenos, neuroprotectores, antiinflamatorios, antioxidantes o analgésicos. Sin
embargo, los compuestos bioactivos varian en su estructura quimica, incluyendo diferentes
pesos moleculares, grupos funcionales, cargas y polaridades, lo cual lleva a variaciones en
sus propiedades fisicoquimicas tales como solubilidad, coeficiente de particion, estado fisico
y estabilidad quimica (McClements, 2020). Estas caracteristicasdiferenciales implican un
nuevo desafio para la encapsulacién y delivery de cada tipo de compuesto bioactivo, por lo
que el disefo de sistemas de encapsulacion adecuados es esencial para superar estas

limitaciones.

Los objetivos de la encapsulacién pueden ser (l) incrementar la solubilidad del compuesto
bioactivo en un medio especifico, (Il) incrementar la estabilidad del compuesto bioactivo en
ciertas condiciones como puede ser durante la produccién, procesamiento y/o
almacenamiento del alimento, (Ill) incrementar la biodisponibilidad del compuesto bioactivo
en el tracto gastrointestinal, y/o (IV) reducir sabores indeseables o astringencia proveniente

de algunos compuestos bioactivos (Assadpour y Mahdi Jafari, 2018; Dias y col., 2017).

Los complejos proteinas-polisacaridos podrian ser utilizados para encapsular una gran
variedad de compuestos bioactivos, incluyendo tanto aquellos con caracteristicas hidrofébicas
como aquellos con caracteristicas hidrofilicas. Se ha reportado que la encapsulacién en
complejos proteinas-polisacaridos es una alternativa adecuada para incrementar la
solubilidad y la biodisponibilidad de compuestos bioactivos (Katouzian y Jafari, 2016), y para
proteger a los compuestos inestables contra las condiciones desfavorables que se generan
durante el procesamiento, almacenamiento y transporte del alimento, incrementando su

calidad y estabilidad y mejorando su bioactividad (Assadpour y Mahdi Jafari, 2018).

Para la encapsulacion, el ingrediente bioactivo se asocia con algunos de los biopolimeros o
con los complejos proteinas-polisacaridos, induciendo que quede atrapado dentro de las
particulas biopoliméricas resultantes. Las fuerzas que intervienen en la asociacion pueden
ser uniones covalentes o interacciones atractivas, incluyendo atraccidon electrostatica,
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas, las cuales dependeran de la naturaleza

de las moléculas involucradas.

Una amplia variedad de mecanismos puede ser empleada para la encapsulacion de
compuestos bioactivos en complejos electrostaticos proteinas-polisacaridos, dependiendo del
compuesto bioactivo, las proteinas y los polisacaridos que forman el complejo, y del alimento
donde seran utilizados, entre otros aspectos. En la Figura 1.10 se esquematizan las

estrategias mas utilizadas.
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Ensamblaje electrostatico en un paso
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Figura 1.10 - Esquema de los métodos de encapsulacion de compuestos bioactivos en

complejos de proteinas-polisacaridos. Fuente: elaboracion propia.

El método mas simple implica la mezcla de los compuestos bioactivos con la suspension de
proteinas y polisacaridos antes o después de modificar el pH o las condiciones del medio para
inducir la formacién de complejos electrostaticos. Dependiendo de la naturaleza del bioactivo,
los mecanismos de encapsulacion podrian ser dirigidos por interacciones electrostaticas o
hidrofébicas o, bien, una combinacién de ambas. En algunos métodos, se lleva a cabo un
paso final de calentamiento, para obtener un sistema mas estable a travésde la coagulacion
térmica de la fraccion proteica. Por ejemplo, Huang y col. (2020) desarrollaron complejos de
lisozima-k-carragenina para la encapsulaciéon de curcumina con una alta eficiencia de
encapsulacion, alcanzando el 96,2 %. En comparaciéon con el bioactivo no encapsulado, la
curcumina en complejos proteinas-polisacaridos presento una elevada actividad antioxidante
e incrementd la estabilidad térmica, la estabilidad durante el almacenamiento y la

fotoestabilidad.
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Otra estrategia, utilizada en el método de ensamblaje electrostatico de dos pasos, es la
encapsulacion fisica a través de la desolvatacién de una mezcla de uno de los biopolimeros
con el compuesto bioactivo, para obtener el nucleo de la particula. Luego, este nucleo es
cubierto por el otro biopolimero mediante ensamblaje electrostético. Adicionalmente, se
pueden realizar tratamientos térmicos intermedios o al finalizar el proceso para modificar las
caracteristicas de las particulas. Por ejemplo, Cheny col. (2020) demostraron que complejos
nucleo-cubierta de zeina-quitosano fueron adecuados para la encapsulacion, proteccion y
delivery de quercetagetina en nanocomplejos cargados positivamente (+42,5 mV) y de un
tamano relativamente pequefio (309 nm), alcanzando un 94,9% de eficiencia de
encapsulacion y retrasando la degradacién del bioactivo cuando fueron expuestos alaluzy

a altas temperaturas.

Los complejos proteinas-polisacaridos, con o sin compuestos bioactivos, son usualmente
caracterizados por parametros tales como tamano de particula, carga superficial y estructura
de particula. Otros parametros utilizados para caracterizarlos son la capacidad decarga de
bioactivo (cantidad de bioactivo unido por masa de particula utilizada), la eficiencia de
encapsulacién de bioactivo (cantidad de bioactivo unido con respecto a la cantidad total de
bioactivo expuesta a las particulas) y la estabilidad del bioactivo (cantidad de bioactivo que
permanece intacto en funcién al tiempo, la temperatura, el pH, la fuerza ionica, la luz, entre
otros parametros) (Kasaai, 2018; Verma y col., 2018). Estos parametros difieren de acuerdo

al complejo proteinas-polisacaridos y al método de encapsulacion.

1.3.5.2 Delivery de compuestos bioactivos a partir de complejos de proteinas y

polisacaridos

Los complejos proteinas-polisacéaridos podrian ser disefiados para el delivery de compuestos
bioactivos hacia sitios de accion especificos en el tracto gastrointestinal, es decir, boca,
estdmago, intestino delgado o intestino grueso (Gentile, 2020; Jones y McClements, 2011).
Este proposito puede ser logrado utilizando proteinas o polisacaridos con diferentes
susceptibilidades a la degradacion quimica o enzimatica en el tracto gastrointestinal humano.
En términos generales, mientras las proteinas son degradadas por proteasas dentro del
estdbmago y del intestino delgado, algunos polisacaridos solo sondegradados dentro del
intestino grueso por bacterias de la microbiota intestinal (Jones y McClements, 2011). Estas
susceptibilidades diferenciadas permitirian la liberacion progresiva y controlada de los

compuestos bioactivos encapsulados en los complejos proteinas-polisacaridos.

Ademas, la liberacién en el sitio especifico puede ser lograda disefiando particulas de
complejos proteinas-polisacaridos con tamafos y carga neta especificos, alterando la
velocidad a la cual estas son digeridas en el tracto gastrointestinal. Por ejemplo, en el

trabajo de Cheny col. (2020), los autores han demostrado que los complejos nucleo-cubierta
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de zeina-quitosano fueron capaces de modular efectivamente el perfil de liberacién de la
quercetagetina bajo condiciones gastrointestinales. De hecho, durante el estadio gastrico, la
quercetagetina no encapsulada fue rapidamente solubilizada alcanzando el 68,7% de
liberacién acumulada; mientras que durante la etapa en el intestino delgado, la liberacion de
la quercetagetina alcanzé un 86,6 % de liberacion acumulada. Comparado con la
quercetagetina no encapsulada, los complejos retrasaron la liberacion de la quercetagetina
durante el estadio gastrico, alcanzando solo el 30 % de liberacion acumulada y mejorando
su biodisponibilidad en el intestino delgado. Los autores estipulan que este efecto podria ser
debido a que los complejos zeina-quitosano se agregaron y fusionaron en condiciones
gastricas, evitando la liberacion de la quercetagetina; mientras que estos agregados se
volvieron mas pequefos en las condiciones intestinales, permitiendo la liberaciéon del
compuesto bioactivo. Generalmente, las particulas mas pequenas se digieren mas

rapidamente que las mas grandes.

Los complejos proteinas-polisacaridos también pueden inducir la liberacién del bioactivo ante
un estimulo (Gaber y col., 2018). Por ejemplo, Hanna y col. (2020), utilizaron complejos
caseinato de sodio-quitosano para el delivery de niacina (vitamina B3) en el intestino delgado.
Especificamente, a pH 7,4 (simulando el pH intestinal), la hinchazén de los complejos genero

un mayor nivel de liberacion de niacina que a pH 2,1 (simulando el pH gastrico).

1.3.5.3 Otras aplicaciones de los complejos proteinas-polisacaridos

Los complejos proteinas-polisacaridos también se han implementado en sistemas
alimenticios con objetivos distintos a la encapsulacién y delivery de compuestos bioactivos.

Entre los muchos ejemplos, nos gustaria destacar:

e Los complejos proteinas-polisacaridos, en forma de nano o microparticulas solidas,
podrian actuar estabilizando emulsiones y espumas a través de la estrategia de
estabilizacion Pickering (Semenova, 2017). La principal ventaja de dicha
estabilizacion es la formacion de una barrera estérica muy efectiva en la interfase,
mediada por la absorcion de las particulas. Usualmente, la estabilizacion Pickering de
emulsiones y espumas aumenta su longevidad, inhibiendo la coalescencia del
sistema. Al mismo tiempo, la principal desventaja de dicha estabilizacién es el rapido
cremado que experimentan las gotas de gran tamafo. Sin embargo, esta desventaja
puede ser superada utilizando particulas que produzcan una barrera estérica

interconectada alrededor de las gotas o las burbujas, o bien, utilizando NPs para
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generar una dispersidn mas fina de las gotas o burbujas.

Los complejos proteinas-polisacaridos, usualmente, tienen un indice de refracciéon
relativamente alto (n=1,5), en comparacién con el del agua (n=1,33). Ademas, pueden
poseer diametros que estan en el mismo orden que la longitud de onda de la luz (d=A).
En consecuencia, los complejos tienden a dispersar la luz fuertemente y, por ende,
generar sistemas turbios u opacos (Jones y McClements, 2011). Por ello, los
complejos pueden ser utilizados para incrementar la opacidad de los productos

alimenticios comerciales.

Los complejos proteinas-polisacaridos podrian incrementar la viscosidad del sistema
cuando son incorporados en matrices alimentarias acuosas. El incremento en la
viscosidad sera relativamente pequeio a bajas concentraciones, pero aumentara
abruptamente a elevadas concentraciones cuando las particulas estén lo
suficientemente cerca para compactarse (Jones y McClements, 2011). De todos
modos, a concentraciones de particula altas, el sistema puede ganar caracteristicas
semejantes a las de un sdlido. En consecuencia, los complejos de biopolimeros
pueden ser incorporados dentro de productos alimenticios para modificar sus

caracteristicas reoldgicas.

Algunos complejos proteinas-polisacaridos tienen dimensiones y caracteristicas
similares a las gotas lipidicas encontradas en la leche, la crema de leche, las bebidas
nutricionales y otras matrices alimentarias. Por lo tanto, los complejos proteinas-
polisacaridos podrian ser utilizados para imitar algunas de las caracteristicas
deseables de gotas lipidicas, tales como apariencia visual, palatabilidad o textura

(Jones y McClements, 2011; Semenova, 2017).

1.3.6 Antecedentes en la obtencion de complejos WPI-SSPS

La investigacion actual ha avanzado abruptamente en la obtencion y caracterizacion de
sistemas de proteinas y polisacaridos, tanto para analizar la formacién de complejos como
para obtener particulas con distintas funcionalidades. Dentro de esta diversidad, la obtencion
y caracterizacion de complejos con WPI es una de la mas atractiva debido a su aporte

nutricional, propiedades funcionales y su relativo bajo costo (Du y col., 2022).

Por otro lado, los SSPS se postulan como candidatos prometedores para formar complejos
con WPI, debido a su elevada solubilidad en agua, baja viscosidad, elevada estabilidad a la
temperatura y sus usos como fibra dietaria soluble y como ingrediente funcional (Maeda y

Nakamura, 2009; Xu y Liu, 2016). Sin embargo, la obtencion y caracterizacién de complejos
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de WPI-SSPS no han sido analizada en profundidad y, por lo tanto, aun no han sido

implementados en la industria de los alimentos.

Hasta donde se sabe, Unicamente dos estudios previos analizaron la interaccién entre WPI
y SSPS (Cabezas y col., 2019 ; Zamani y col., 2020).

Como mencionamos anteriormente, estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio
analizaron el efecto de un tratamiento térmico sobre la formacion de complejos a pH 3,5 y
en una relacion 4:1 de WPI:SSPS, comparando los métodos de un paso y dos pasos de
ensamblaje para aplicaciones en emulsiones sometidas a procesos de congelado y
descongelado (Cabezas y col., 2019). Por otro lado, estudios realizados por Zamani y col.
(2020) emplearon complejos de WPI-SSPS obtenidos a pH 7,0 o 3,5 con o sin tratamiento

térmico para la estabilizacién de WPI en bebidas.

En ninguno de estos estudios previos se realizé un analisis profundo de los efectos del pH,
la relacion masica WPI:SSPS y el tratamiento térmico sobre las caracteristicas de los
complejos, asi como tampoco se evaluo su utilidad para la encapsulacion de compuestos

bioactivos.

1.4 Curcumina (CUR)

La curcumina (CUR) es un polifenol de bajo peso molecular (368,37 g/mol) que se encuentra
en los rizomas de la planta Curcuma longa. La CUR pertenece al grupo de los
diarilheptanoides. Presenta dos anillos aromaticos unidos a dos grupos metoxilo y a dos
grupos hidroxilo; los anillos fendlicos estan unidos por una cadena alifatica insaturada de
carbonos, con dos grupos carbonilos ubicados en el C-3 y C-5, tal como se muestra en la
Figura 1.11 (Rafiee y col., 2019).

OCHa H3CO

Figura 1.11 - Estructura quimica de la curcumina (CUR).

Actualmente, la CUR se utiliza como aditivo alimentario en calidad de colorante y/o agente de
sabor. Sin embargo, este compuesto bioactivo presenta caracteristicas que lo hacen un buen
candidato para la prevencion y/o el tratamiento de diferentes enfermedades, incluyendo

cancer, desordenes pulmonares y renales, enfermedades del sistema nervioso, metabdlicas,
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cardiovasculares e inflamatorias. Segun investigaciones realizadas en las ultimas décadas,
la CUR presenta actividad antiinflamatoria, antioxidante, cicatrizante y antimicrobiana, por lo

que es de gran interés su incorporacion en alimentos (Rafiee y col., 2019).

Sin embargo, existen limitaciones en su uso en alimentos debido a su baja solubilidad en
medios acuosos, su inadecuada dispersabilidad, su inestabilidad frente al calor, alaluzy a
condiciones alcalinas y pro-oxidantes y su susceptibilidad a la degradacion dentro del tracto
gastrointestinal (o que implica una disminucién de su biodisponibilidad oral). Asimismo, el uso
de CUR libre en elevadas concentraciones puede afectar a los atributos sensoriales del

alimento, incrementando el sabor amargo y la sensacion de astringencia (Rafiee y col., 2019).

Con el fin de superar estas barreras, se han desarrollado numerosas estrategias y técnicas
de encapsulacién en sistemas dispersos, entre los que se incluyen emulsiones,
nanoemulsiones, encapsulacion en microparticulas o en NPs. El uso de NPs como sistema
de encapsulacion y delivery de CUR es una tecnologia innovadora que permite aumentar la
solubilidad de la CUR en la matriz alimentaria, aumentar la estabilidad termodinamica o frente
a los procesos térmicos, aumentar la biodisponibilidad tras la administracién oral y mejorar
los atributos sensoriales. Asimismo, las NPs podrian mejorar la eficiencia terapéutica de la
CUR y otorgarian la capacidad de controlar el sitio especifico en donde la misma se libera de
manera sostenida (Yiy col., 2021; Rafiee y col., 2019). Hasta el momento, diversos tipos de
NPs se han estudiado como sistemas de encapsulacion de CUR, entre ellos: exosomas,
liposomas, dendrimeros, nanoparticulas de proteinas, de polisacaridos o de la combinacion

de ambos biopolimeros.

Gomez-Estaca y col. (2012) han estudiado la formacién de NPs de zeina por atomizacion
electrohidrodinamica, con el objetivo de encapsular CUR. Como resultado, obtuvieron
nanoestructuras compactas a partir de soluciones de zeina al 2,5 % y 5,0 %, capaces de
encapsular CUR. En dicho trabajo, la morfologia de las particulas en estudio no sufrié
modificaciones luego de incorporar CUR en proporciones CUR:zeina desde 1:500 hasta 1:10.
Por su parte, la eficiencia de encapsulacién fue cercana a 85-90 %. Ademas, luego de 3
meses de almacenamiento a 23 °C y 43 % de humedad relativa en oscuridad, no hubo
cambios significativos en el tamafio ni en la morfologia de las NPs. A partir de este trabajo,
gracias a la encapsulacion, la CUR se pudo dispersar en una matriz acuosa como lo es la

leche semidesnatada (Gomez-Estaca y col., 2012).

En cuanto a los complejos proteinas-polisacaridos, se ha demostrado que presentan ventajas
sobre las NPs basadas solo en proteinas, debido a que la presencia de polisacaridos evita la
posible agregacion y precipitacion de las mismas en el alimento, asi como también retrasa la
liberacion y digestion en el tracto gastrointestinal. Ademas, los complejos proteinas-

polisacaridos presentan una elevada solubilidad y estabilidad en matrices alimentarias,
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capacidad de modificar sus propiedades en funcion del pH y de incrementar el tiempo de
residencia a nivel intestinal, lo que en conjunto permitiria la encapsulacion, proteccion y

liberacién eficiente del compuesto bioactivo (Wei y col., 2019).

Por todo lo mencionado anteriormente, se plantea estudiar a las NPs de WPI-SSPS como
sistema de encapsulacién de CUR, de forma tal de lograr una mayor estabilidad y

biodisponibilidad de dicho compuesto bioactivo.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es desarrollar nanoparticulas autoensambladas de
proteinas aisladas del lactosuero (WPI) y polisacaridos solubles de soja (SSPS), capaces

de encapsular y estabilizar compuestos bioactivos hidrofébicos, como la curcumina (CUR).
Para cumplir dicho objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizar las condiciones de pH y relacion proteinas:polisacaridos para asegurar la

interaccion de WPl y SSPS y la obtencion de nanoparticulas autoensambladas.

2. Determinar los efectos del pH, la relacién masica WPI:SSPS y el tratamiento térmico en

las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas.

3. Evaluar la eficiencia de las nanoparticulas autoensambladas para encapsular y estabilizar
la CUR.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

El aislado de proteinas del lactosuero (WPI, Lacprodan® DI-9224) fue donado por Arla
(Martinez, Buenos Aires, Argentina). Segun el proveedor, la composicion del WPI es de
86,5 % m/m de proteina, 0,1 % m/m de lactosa, 0,1 % m/m de grasas totales y 1,25 % m/m
de sal. Los polisacaridos solubles de soja (SSPS, Soyafibe-S-CA100) fueron donados por Fuji
Oil Co. Ltd (Osaka, Japén). Segun el proveedor, la composicion del SSPS es de 7,8 % m/m
de proteina cruda (Nx6,25), 75,1 % m/m de fibra dietaria total, 5,8 % m/m de humedady 7,8
% m/m de cenizas. La curcumina (CUR, CAS 458-37-7) fue comprada a Santa Cruz
Biotechnology (Texas, USA), segun el proveedor la misma posee una pureza mayor al 97%.
La sonda N,N-dimetil-6-propionil-2-naftilamina (PRODAN) fue comprada en Santa Cruz
Biotechnology (Texas, USA). Para preparar las soluciones y suspensiones se utilizé agua
bidestilada. Los otros reactivos fueron de grado analitico y comprados a distribuidores locales

(Buenos Aires, Argentina).

3.2 Optimizacion de las condiciones de pH y relacion
proteinas:polisacaridos para asegurar la interaccion de WPl y SSPS y
obtener NPs

3.2.1 Dispersiones de WPly SSPS

Las dispersiones de WPl y SSPS al 4,0 % m/m fueron preparadas mezclando los polvos
comerciales con agua bidestilada con agitacién constante a 200 rpm durante 2 horas a
temperatura ambiente (25 = 2 °C). A dichas dispersiones se les afadié azida sédica hasta
llegar a una concentracion final del 0,02 % m/m, con la finalidad de prevenir el crecimiento
microbiano. Ambas dispersiones fueron almacenadas a temperatura ambiente y protegidas

de la luz hasta su uso.

3.2.2 Preparacion de las mezclas WPI-SSPS

Para optimizar las condiciones de interaccion de WPl y SSPS, se combinaron dichos
biopolimeros en distintas relaciones masicas WPI:SSPS (1:1, 1:0,5, 1:0,25, 1:0,17, 1:0,125,
y 1:0,1) y distintas condiciones de pH (7,0 a 2,0 cada 0,5 unidades de pH), manteniendo fija

la concentracion de WPI al 1,0 % m/m y variando la concentracion de SSPS desde 1,0 a 0,1
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m/m. Como control se utilizaron WPI'y SPPS libres al 1,0 % m/m (relaciones 1:0y 0:1).

Especificamente, se mezclaron las cantidades adecuadas de los stock de WPI (4,0 % m/m),
de SSPS (4,0 % m/m) y agua bidestilada para obtener las distintas relaciones de WPI:SSPS.
Las dispersiones combinadas se mezclaron con agitador magnético durante 1 hora a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). Luego, para obtener las distintas condiciones de pH, se
adicion6é HCI 1 M gota a gota. El pH se determind con un pHmetro C861 Consort con electrodo
Sartorius PY-P10-25 calibrado cada dia previo a su uso. A modo de ejemplo, para la
preparacion de una mezcla 1:0,25 WPI-SSPS a pH 3,0, se mezclaron 25,00 g de WPI 4,0 %
m/m, 6,25 g de SSPS 4,0 % m/m y 50,00 g de agua bidestilada. Luego, se le ajusto el pH
hasta 3,0 anadiendo gotas de HCI 1 M. Finalmente, se anadié la cantidad necesaria de

agua bidestilada para obtener 100,00 g finales de mezcla.

Todas las mezclas obtenidas fueron caracterizadas por turbidimetria, diagrama de fases y

potencial { como se describe a continuacion.

3.2.3 Caracterizacion de las mezclas WPI-SSPS

3.2.3.1 Potencial ¢
3.2.3.1.1 Fundamentos tedricos

El potencial { es una medida de la carga superficial de las particulas que, en este trabajo,
fue determinada utilizado el equipo Nano Zetasizer ZEN 5600 (Malvern Instrument, UK). La
presencia de una carga neta en la superficie de la particula afecta la distribucion de los
iones en la regidn interfacial que la rodea, resultando en una concentracion creciente de iones
de carga opuesta a la particula, cerca de su superficie. La capa liquida que rodea la zona
interfacial se divide en dos: una regién interna, en donde los iones se encuentran fuertemente
unidos entre si, y una externa y difusa, donde la unién entre iones es de menor intensidad. De
este modo, se halla una doble capa eléctrica alrededor de cada particula. Dentro de esta
ultima capa, existe un limite teérico dentro del cual los iones y las particulas forman una
entidad estable. Cuando una particula se encuentra en movimiento, los iones en su
proximidad se mueven con ella. Sin embargo, los iones mas alla del limite tedrico no lo hacen.
Este limite se denomina superficie de corte hidrodinamico y, el potencial que existe en este

se denomina potencial ¢ (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Definicion grafica del potencial {. Fuente: adaptada del manual de usuario del equipo

Zetasizer.

El potencial ¢ puede ser determinado por la medicion de la movilidad electroforética, con la

consiguiente aplicacion de la ecuacién de Henry. La movilidad electroforética es obtenida a

través de la realizacion de una electroforesis a la muestra y la medicion de la velocidad de las

particulas, utilizando Laser Doppler Velocimetry (LDV). En la Figura 3.2 se pueden observar

los componentes del sistema de medicidn del potencial .

=g,

Figura 3.2 - Componentes del sistema de medicion del potencial g. 1. Laser. 2. Celda. 3.

Detector. 4. Procesador digital de sefial. 5. Computadora. 6. Atenuador. 7. Opticas de

compensacion. Fuente: manual de usuario del equipo Zetasizer.

La electroforesis consiste en el movimiento de una particula cargada en un liquido bajo la

influencia de un campo eléctrico. Cuando un campo eléctrico es aplicado a través de un

electrolito, las particulas cargadas suspendidas en el electrolito son atraidas hacia el electrodo
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de carga opuesta. Las fuerzas viscosas actian en oposicion a este movimiento, por lo que, al
llegar al equilibrio entre estas fuerzas, las particulas se mueven a velocidad constante,

denominada movilidad electroforética.

En la Figura 3.3 se puede observar la celda utilizada para medir la movilidad electroforética.
Las particulas de la muestra se mueven en direccion al electrodo con carga opuesta y su
velocidad se mide mediante la técnica de LDV. Esta técnica consiste en medir la fluctuacién
en la intensidad de la sefal de la luz dispersada, la cual es proporcional a la velocidad de
las particulas. En la Figura 3.4 se muestra la incidencia del laser en la muestra y la luz
dispersada por las particulas.
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, @ *© o ©
Capilar 0
(O

Figura 3.3- Celda para medir la movilidad electroforética. Fuente: adaptada del manual de

usuario del equipo Zetasizer.
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Figura 3.4 - Incidencia del laser y deteccion de la luz dispersada. Fuente: adaptada del manual

de usuario del equipo Zetasizer.

La velocidad de las particulas depende de la fuerza del campo eléctrico, de la constante
dieléctrica y viscosidad del medio y del potencial {. Conociendo la movilidad electroforética

se puede obtener el potencial { aplicando la ecuacién de Henry (Ecuacion 3.1).
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_ 224 f(ka)
E= 31

Ecuacion 3.1. Ecuacién de Henry, donde g es Potencial {, Ures movilidad electroforética, € es

la constante dieléctrica, n es la viscosidad y f(ka) es lafuncion de Henry.
3.2.3.1.2 Condiciones experimentales

Para llevar a cabo la medicion del potencial ¢ en nuestras muestras, se realizaron diluciones
1:3 v/v de cada mezcla con agua bidestilada previamente ajustada a cada pH con HCI 1,0
M. Luego, se determiné la carga superficial utilizando el equipo Nano Zetasizer ZEN 5600
(Malvern Instrument, UK). Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente (25 %
2 °C), utilizando un indice de refraccién de 1,54 para los biopolimeros (WPI, SSPS y

mezclas de WPI-SSPS) y de 1,33 para el dispersante (agua).

3.2.3.2 Turbidimetria

A cada mezcla se le midié la absorbancia a 600 nm utilizando el espectrofotometro Biochrom
Libra S4 (Biochrom Instruments; UK). Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente
(252 °C).

A partir de los resultados de absorbancia en funcion del pH, se calcularon los pH criticos de
las mezclas: (1) pHc, el pH en donde se comienzan a formar los complejos intermoleculares
solubles fue determinado como un ligero incremento en la turbidez respecto de la linea de
base; (2) pHe, el pH en donde comienza la formacion de complejos intermoleculares
insolubles fue determinado extendiendo la recta tangente en ambos lados del punto de
inflexion en el pH mayor al pH 6ptimo; (3) pHopt, €l pH donde se da la maxima formacién de
complejos fue determinado en el punto de maxima absorbancia; (4) pHq, el pH en donde se
comienzan a desensamblar los complejos fue determinado extendiendo la recta tangente en
ambos lados del punto de inflexion en el pH menor al pH 6ptimo (Zhong y col., 2021). En la
Figura 3.5, se ejemplifican los puntos de pH criticos para una curva de absorbancia en funcion
del pH.
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Figura 3.5 - Diagrama de calculo de los pH criticos.

3.2.3.3 Diagrama de fases

Una porcién de cada mezcla fue colocada en tubos transparentes de los cuales se tomaron
fotografias en los dias 0, 1, 7 y 14 luego de la preparacién. Las muestras fueron almacenadas
a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) y al resguardo de la luz. A partir de estas fotografias, se

catalogé el estado de dispersion de cada mezcla segun la Figura 3.6.

A

Figura 3.6 - Clasificacion del estado de dispersion de las mezclas para la construccion de los
diagramas de fase. Donde: A Suspensién traslicida; o Suspension turbia (se ve a través del
tubo); o Suspensién muy turbia (no se ve a través del tubo); A Precipitado y suspensién
trasltcida; e Precipitado y suspensién turbia; m Clarificacion (sin precipitado, clarificacion de

la parte superior del tubo).
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3.3 Determinacion de los efectos del pH, la relacion masica WPI:SSPS y

el tratamiento térmico en las caracteristicas de las NPs obtenidas

3.3.1 Preparacion de las NPs WPI-SSPS

En funcién de los resultados obtenidos previamente, se seleccionaron 3 condiciones de pH
(3,0, 3,5y 4,0) y 3 relaciones WPI:SSPS (1:0,5, 1:0,25 y 1:0,17) en donde se obtuvieron
complejos electrostaticos solubles, para analizar en profundidad el efecto de estos
parametros en las caracteristicas de las NPs. Asimismo, se estudi6 el efecto de la aplicacion
de un tratamiento térmico (90 °C, 20 min). Las condiciones del tratamiento térmico fueron
seleccionadas en base a resultados previos obtenidos por calorimetria diferencial de barrido
(Cabezas y col.,, 2019), donde se observdo que a 90 °C el WPI esta completamente

desnaturalizado.

Las NPs de WPI-SSPS fueron preparadas como se describio en la seccion 3.2.2, mezclando
la proporcién apropiada de las dispersiones stock de cada biopolimero y ajustando el pH hasta
el valor deseado. Ademas, para estudiar el efecto del tratamiento térmico, se tomaron
porciones de 35,0 g de cada muestra y se calentaron en un bafo térmico a 90 £ 1 °C por 20
minutos. Luego, las muestras se enfriaron hasta alcanzar temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Finalmente, la masa de agua perdida durante el calentamiento fue restituida adicionando agua
bidestilada. Dispersiones de WPl y SSPS al 1,0 % m/m sin y con tratamiento térmico fueron

utilizadas como muestras control.

3.3.2 Caracterizacion de las NPs WPI-SSPS

3.3.2.1 Distribuciéon de tamafio de particula
3.3.2.1.1 Fundamentos tedricos

Para medir la distribucién de tamano de particula (DTP) se utilizé el equipo Nano Zetasizer
ZEN 5600 (Malvern Instrument, UK). Este equipo determina la DTP basandose en el método
denominado Dynamic Light Scattering (DLS). Este método mide el movimiento Browniano de
las particulas y lo relaciona con el tamafio de las mismas. El movimiento Browniano se debe
a las colisiones de las particulas entre ellas y con las moléculas del liquido que las rodea. Las
particulas mas pequenas se mueven rapidamente, mientras que las particulas mas grandes
lo hacen lentamente. La relacion entre el tamano de particula y su velocidad debido al

movimiento Browniano se define mediante la ecuacion Stokes-Einstein (Ecuacion 3.2).
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kT

D =
6mnr

Ecuacion 3.2 - Ley de Stokes-Einstein. Donde D es el coeficiente de difusion, kgzla constante
de Boltzmann, T la temperatura absoluta, n la viscosidad dinamicay r el radio esférico de la

particula.

Para medir su tamafo, las particulas son iluminadas con un laser (Figura 3.7) y se analiza la
intensidad de la luz dispersada utilizando un detector (Figura 3.8). Cuando las particulas
son iluminadas por el laser, dispersan la luz en todas las direcciones. Esta luz llega a un
detector, formando un patrén con areas brillantes y oscuras causadas por las fases
constructivas y destructivas de la luz dispersada. El equipo determina la relacion de la
intensidad de fluctuacion de la luz dispersada y la utiliza para calcular el tamafio de particula.
En el caso de las particulas grandes que se mueven lentamente, la fluctuacion de la intensidad
del patron sera lenta. Por otro lado, como las particulas mas pequefias se mueven

rapidamente, la intensidad del patrén va a fluctuar rapidamente.

Figura 3.7 - Componentes del sistema Dynamic Light Scattering (DLS). 1. Laser. 2. Celda. 3.
Detector. 4. Atenuador. 5. Correlacionador. 6. Computadora. Fuente: manual de usuario del

equipo Zetasizer.

Laser

N NN
. N N NN

La mayoria de la luz
pasa sin dispersion

Intensidad

Detector 1 promedio

Figura 3.8 - Incidencia de laluz dispersada por las particulas en el detector. Fuente: adaptada

del manual de usuario del equipo Zetasizer.
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Ademas de la DTP, el software permite calcular el valor “tamafio promedio”, que es el diametro
hidrodinamico medio ponderado por la intensidad del conjunto de particulas medido para cada
muestra. El mismo deriva de una analisis cumulante de la curva de correlacion medida, en el
que se supone un tamafo de particula unico y se aplica un ajuste exponencial unico a la
funcion de autocorrelacion. El tamafio promedio es un valor adecuado para caracterizar
muestras que presentan una unica poblacién en su DTP y puede ser un valor inadecuado

para representar poblaciones multimodales (con mas de una poblacion en su DTP).
3.3.2.1.2 Condiciones experimentales

De cada muestra se realizé una dilucién 1:3 v/v en agua bidestilada previamente ajustada al
pH adecuado. A partir de estas diluciones, se determino la distribucién de tamano departicula
utilizando el equipo Nano Zetasizer ZEN 5600 (Malvern Instrument, UK) a 25 £ 2 °C. El
laser empleado es de He-Ne y emite a 633 nm. El indice de refraccion utilizado para las
medidas de las muestras (WPI, SSPS o NPs WPI-SSPS) fue 1,54, mientras que el del medio
dispersante (agua) fue 1,33. La determinacion de tamafo se realizé en el dia 0, en el dia 28 y
en el dia 56 de almacenamiento. Durante este periodo, las muestras fueron almacenadas a

temperatura ambiente (25 + 2 °C) y protegidas de la luz.

3.3.2.2 Potencial

El potencial ¢ de los controles y las NPs WPI-SSPS fue determinado como se indicé en la

seccion 3.2.3.1. Esta medicion se realizé unicamente en el dia de preparacion de lasmuestras.

3.3.2.3 Hidrofobicidad aromatica superficial
3.3.2.3.1 Fundamentos tedricos

En la mayoria de los trabajos publicados, para la determinacion de la hidrofobicidad aromatica
superficial en proteinas o particulas proteicas, se utiliza la sonda 1- anilinonaftaleno-8-
sulfonato (ANS); ésta es capaz de modificar su intensidad de emision de fluorescencia
dependiendo si se encuentra o no unida a parches hidrofébicos en la superficie de dichas
proteinas o particulas proteicas. Sin embargo, ANS es una molécula ionizable que puede
presentar carga negativa a pH acido cuando su grupo sulfonato se encuentra
desprotonado. La presencia de carga negativa en la molécula sonda interfierecon los
ensayos de hidrofobicidad que se realizan a distintos pH, dado que puede existir interaccion

idnica entre la sonda y las proteinas cargadas positivamente, ademas de las posibles
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interacciones hidrofébicas. Por ello, en este trabajo, se utilizé la sonda N,N-dimetil- 6-
propionil-2-naftilamina (PRODAN).

PRODAN (Figura 3.9) es una molécula no ionizable muy sensible a la polaridad del medio
en el que se encuentra. La ausencia de carga en la molécula elimina la posibilidad de que
haya interaccion electrostatica con la fraccion proteica cargada positivamente de los NPs,
haciendo que la medida sea dependiente solo de la hidrofobicidad de la NPs e independiente
de la carga neta de la misma y del valor de pH del medio. La sensibilidad a la polaridad del
medio en el que se encuentra se puede determinar a partir de su espectro de emision de
fluorescencia, dado que presenta intensidad de fluorescencia diferencial segun se encuentre
en suspension o unida a parches hidrofébicos en la superficie de las proteinas. Es decir que,
a través de la determinacion de los cambios en la intensidad de fluorescencia, se puede
comparar la hidrofobicidad en diversas muestras. A diferencia del ANS y debido a su

insolubilidad en agua, la solucion PRODAN debe ser solubilizadainicialmente en metanol.

SN ‘O

Figura 3.9 — Estructura quimica de la molécula de PRODAN.

O

3.3.2.3.2 Preparacién y almacenamiento del stock de sonda PRODAN

Para la preparacion de la solucion se llevo a cabo el método propuesto por Alizadeh-Pasdar
y Li-Chan (2000), con ligeras modificaciones. La solucion stock de PRODAN se preparé en
metanol grado HPLC con una concentracion de 1,41 mM. Las condiciones de
almacenamiento de la misma fueron en freezer a -20 °C, con una vida util de hasta 6
meses. Al momento de realizar la determinacion, se realizé una dilucién 1/20 del stock en
metanol (50 pL del stock y 950 pL de metanol grado HPLC). Este procedimiento se realizo
cada dia en que se realizé la determinacién de hidrofobicidad, manteniéndose la solucion

diluida en bano de hielo hasta su uso.

3.3.2.3.3 Condiciones experimentales

A partir de cada muestra de NPs WPI-SSPS se realizaron 5 diluciones seriadas al medio (1/2)

en agua bidestilada al pH correspondiente. Se depositaron 200 pL de cada dilucion por pocillo
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en una placa negra de 96 pocillos y luego se determiné la emision de fluorescencia en el
lector Cytation 5 (BioTek Instruments, EE.UU.) en su funcién de espectrofluorémetro. Se
utilizé una longitud de onda de excitacion de 365 £ 9 nm y longitud de onda de emision de
465 £+ 20 nm. Luego, se agregaron 20 pL por pocillo de la sonda PRODAN diluida en metanol.
Las placas se agitaron levemente por 10 minutos y se determiné nuevamente la emisién de
fluorescencia. La hidrofobicidad aromatica superficial (HO) se determind como la pendiente
de la recta obtenida al graficar la diferencia de emision de fluorescencia en presencia y
ausencia de la sonda (intensidad de fluorescencia con PRODAN - intensidad de fluorescencia
sin PRODAN) en funcion de la concentracion de proteina en cada muestra. Un esquema del

procedimiento se presenta en la Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Diagrama del método de medicién de hidrofobicidad con sonda PRODAN.

Fuente:elaboracion propia.

3.3.2.4 Estabilidad fisica
3.3.2.4.1 Fundamentos teodricos

Para analizar la estabilidad fisica de las NPs WPI-SSPS en dispersion se utilizé el analizador
vertical de barrido Turbiscan LAB (Formulaction, Francia). Este equipo permite analizar la
estabilidad fisica de las muestras a lo largo del tiempo de almacenamiento, basandose en la
tecnologia de dispersion multiple de la luz. Este permite monitorizar y cuantificar fenémenos

de inestabilidad antes de ser detectable a simple vista.
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Turbiscan LAB tiene un cabezal de deteccién que se mueve hacia arriba y hacia abajo a lo
largo de una celda cilindrica de vidrio de fondo plano (Figura 3.11). El cabezal de deteccion
se compone de una fuente de luz del infrarrojo cercano (A = 850 nm) y dos detectores
sincronos. El detector de transmisidén recibe la luz que atraviesa la muestra (0° del haz
incidente), mientras que el detector de retrodispersion recibe la luz dispersada por la muestra
(135° del haz incidente).

s Luz transmitida

/ - " - = - e 70nNa clara
() Haz incidente —s= Zona turbia
b 3
Zona opaca

Luz retrodispersada Celda de medicion

Figura 3.11 - Principios de operacion del Turbiscan LAB. Fuente: adaptada de Bru y col. (2004).

Los perfiles de luz transmitida (% T) y luz retrodispersada (% BS, por backscattering) en
funcién de la altura del tubo y el indice de estabilidad de Turbiscan (TSI, por Turbiscan Stability
Index) se determinan en funcién del tiempo de almacenamiento y se utilizan para analizar y

comparar la estabilidad de las muestras.

A través del analisis de los perfiles de % T y % BS, es posible determinar el tipo de
desestabilizacion que cada muestra esta sufriendo. Por ejemplo, si ocurriera sedimentacion
en una dispersion, se observaria un aumento del % BS en la zona inferior del tubo. Esta
sedimentacion puede ir acompanada o no de un proceso de clarificacion, que se observa
como un aumento del % T en la zona alta del tubo (Figura 3.12). Por otro lado, si la muestra
se mantuviera estable en suspension, no se observarian fluctuaciones enlos % BSy % T a

lo largo del tiempo de almacenamiento.
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Figura 3.12 - Perfiles de (A) % Ty (B) % BS para ejemplificar sedimentacion y clarificacion, dos

posibles mecanismos de desestabilizacion de dispersiones.

valor de TSI, significa que la muestra fue mas estable.

TSI =

IiV:1(xi - xm)z

N-1

promedio de xi, y N es el nUmero de escaneos.

Finalmente, el TSI resume las variaciones ocurridas en el BS de una muestra en funcion del
tiempo, dando un numero sin unidades que refleja la desestabilizacién del sistema. El método

de calculo de este coeficiente es el que se indica en la Ecuacién 3.3. Cuanto menor sea el

Ecuacion 3.3 - Célculo de TSI. Donde xi(i=1, ..., N) es lamedida de BS, xm es el valor
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3.3.2.4.2 Condiciones experimentales

Las dispersiones de NPs WPI-SSPS fueron colocadas en los tubos transparentes provistos
por el Turbiscan LAB hasta alcanzar una altura maxima de 40 mm. Se determinaron los
perfiles de % T y % BS y el TSI para cada muestra a los dias 0, 1, 7, 14, 21, 28 y 56.
Durante este periodo de tiempo, las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente

(25 £ 2 °C) y al resguardo de la luz.

3.4 Encapsulacién y estabilizacion de CUR en las NPs de WPI-SSPS

A partir de los resultados obtenidos en la seccion anterior, se seleccionaron las condiciones
para obtener NPs de WPI-SSPS con las caracteristicas mas adecuadas para actuar como
sistemas de encapsulacion (menor tamano de particula, mayor estabilidad fisica y mayor
hidrofobicidad aromatica superficial). Las condiciones seleccionadas fueron la relacion
masica WPI:SSPS 1:0,5, pH 3,5, con realizacion de un tratamiento térmico (90 °C, 20 min).
En esta seccion, se evaluo la capacidad de encapsulacion y estabilizacion de CUR en dichas
NPs.

3.4.1 Cuantificacién de la CUR

Para la cuantificacion de la sustancia bioactiva se utilizé el lector Cytation 5 (BioTek
Instruments, EE.UU.) en su funcién de espectrofotometro. Inicialmente, se preparé una
suspension stock de CUR en etanol absoluto con una concentracion de 10 mg/mL.
Posteriormente, se realizaron 11 diluciones seriadas al medio (1/2) en agua ajustada a pH 3,5
y se determind su absorbancia a 430 nm. Por regresion lineal de los datos de absorbancia en
funcion de la concentracion de CUR se determiné la ecuacién de la curva de calibraciéon
que fue y = 0,003253 * x + 0,07318, con un R? de 0,99 y linealidad entre 80 y 1,25 ug/mL de
CUR.

Por otro lado, debido a que las NPs WPI-SSPS aportan turbidez al medio, la cual puede
interferir con la medida de absorbancia de la CUR, se realizd una curva de calibracién de la
CUR en presencia de una concentracion fija de dichas NPs WPI-SSPS. Para ello, sepreparé
una suspension de WPI-SSPS-CUR con una concentracion de CUR de 100 pg/mL,
mezclando proporciones adecuadas de la suspension de NPs WPI-SSPS a pH 3,5 con el
stock de CUR en etanol absoluto descrito previamente. A partir de dicha mezcla, se

realizaron 9 diluciones seriadas al medio (1/2) en la suspension de NPs WPI-SSPS a pH 3,5
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y se determind la absorbancia a 430 nm. Por regresion lineal se obtuvo la siguiente ecuacion
de la curva de calibracion, que fue y = 0,01722 * x + 0,009038, con un R? de 0,99 y linealidad
entre 100 y 1,56 pg/mL de CUR.

Ambas curvas de calibracion se prepararon por duplicado en cada dia de ensayo. En la Figura
3.13 se ejemplifican las curvas de calibracién de CUR en agua y en presencia de las NPs
WPI-SSPS.
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Figura 3.13 - Curvas de calibracion de la CUR en agua (A) y en presencia de las NPs WPI-SSPS
(B).

3.4.2 Preparacion de las NPs WPI-SSPS

Para preparar las NPs WPI-SSP se siguid el protocolo descrito en la seccion 3.2.2.
Especificamente, los stock de WPl y SSPS se mezclaron en proporciones adecuadas para
obtener una relacion masica WPI:SSPS de 1:0,50, con una concentracion final de 1,0 % m/m
de WPl y 0,5 % m/m de SSPS. Luego, se ajusto el pH a 3,50 con una soluciéon de HCI 1,0 M.
Finalmente, se tomaron alicuotas de 35,0 g de los complejos y fueron llevadas abafo
térmico a 90 + 1,0 °C por 20 minutos. Luego, se dejaron enfriar hasta alcanzartemperatura
ambiente (25 + 2 °C). Finalmente, se ajust6é la masa final a 35,0 g adicionando el agua
bidestilada que se perdi6 durante el tratamiento térmico. Las dispersiones de NPs obtenidas
se almacenaron a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), protegidos de la luz, hasta que su uso

fue requerido.
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3.4.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulaciéon y capacidad de carga de
CUR en NPs

Para el encapsular la CUR en NPs WPI-SSPS, se utilizé el método descrito previamente en
Yi y col. (2021), con pequefias modificaciones. Especificamente, se tomé el volumen
apropiado de la suspension de CUR en etanol (10 mg/ml) y se agregd gota a gota a la
dispersiéon de NPs WPI-SSPS en agitacion, para alcanzar diferentes concentraciones de
bioactivo (20, 40, 60, 80 y 100 pg/ml). La concentracion maxima de etanol se establecio en
1,0 % v/v. Como control, se realizé el mismo procedimiento adicionando el volumen adecuado
de suspension de CUR en agua a pH 3,5 (en reemplazo de la dispersién de NPs).Las
dispersiones obtenidas se agitaron por dos horas a temperatura ambiente y al resguardo de
la luz. Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 6790 RFC durante 10 minutos a 10 °C
para precipitar la CUR que qued? libre e insoluble (no encapsulada en las NPs). Finalmente,
se cuantificé la cantidad de CUR en suspension a través de la determinacion de absorbancia

a 430 nm, utilizando las respectivas curvas de calibracion.

La eficiencia de encapsulacion (EE, %) y la capacidad de carga (LC, por loading capacity,

pg/mg) se calcularon utilizando las ecuaciones 3.4 y 3.5, respectivamente.

(Cantidad de CUR encapsulada, pg)

o 100
EE(%) (Total de CUR agregada, ng) '

Ecuacion 3.4 - Ecuacion para el célculo de la eficiencia de encapsulacion (EE).

(Cantidad de CUR encapsulada, 1ng)

L ma) = 100
(hg/mg) (Masa de NPs,mg) '

Ecuacion 3.5 - Ecuacion para el calculo de la capacidad de carga (LC).

3.4.4 Caracterizaciéon de las NPs-CUR

La distribucion de tamafo de particula (DTP), el tamano promedio y el potencial { de las NPs
y NPs-CUR se determinaron a temperatura ambiente (25 + 2°C) en Nano ZetasizerZEN 5600,

segun los métodos descritos previamente en las secciones 3.3.2.1y 3.2.3.1, respectivamente.
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3.45 Determinacion de la estabilidad durante el almacenamiento a distintas

temperaturas

Para este ensayo, se prepararon tres muestras diferentes: NPs-CUR (100 pg/ml de CUR en
NPs de WPI-SSPS), NPs WPI-SSPS (sin CUR) y CUR libre (100 pg/ml de CUR en agua a pH
3,5). Para estudiar la estabilidad, se decidi6 someter cada muestra a distintas temperaturas

de almacenamiento, segun:
e 4 °C para recrear un ambiente de refrigeracion en heladera.
e 25 °C (temperatura ambiente) para recrear las condiciones de géndola.
e 37°C para recrear el ambiente dentro del cuerpo humano una vez ingerido.

En intervalos de tiempos predeterminados de 0, 2, 4, 6, 24, 48 y 72 horas, se tomaron
muestras para su analisis. Particularmente, para determinar la estabilidad de las NPs en
dispersién, se realizd un seguimiento del tamafio de particula segun los métodos descritos
anteriormente en la seccion 3.3.2.1. Por otro lado, para determinar la estabilidad quimica de
la CUR, se realizd un seguimiento de su absorbancia a 430 nm segun se describié en la

seccion 3.4.1.

3.4.6 Determinacion de la estabilidad frente al proceso de pasteurizacion

Para este ensayo, se prepararon tres muestras diferentes: NPs-CUR (100 pg/ml de CUR en
NPs de WPI-SSPS), NPs WPI-SSPS (sin CUR) y CUR libre (100 pg/ml de CUR en agua a pH
3,5). Estas muestras se pasteurizaron en bafo térmico a 65 °C por 30 minutos y luego se

dejaron enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

Para determinar la estabilidad de las NPs frente a este proceso, se realizé un seguimiento del
tamano de particula y del potencial { segun los métodos descritos anteriormente en las
secciones 3.3.2.1 y 3.2.3.1, respectivamente. Por otro lado, para determinar la estabilidad
quimica de la CUR, se realiz6 un seguimiento de su absorbancia a 430 nm segun se describio

en la seccién 3.4.1.

3.5 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Todas las preparaciones y los ensayos fueron realizados al menos por duplicado y los

resultados fueron expresados como promedio + desvio estandar.
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El procesamiento de los datos, las representaciones graficas y el analisis estadistico de los
resultados obtenidos en este trabajo fueron realizados utilizando el programa Graph Pad
Prism 6.0. Dependiendo de la naturaleza de los datos, para el analisis estadistico de los
resultados se utilizaron analisis de varianza de una (one-way ANOVA) o dos vias (two-way
ANOVA), seguidos por el correspondiente analisis de multiples comparaciones (Dunnet,

Tukey o Bonferroni). Solo se consideraron como significativos los valores de p < 0,05.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en la seccion 3.3 fueron analizados por la
metodologia de superficie de respuesta utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI
v16.1.18 (StatPoint Technologies Inc., USA). Es decir que los efectos de cada factor
experimental (pH, relacion masica WPI:SSPS vy tratamiento térmico) sobre los resultados
experimentales obtenidos en la caracterizacion (potencial , tamafo promedio, hidrofobicidad
superficial y TSI) se examinaron utilizando el disefio multifactorial 3x2. Para cada factor

experimental se determinaron los niveles, segun:
e pH: bajo (3,0), central (3,5) y alto (4,0).

e Relacién WPI:SSPS: bajo (1:0,5, corresponde a 2 veces mas WPI| que SSPS), medio
(1:0,25, corresponde a 4 veces mas WPI que SSPS) y alto (1:0,17, corresponde a 6
veces mas de WPI que SSPS).

e Tratamiento térmico: bajo (sin tratamiento, 25 °C) y alto (con tratamiento, 90 °C).

Para cada uno de estos niveles, se le brindé al software el resultado experimental (respuesta)
obtenido para cada parametro de caracterizacidon correspondiente. Con esta informacion, se
generaron las superficies de respuestas que expresan la variable respuesta como una funcion
de los factores experimentales. Ademas, se obtuvo la informacién vinculada a si el efecto de

cada factor era significativo (p < 0,05) y si existian interacciones entre los factores.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Optimizacion de las condiciones de pH y relacion proteinas:

polisacaridos para asegurar la interaccion de WPl y SSPS y obtener NPs

Con el fin de optimizar las condiciones de interaccion entre WPl y SSPS y asegurar la
obtencion de nanoparticulas (NPs) autoensambladas, se estudiaron distintas condiciones de
pH (7,0 a 2,0 cada 0,5 unidades de pH) y distintas relaciones masicas WPI:SSPS (1:1, 1:0,5,
1:0,25, 1:0,17, 1:0,125, y 1:0,1). Las mezclas obtenidas en cada condicién fueron
caracterizadas por potencial , turbidimetria y diagrama de fases obteniendo los resultados

que se detallan y analizan a continuacion.

4.1.1 Potencial g

El control de WPI presento un pH inicial de 7,00 + 0,02 y un potencial ¢ inicial negativo. A
medida que se fue acidificando el medio, el potencial { se fue incrementando hasta alcanzar
valores positivos (Figura 4.1). A partir de estos resultados, se pudo estimar que el pl del
WPI es 4,33, ya que es el valor de pH en el que el potencial ¢ fue cero. Es decir que, al
aumentar el pH por sobre 4,33, el WPI presenté carga neta negativa, mientras que, al
disminuir el pH por debajo de 4,33, presentd carga neta positiva. Esto se debid a que, en
medios acidos (pH < 4,33), ocurre la protonacién de los grupos carboxilicos de las cadenas
proteicas, dando lugar a que tengan un balance de carga positivo, mientras que en medios
por encima del pl (pH > 4,33), los grupos carboxilicos de las cadenas proteicas se
desprotonan, dando lugar a un balance negativo. Si el pH se continuase aumentando hacia
medios basicos (pH > 9), ocurriria la desprotonacion de los grupos aminos de las cadenas
proteicas, incrementando aun mas la carga negativa de las proteinas, sin embargo, esta
situacion de pH no es comun en alimentos. Estos resultados concuerdan los estudios previos
que reportaron un pl para WPI de 4,3 - 4,5 (Behrouzain y col., 2020; Yiy col., 2021; Zhong y
col., 2021).

Por otro lado, el control de SSPS presentd un pH inicial de 5,80 £ 0,04. Los SSPS presentaron
un potencial { negativo en todo el intervalo de pH analizado y un pKa cercano a 2,50 (Figura
4.1). Cabe destacar que la intensidad de la carga negativa del SSPS disminuyd a medida que
disminuyo el pH. Este fendbmeno se fundamenta a partir de que cuanto mas acido es el medio,
mayor sera la cantidad de grupos carboxilicos del SSPS que se encuentran protonados v,

por ende, dejen de aportar carga negativa a las cadenas de polisacaridos. Estos resultados
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concuerdan con los reportados previamente por Zhao y col. (2018).

Considerando los resultados de potencial ¢ de ambos controles, se logré definir un rango de
pH de compatibilidad termodinamica entre 2,50 y 4,33 (entre el pKa del SSPSy el pl del WPI),
dado que en dicho rango ambos biopolimeros poseen cargas netas opuestas (Figura 4.2).
Para confirmar dichos resultados, se determiné el potencial { de una mezcla WPI:SSPS
1:0,25 en funcion del pH (Figura 4.1). Se observé un potencial { cercano a cero en todo el
rango de pH previamente mencionado, lo que confirma la interaccion de los biopolimeros en
dichas condiciones. Se asume que las interacciones proteinas- polisacaridos mas fuertes

ocurren cuando la carga eléctrica de las mezclas se encuentra cercana a la neutralidad.

80 WPI

20 -= S55PS
WPI-SSPS

Potencial ¢ (mV)
8 3 o

-]
(=]
1

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

Figura 4.1 - Potencial { de WPI, SSPS y WPI-SSPS 1:0,25 en funcion del pH.

O WPI 0{)
o Q pl=4,3 e
»—

70 6,5 6,0 55 50 45 40 3,5 3,0 25 20
1 —

- SSPS 7 -
- = pKa~2,5 2

Incompatibilidad Compatibilidad
termodinamica termodinamica

Figura 4.2 - Escala de pH donde se evidencia el rango de compatibilidad termodinamica entre

WPl y SSPS debido a la oposicién de cargas.
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4.1.2 Turbidimetria

En la Figura 4.3 se presentan los resultados obtenidos por turbidimetria para los controles

WPI y SSPS y las mezclas en diferentes condiciones de pH.

Para el control de WPI se observaron cambios marcados en la turbidez a medida que se fue
acidificando el medio (Figura 4.3 A). Especificamente, en el rango de pH entre 3,5y 5,0, la
turbidez de las muestras se vio incrementada sustancialmente. Este incremento en la turbidez
en condiciones de pH cercanas al pl podria deberse a la formacién de agregados proteicos
de gran tamario capaces de dispersar la luz. Estos agregados proteicos se podrian formar
debido a la menor repulsion entre las proteinas en dichas condiciones de pH (Behrouzain y
col., 2020; Zhong y col., 2021).

Por otro lado, para el control de SSPS no se observaron cambios significativos en la turbidez
de las muestras a medida que se fue acidificando el medio, lo que se correlaciona con

muestras traslucidas y estables en todo el rango de pH estudiado (Figura 4.3 A).

Finalmente, para las mezclas WPI:SSPS con relaciones masicas desde 1:1 hasta 1:0,1 se
observaron distintos patrones de turbidez. Particularmente, se observé que todas las mezclas
de WPI-SSPS presentaron una turbidez marcadamente menor a la del control de WPI en los
valores de pH cercanos al pl, lo cual se puede deber a que los complejos formados presentan
un menor tamano de particula que los agregados proteicos formadosen ausencia de

polisacarido, que serian los responsables de aumentar la turbidez (Figura 4.3 A).

Adicionalmente, se observo que a medida que aumento la concentracion de SSPS disponible
(de 1:0,1 a 1:1), la mayor turbidez se obtuvo a pH menores que para el control de WPI (Figura
4.3 B). Esto podria significar que la interaccion WPI-SSPS da lugar a complejos con un pl
menor al pl de la proteina libre (Ghadermaziy col., 2019y 2020). Resultados similares fueron
reportados por Klemmery col. (2012) para mezclas entre PPl y alginato de sodio en relaciones

masicas proteinas:polisacaridos desde 20:1 a 1:1.
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Figura 4.3 - (A) Absorbancia a 600 nm de WPI, SSPS y las mezclas WPI:SSPS en distintas
condiciones de pH. (B) Absorbancia a 600 nm de las mezclas WPI:SSPS en distintas

condiciones de pH.

En la Figura 4.4 se presentan los valores de pH criticos calculados a partir de los resultados

de absorbancia en funcién del pH.

En primer lugar, en condiciones de pH>pH., WPl y SSPS coexisten como moléculas
individuales (co-solubilidad) debido a la repulsion electrostatica entre biopolimeros
fuertemente negativos y por impedimentos estéricos debido a la elevada hidratacién de
cada biopolimero. No se hallaron diferencias significativas en los pHc para ninguna relacion
WPI:SSPS (p > 0,05).

En segundo lugar, cuando pH:>pH>pHo, WPI y SSPS interactian entre si formando
complejos intramoleculares solubles. Esto puede suceder incluso por encima del pl del WPI,
ya que los SSPS pueden unirse a las zonas positivas de la superficie de la proteina, aunque
tanto la proteina como el polisacarido tengan una carga neta negativa (Behrouzain y col.,
2020; Jones, Decker y McClements, 2010). De acuerdo con esto, Hadian y col. (2016),
reportaron interacciones entre B-lactoglobulina y la fraccién soluble de la goma persa en
condiciones de pH mayores al pl. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas en pHo

para ninguna de las relaciones WPI:SSPS.

En tercer lugar, cuando pHe>pH> pHq, pasando por el pHop,, WP1 'y SSPS interactuan entre sj
formando complejos insolubles. Es importante resaltar que estos complejos son estables en
suspension (como discutiremos en el diagrama de fases), presumiblemente por presentar
un pequefio tamano. El rango en el cual se forman los complejos electrostaticos (entre pHcy
pHq«) fue ampliandose a medida que aumento la relacion WPI:SSPS desde 1:0,10 a 1:1

(variando la cantidad de SSPS y dejando fija la cantidad de WPI), debido a que pHa fue
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disminuyendo significativamente desde 3,0 en WPI:SSPS 1:0,10 a 2,5 en WPI:SSPS 1:1
(p<0,01). Especificamente, tanto pHop como pHg presentaron diferencias significativas
(p<0,05) para las proporciones 1:1, 1:0,50, 1:0,25 y 1:0,17, mientras que no se hallaron
diferencias significativas para estos parametros en las proporciones 1:0,17, 1:0,125, y 1:0,10.
Las mismas tendencias fueron observadas en otros sistemas biopoliméricos como WPI-
alginato de sodio en relaciones 6:1 y 2:1 y en PPI-HMP enrelaciones entre 20:1 y 1:1
(Fioramonti y col., 2014; Lan, Chen y Rao, 2018).

En dltimo lugar, cuando pH < pHgq, los complejos WPI-SSPS se desensamblan probablemente
debido a la pérdida de carga de las moléculas de SSPS, las cuales alcanzanel pKa de sus

grupos acidos.

pHc
5{ o= o s —8—3& & [ -= pHo

4.. —— pHopt
T ] pHd
o

u I I | I I |
11 10,5 1:0,25 1:017 1:0,125 1:0,10
Relacion WPI:SSP5

Figura 4.4 — Valores de pH criticos en la formacion de complejos WPI-SSPS para distintas

relaciones masicas WPI:SSPS.

4.1.3 Diagrama de fases

En la Figura 4.5 se presentan las fotografias realizadas a lo largo del almacenamiento para
los controles de WPI. En el dia de preparacion, se observé un incremento de la turbidez en
condiciones de pH cercanas al pl (entre 3,5y 5,0). Luego de un dia de almacenamiento, se
observo la aparicion de precipitados en dicho rango de pH. La precipitacion del WPI es
consistente con la formacién de agregados proteicos de gran tamafo con una elevada
capacidad de dispersar la luz, lo que coincide con los resultados obtenidos por turbidez en
el dia de preparacion. Ademas, la precipitacion del WPI en condiciones acidas es uno de los
grandes desafios para incorporar esta fuente proteica en alimentos de caracter acido. Este
hecho, sumado a los resultados obtenidos sobre el potencial ¢ del control de WPI, permiten

asociar a la turbidez inicial de las muestras y a la posterior precipitacion de las mismas durante
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el almacenamiento con fuerzas electrostaticas de repulsion débiles entre las moléculas de

proteinas a pH cercanos al pl (4,33).

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

Figura 4.5 - Fotografias de los controles de WPI en funcién del pH al dia (A) 0, (B) 1, (C) 7y (D)

14 luego de la preparacion.

En la Figura 4.6 se presentan las fotografias realizadas a lo largo del almacenamiento para
los controles de SSPS. En este caso, no se observaron cambios en la turbidez ni en la
estabilidad de las muestras ni siquiera luego de los 14 dias de la preparacién, demostrando

la gran dispersabilidad y estabilidad de este polisacarido.
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Figura 4.6 - Fotografias de los controles de SSPS en funcién del pH al dia(A)0,(B) 1, (C) 7y

(D) 14 luego de la preparacion.

En la Figura 4.7 se presentan las fotografias realizadas a lo largo del almacenamiento para
las mezclas WPI:SSPS. A partir de las mismas se observan diferentes grados de turbidez
dependiendo del pH. Del mismo modo que para WPI, la mayor turbidez se presentd en el
rango de pH de formacién de complejos (2,5 - 4,3). Notablemente, para las mezclas WPI-
SSPS, se visualizaron suspensiones turbias o muy turbias, pero sin la presencia de
precipitado en todos los dias de estudio. Este resultado demuestra que los SSPS
interaccionan exitosamente con el WPI, dando lugar a complejos que se mantienen estables

en dispersioén incluso cuando se alcanza el pl de WPI. Por otro lado, se observé que a
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medida que aumentod la concentracion de SSPS utilizada (desde 1:0,1 a 1:1), la mayor
turbidez se obtuvo a pH menores que para el control de WPI. Esto podria significar que la
interaccion WPI-SSPS da lugar a complejos con un pl menor al de la proteina libre. Asi
también, se puede observar que a medida que se incrementé la concentracion de SSPS
utilizada, el rango de pH en el que los complejos se forma es mayor (pasando de un rango 5,0
a 3,0 en la relacion 1:0,1 aun rango de 5,0 a 2,5 en la relaciéon 1:1). Azarikia y Abbasi (2016)
reportaron comportamientos de fases similares para mezclas de WPI y la fraccion soluble de

la goma tragacanto y goma persa.
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Figura 4.7 - Fotografias de las mezclas de WPI:SSPS en funcién del pH al dia (A) 0, (B) 1, (C) 7
y (D) 14 luego de la preparacion.
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Figura 4.7 — (continuacién) Fotografias de las mezclas de WPI:SSPS en funcién del pH al dia
(A)0,(B) 1, (C)7y(D)14luego de la preparacion.

En la Figura 4.8 se presentan los diagramas de fases construidos a partir de las fotografias
descritas para cada dia de almacenamiento. Al comparar los diagramas de fase, se puede ver
que no hubo modificaciones en las muestras entre el dia 7 y el dia 14. La estabilidad
incrementada de las mezclas se debio a la interaccion entre el WPl y el SSPS, la cual evitd
que el WPI precipitase en condiciones de pH cercanas a su pl.
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Figura 4.8 - Diagrama de fases obtenidos por clasificacion de las muestras segun: A
Suspension trasliucida; o Suspension turbia (se ve a través del tubo); o Suspension muy turbia
(no se ve a través del tubo); A Precipitado y suspension traslucida; e Precipitado y
suspensiodn turbia; m Clarificacion (sin precipitado, clarificaciéon de la parte superior del tubo),
aldial (A), 7 (B) y 14 (C) de almacenamiento.

4.1.4 Seleccién de condiciones para obtencion de NPs WPI-SSPS

A partir de los resultados obtenidos, se eligieron las condiciones para asegurar el

autoensamblaje electrostatico entre WPl y SSPS y la formacion de NPs.

Especificamente, se seleccionaron condiciones de pH de 3,0, 3,5 y 4,0 debido a que las
interacciones de atraccion electrostaticas estan aseguradas en ese rango, es decir, se
asegura que WPI tenga carga neta positiva para que interactue con los SSPS con carga
neta negativa.
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Por otro lado, se seleccionaron las relaciones masicas WPI:SSPS 1:0,5; 1:0,25 y 1:0,17
porque dieron lugar a suspensiones estables en el tiempo de almacenamiento, evitando la
precipitacion de WPI en medio acido, y porque fueron en las que se observaron mayores

diferencias en sus pH criticos de acuerdo con la Figura 4.4.

4.2 Determinacion de los efectos del pH, la relacion masica WPI:SSPS y
el tratamiento térmico en las caracteristicas de las nanoparticulas

obtenidas

Para realizar una caracterizacién mas profunda, se evaluaron los efectos del pH y la relacién
WPI:SSPS, en los rangos previamente seleccionados, sobre las caracteristicas de las NPs
WPI-SSPS. Ademas, se evalud el efecto de un tratamiento térmico a 90 °C durante 20
minutos. Las NPs WPI-SSPS obtenidas en cada condicién fueron caracterizadas por potencial
¢, distribucidn de tamano de particula, hidrofobicidad superficial y estabilidad fisica obteniendo

los resultados que se detallan y analizan a continuacion.

4.2.1 Potencial ¢

En la Figura 4.9 se presentan los valores de potencial { obtenidos en el dia de preparacion de
las NPs.

El control de SSPS presenté un potencial { negativo en todo el rango de pH, observandose
una disminucién de su modulo a medida que el pH se acercé al pKa. Ademas, en el control
de SSPS, no se observé un cambio significativo en el potencial ¢ luego de realizar el
tratamiento térmico. Estos resultados concuerdan con los descriptos anteriormente en la

seccién 4.1.1.

Por su parte, el control de WPI present6 un potencial { positivo en todas las condiciones de
pH estudiadas, cuyo médulo se incrementé a medida que el pH se alejé del pl. En este
caso, el tratamiento térmico generd un incremento significativo del potencial  en las muestras
de WPl a pH 3,0y pH 3,5. Esto podria deberse a que el despliegue de las cadenas proteicas
modifica la cantidad de grupos cargados expuestos en la superficie delas proteinas o de
los agregados proteicos. Resultados analogos fueron reportados para la a-lactoalbumina
luego del tratamiento a 70 °C (Li y Zhao, 2018).
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Por otro lado, en las NPs WPI-SSPS se observo que el potencial { se modificd en funcion
del pH, de la relacion masica WPI:SSPS y del tratamiento térmico. Segun el analisis
estadistico realizado en estos datos, el tratamiento térmico ejercio un efecto significativo en
el potencial ¢ para la mayoria de las muestras, observandose un incremento del médulo luego
del tratamiento térmico. Esta variacion podria significar que, luego del tratamiento térmico,
existe una mayor cantidad de grupos cargados expuestos en la superficie o bien que se
modifica el patron de grupos acidos y basicos expuestos en la superficie de las NPs WPI-
SSPS.

Con respecto a la relacion WPI-SSPS, dentro de un mismo valor de pH se observé que, a
medida que disminuyo la concentracién de SSPS en la mezcla, el potencial { se torn6 cada
vez mas positivo. Esto puede explicarse debido a la menor cantidad de grupos con carga
negativa aportados por el SSPS que no logra contrarrestar las cargas positivas del WPI. Este
resultado concuerda con los resultados obtenidos previamente para complejos WPI- acido
hialurénico a diferentes relaciones proteinas:polisacaridos, donde el potencial  se torno
negativo al aumentar la cantidad de acido hialurénico debido al incremento de grupos
anioénicos provistos por el polisacarido (Zhong y col., 2021). Del mismo modo, resultados
similares se han reportado para complejos WPI-pectina, donde el potencial { pasd de valores
negativos a positivos al incrementar la relacion pectina:WPI desde 1:2 hasta 1:30,es decir,

al disminuir la concentracion de pectina (Zamaniy col., 2020).

Con respecto al pH, para una misma relacion WPI:SSPS, se observé que, a medida que
disminuyo el pH, el potencial { se tornd mas positivo. Esto se explica a partir del
comportamiento que tiene WPI ante cambios de pH. A medida que el mismo disminuye, hay
una mayor cantidad de grupos de carga positiva aportados por la proteina para contrarrestar
la carga negativa aportada por SSPS.

79



Resultados y discusion

T T

Potencial  (mV)

Figura 4.9 - Potencial { de WPI, SSPS, WPI:SSPS 1:0,5, WPI:SSPS 1:0,25 y WPI:SSPS 1:0,17
antes (azul) y después (rojo) del tratamiento térmico. Las diferencias significativas para cada
muestra antes y después del tratamiento térmico se expresan con *p < 0,05, **p < 0,01, **p <

0,001y ****p < 0,0001 segun ANOVA de dos vias, seguido de la prueba Sidak de

comparaciones multiples.

En la Figura 4.10 se presentan las superficies de respuesta de potencial { de las muestras
con y sin tratamiento térmico y la malla de distribucion de la funcién potencial ¢, segun el
analisis realizado en Statgraphics.

Este analisis determiné que el pH y la relacion WPI:SSPS presentan un efecto significativo en
el potencial ¢ de las NPs WPI-SSPS, mientras que el tratamiento térmico no. A medida que
se incremento el pH (desde 3,0 a 4,0), el potencial ¢ de los complejos se hizo mas negativo.
Esto podria deberse a que a pH 4,0, las proteinas aportan una menor cantidad de carga
positiva, por lo que el SSPS otorga carga negativa que no se neutraliza, dando lugara
complejos con una mayor carga negativa. Por otro lado, a medida que disminuyd la relacion
WPI:SSPS (desde 1:0,17 a 1:0,5), también se incrementé el potencial , lo que podria deberse
a una mayor cantidad de SSPS disponible para neutralizar la carga positiva de las proteinas.

La diferencia para el efecto significativo o no del tratamiento térmico arrojados por el analisis
estadistico ANOVA de dos vias y los resultados obtenidos a través de las superficies de
respuesta, respectivamente, radica en que el primer método de analisis se realiza
comparando los resultados obtenidos experimentalmente entre si, mientras que las
superficies de respuesta reflejan un resultado esperado, es decir, una prediccion generada
a partir de los datos experimentales. Segun esta prediccion, el tratamiento térmico no

generaria un efecto significativo en el potencial { de las muestras, demostrando que esté
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parametro tiene una influencia menor que el pH y la relacion WPI:SSPS en la caracteristicas

de estas NPs.
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Figura 4.10 - Potencial { de las NPs WPI-SSPS. (A) Superficie de respuesta para las muestras
sin tratamiento térmico; (B) Superficie de respuesta para las muestras con tratamiento

térmico; y (C) Malla de distribucidn de la funcion potencial ¢ para el disefio multifactorial.
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4.2.2 Tamafio de particula

En la Figura 4.11 se presentan las distribuciones de tamano de particula (DTP) en intensidad
(%) para cada muestra en el dia de preparacion. Adicionalmente, en la Figura 4.12 se

presentan los tamanos promedio y el PDI de cada muestra en el dia de preparacion.

En cuanto al control de SSPS, se observo que ni el tratamiento térmico ni el pH indujeron
cambios significativos en el tamafo de particula. En todas las muestras de SSPS, el PDI fue
mayor 0,6, lo que indica que la poblacién fue multimodal. Ademas, las DTP en intensidad y
en volumen de dichas muestras fueron multimodales, presentando una poblacién centrada en
los 40 - 60 nm y otra en los 400 - 600 nm. Estos resultados se condicen con la estructura

ramificada del SSPS y su gran capacidad de hidratacion.

En cuanto al control de WPI, se puede observar que WPI a pH 4,0 presenté un tamano
promedio muy superior que a pH 3,5 y 3,0. Asimismo, el tamafio de particula promedio del
control de WPI a pH 4,0 fue significativamente mayor que el de las mezclas WPI:SSPS.
Esto confirma los resultados de turbidez descriptos en la seccién 4.1.2 y la tendencia a la
agregacion de estas proteinas en condiciones de pH cercano a su pl. Adicionalmente, en el
control a pH 4,0 con tratamiento térmico, se observé un incremento significativo del tamafio
de particula promedio, en comparacién a la misma muestra sin tratamiento térmico. Esto
permitiria suponer que el tratamiento térmico en esta condicién de pH induce la agregacion
del WPI.

Por su parte, los controles de WPI a pH 3,5y pH 3,0 presentaron valores de tamafios promedio
menores a 300 nm, sin cambios significativos debidos al tratamiento térmico. Sin embargo,
las DTP medidas en intensidad para las muestras de WPI a pH 3,5 y 3,0 fueron multimodales,
presentando poblaciones de tamafo pequefio (proteina libre) y de diversos tamafios
superiores (agregados de distintos tamafos). Esto ultimo se corresponde con el resultado de
PDI, el cual fue mayor a 0,4, lo que indica una poblacién multimodal. En cuanto a las DTP
medidas en volumen (resultados no presentados), estas fueron monomodales con una

poblacién centrada en los 4 - 6 nm, lo que podria corresponder a proteina libre.
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Figura 4.11 - Distribuciones de tamafio de particula de las NPs WPI-SSPSy los controles
obtenidos a pH 4,0 sin (A) y con (B) tratamiento térmico, a pH 3,5 sin (C) y con (D) tratamiento

térmico y a pH 3,0 sin (E) y con (F) tratamiento térmico.

Finalmente, las NPs WPI-SSPS, independientemente del pH y del tratamiento térmico,
presentaron valores de tamafos promedio entre los 100 y 200 nm, confirmando la formacién
de complejos nanométricos (NPs). Por su parte, los valores de PDI de todas las muestras
de WPI-SSPS fueron menores a 0,2 y las DTP, tanto en intensidad como en volumen fueron
monomodales, centradas en dicho tamafno de particula promedio. Estos resultados se
correlacionan con la menor turbidez aportada por las mezclas WPI-SSPS en la seccidn
4.1.2 y con la mayor estabilidad que presentaron las muestras respecto del control segun el
diagrama de fases de la seccidén 4.1.3. Segun el analisis estadistico, el tratamiento térmico
dio lugar a un incremento significativo del tamano de particula en todas las mezclas respecto

de su control sin dicho tratamiento, excepto para la muestra con relacién 1:0,5 a pH 4,0.
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Estos resultados sugieren que el tratamiento térmico ejerceria un efecto sobre el estado de
agregacion de las particulas, lo que provoca el aumento de su tamafo. De todos modos, es
importante resaltar que el tamafio promedio de todas las NPs WPI-SSPS se mantuvo por
debajo de los 200 nm, a pesar del tratamiento térmico. El incremento en los tamafios promedio
puede deberse a distintos fendmenos, incluyendo procesos de agregacion (ya sea de
proteinas o de complejos proteinas-polisacaridos), procesos de hinchamiento y de
reorganizacion en la estructura de los complejos, entre otros. Sin embargo, resultados
similares fueron obtenidos para complejos lactoferrina-pectina y B-lactoglobulina-pectina

durante procesos de calentamiento (Bengoechea y col, 2011; Jones ycol., 2010).
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Figura 4.12 - Tamafio promedio (eje izquierdo, barras) y PDI (eje derecho, puntos) de las NPs
WPI-SSPS y controles en el dia de preparacién, antes (azul) y después (rojo) del tratamiento

térmico.

En la Figura 4.13 se presentan las superficies de respuesta del tamafio de particula de las
muestras con y sin tratamiento térmico en el dia de preparacion, junto a la malla de distribucion
de respuesta de la funcién tamarfo, obtenidas por el programa Statgraphics. Segun este
analisis, el tratamiento térmico y el pH generaron un efecto significativo en el tamafno de
particula de los complejos, mientras que la relacion WPI:SSPS no influy6 significativamente
en dicho parametro. En este sentido, al aplicar un tratamiento térmico sobre los complejos, el
tamano promedio de particula aumenté. Sin embargo, luego del tratamiento térmico, el PDI
fue bajo y las NPs presentaron una distribucion monomodal. Por lo tanto, el aumento del
tamano promedio de particula puede deberse al aumento del diametro hidrodinamico de los
complejos y no a un efecto de agregacion. Como mencionamos, estos resultados son
similares a los obtenidos previamente para los complejos de lactoferrina-pectina y B-

lactoglobulina-pectina durante el tratamiento térmico (Bengoechea y col., 2011; Jones y col.,
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2010). Dichos autores hipotetizaron que la pectina inhibe la agregacioén proteica debido a que
restringe la interaccidon entre las cadenas proteicas desplegadas por efectos estéricos. Por
otro lado, mientras el pH descendio (de 4,0 a 3,0), el tamafo de particula promedio de los
complejos WPI-SSPS disminuy6. Esto puede deberse a la formacién de una red

interconectada fuertemente entre las proteinas y los polisacaridos.
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Figura 4.13 - Tamafio promedio de las NPs WPI-SSPS. (A) Superficie de respuesta para las
muestras sin tratamiento térmico; (B) Superficie de respuesta para las muestras con
tratamiento térmico; y (C) Malla de distribucidn de la funcidon tamafio promedio para el disefio

multifactorial.

Finalmente, en la Figura 4.14 se presentan los resultados de tamafo de particula promedio
obtenidos a lo largo del tiempo de almacenamiento (dias 0, 28 y 56 luego de la preparacion

de las muestras).
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Figura 4.14 - Tamafio promedio de los controles SSPS (A), WPI (B) y las NPs WPI:SSPS 1:0,50
(C), 1:0,25 (D) y 1:0,17 (E) en funcion del tiempo de almacenamiento.

Los controles de SSPS no presentaron cambios en el tamafio promedio a lo largo del tiempo
de almacenamiento, denotando su estabilidad. Por otro lado, el control de WPl a pH 4,0
presento variaciones importantes en el tamafio de particula promedio y en las distribuciones
de tamanfo de particula, siendo todas multimodales y con elevados valores de PDI. Esto podria
significar que las proteinas continian agregandose durante el periodo de almacenamiento.
Finalmente, para las NPs WPI:SSPS todos los tamafios de particula se mantuvieron entre los
100 y 200 nm, sin presentar cambios significativos al dia 56 (con respecto al dia 0), excepto
en las relaciones 1:0,25 y 1:0,17 a pH 4,0 sin tratamiento térmico. Considerando estos
resultados, se podria concluir que el tratamiento térmico estabilizaria el tamafio de las NPs a

lo largo del tiempo.
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4.2.3 Hidrofobicidad aromatica superficial

En la Figura 4.15 se presentan los resultados de hidrofobicidad aromatica superficial (Ho) de
las NPs WPI-SSPS y los controles.

Para el control de WPI se observé que la Ho varié con el pH, siendo mayor a pH 3,5 cony sin
tratamiento térmico, que a los pH 4,0 y 3,0. Ademas, en todos los casos, la Ho fue
significativamente mayor luego del tratamiento térmico, lo que podria deberse a la exposicién
de los residuos de aminoacidos hidrofobicos que originariamente se ubicaban en el interior

de la proteina (Fioramonti y col., 2014; Liu y col., 2020).

Por su parte, la interaccion del WPI con los SSPS no inhibi6 el proceso de desplegamiento y
reorganizacion de la estructura de las proteinas, por lo que las NPs WPI-SSPS también
presentaron un incremento de la Ho luego de haber recibido un tratamiento térmico. Sin
embargo, la interaccion entre el WPl y los SSPS redujo el proceso de agregacion,
estabilizando las particulas en un tamafio nanométrico hasta por 56 dias, tal como se

menciond anteriormente.

Por otro lado, no se observaron efectos marcados del pH ni la relacion WPI:SSPS en la Hode
los complejos sin tratamiento térmico. Sin embargo, en los complejos WPI-SSPS con
tratamiento térmico, se observé una reduccion significativa de la Ho de la muestra a pH 3,0

con respecto a la de las muestras a pH 3,5y 4,0.
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Figura 4.15 - Hidrofobicidad superficial de las NPs WPI-SSPS y controles en el diade

preparacion, antes (azul) y después (rojo) del tratamiento térmico.
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Siguiendo la misma linea, la superficie estadistica de respuesta (Figura 4.16) indicoé que el
tratamiento térmico y el pH tuvieron efectos significativos en la Hode los complejos, mientras

que la relacién WPI:SSPS no significé cambios.
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Figura 4.16 - Hidrofobicidad superficial (Ho) de las NPs WPI-SSPS. (A) Superficie de respuesta
para las muestras sin tratamiento térmico; (B) Superficie de respuesta para las muestras con

tratamiento térmico; y (C) Malla de distribucién de la funcién Hp para el disefio multifactorial.

En las muestras sin tratamiento térmico, al modificarse el pH de 4,0 a 3,5y de 3,5 a 3,0, la
Ho de los complejos primero incremento y luego disminuyo, respectivamente para cada rango
de pH. Por otro lado, en las muestras con tratamiento térmico, al incrementar el pH (de 3,0

a 4,0), la Hode los complejos aumento. Estos resultados confirman que las condiciones de pH
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en las que se realiza el tratamiento térmico modifican las caracteristicas de los complejos
WPI-SSPS.

Por ultimo, la Ho del control de SSPS no se pudo cuantificar debido a que no se encontrd
una zona lineal donde la emision de fluorescencia dependiera de la concentracion de
polisacaridos. Los SSPS, debido a su estructura, no deberian presentar zonas hidrofobicas,
sin embargo, estos cuentan con una pequena fraccidon proteica que podria aportar
hidrofobicidad. De todos modos, la cantidad es tan pequefia, que no se pudo cuantificar su

hidrofobicidad utilizando este método comparativo.

4.2.4 Estabilidad fisica en el tiempo

En la Figura 4.17 se presenta un ejemplo de perfiles de transmitancia (T) y retrodispersion
(BS) en funcién del tiempo de almacenamiento, que corresponde a la muestra control de
SSPS a pH 4,0 con la aplicacion de un tratamiento térmico. Todos los controles de SSPS, a
todos los pH analizados, antes y después del tratamiento térmico (resultados no mostrados),
presentaron perfiles T y BS similares a los de la Figura 4.17. A partir de estos resultados se
puede observar que los controles de SSPS presentaron una elevada T y baja BS, lo que se
debe a que sonsuspensiones traslucidas. Asimismo, los perfiles de T y BS se mantuvieron
estables a lo largo del tiempo de almacenamiento, lo que se debe a que estos controles se

mantienen estables en dispersion durante el periodo analizado.
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Figura 4.17 - Perfiles de T (A) y BS (B) alo largo del tiempo de almacenamiento del control de

SSPS a pH 4,0 luego del tratamiento térmico (ejemplos de perfiles estables en el periodo de

tiempo analizado). (C) Fotos de la muestra tanto para el dia 0 como para el dia 56 de

almacenamiento.
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Los controles de WPI a pH 3,0 con y sin tratamiento térmico y el control de WPI a pH 3,5 sin
tratamiento térmico (resultados no mostrados), también presentaron perfiles estables en el
tiempo, como los mostradosen la Figura 4.17. Los perfiles de T y BS para el control de WPI a
pH 3,5 luego del tratamiento térmico se presentan en la Figura 4.18. Al comparar los perfiles
del dia de preparacién con los obtenidos a las 24 horas (dia 1), se puede observar que existio
un rapido fendmeno de desestabilizacion de esta muestra, que condujo a la precipitacion
(como se observa en la Figura 4.18 C) y a los cambios en los perfiles de T y BS. Por otro lado,
los perfiles de T y BS para el control de WPI a pH 4,0 antes y después del tratamiento térmico
se presentan en la Figura 4.19. En estas muestras se observé un incremento de los valores
de BS y disminucion de los valores de T en la zona baja del tubo, lo que corresponde a la
presencia de precipitados, aun mas marcado en la muestra con aplicacion del tratamiento
térmico. En las zonas medias y altas del tubo, por el contrario, se observan valores menores
de BS y elevados valores de T, lo que corresponde a la formacién de una suspension
traslucida. Estos resultados se condicen con el hecho de que es el valor de pH mas cercano
al pl de las proteinas, lo cual provoca su consecuente desestabilizacion, agregacion y
precipitacion; proceso que se ve exacerbado luego del tratamiento térmico. Considerando los
resultados obtenidos para todos los controles de WPI, se puede observar que, al disminuir el
pH y realizar un tratamiento térmico, aumenta la estabilidad de ladispersion de proteinas en

ausencia de SSPS.
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Figura 4.18 - Perfiles de T (A) y BS (B) alo largo del tiempo de almacenamiento del control de
WPI a pH 3,5 luego del tratamiento térmico. (C) Fotos de la muestra tanto para el dia 0 como

para el dia 56 de almacenamiento.
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Figura 4.19 - Perfiles de T (Ay B) y BS (C y D) del control WPI pH 4,0 sin y con la aplicacion de

un tratamiento térmico, respectivamente, alo largo del tiempo de almacenamiento. (C) Fotos

del control WPI pH 4,0 tanto para el dia 0 como para el dia 56 de almacenamiento sin (F) y con

(G) la aplicacién de un tratamiento térmico.
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En cuanto a los perfiles de T y BS obtenidos para las NPs WPI-SSPS, se observaron diversos

comportamientos.

Las NPs WPI-SSPS obtenidas a pH 3,0 con y sin tratamiento térmico (resultados no
mostrados) presentaron perfiles estables similares a los presentados en la Figura 4.17, sin
importar la relacion WPI:SSPS (1:0,50, 1:0,25 o 1:0,17), demostrando la estabilidad en

dispersion de estas NPs al pH mencionado.

Respecto de las NPs obtenidas a pH 3,5, en la Figura 4.20 se presentan los perfiles de T y
BS de la muestra WPI:SSPS 1:0,50 con tratamiento térmico. Esta muestra presenté una
leve variacion en los valores de T y BS a través del tiempo, lo que se correlaciona con un
incipiente proceso de clarificacién (en el dia 56 de almacenamiento los valores de T
comienzan a subir en la zona superior del tubo y a disminuir en la zona inferior del tubo). De
todos modos, como los cambios fueron minimos, se podria decir que se trata de una muestra
estable. Perfiles similares a los mostrados en la Figura 4.20 se observaron también para la
NPs obtenidas a las relaciones WPI:SSPS 1:0,50, 1:0,25 y 1:0,17 a pH 3,5 sin tratamiento
térmico (resultados no mostrados). Por otro lado, las NPs WPI:SSPS 1:0,25y 1:0,17 apH 3,5
con tratamiento térmico (resultados no mostrados) presentaron los perfiles de T y BS que se
muestran en la Figura 4.21. A diferencia de las muestras sin la aplicacion del tratamiento
térmico, en la que se obtuvieron resultados relativamente estables, en estos caso se
observaron procesos de clarificacion mas rapidos que se intensificaron conforme fue pasando
el tiempo de almacenamiento. En este sentido, es importante resaltar que las NPs obtenidas
en la relacion 1:0,17 presentaron mayores diferencias en sus perfiles a lo largo del tiempo que
las muestras con 1:0,25y 1:0,50, lo que demuestra que al aumentar la concentracion de SSPS

disponible, se incrementa la estabilidad coloidal de estas dispersiones.
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Figura 4. 20 - Perfiles de T (A) y BS (B) alo largo del tiempo de almacenamiento de NPS
WPIS:SSPS 1:0,50 pH 3,5 luego del tratamiento térmico. (C) Fotos de la muestra tanto para el

dia 0 como para el dia 56 de almacenamiento.
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Figura 4.21 - Perfilesde T(Ay B) y BS (Cy D) de NPs WPI:SSPS 1:0,25y 1:0,17 a pH 3,5,
respectivamente, a lo largo del tiempo de almacenamiento luego de la aplicacion de un
tratamiento térmico. (C) Fotos de las muestras de NPs WPI:SSPS 1:0,25 (F) y 1:0,17 apH 3,5
(G) luego de la aplicacién de un tratamiento térmico, tanto para el dia 0 como para el dia 56 de

almacenamiento.

Respecto de las muestras obtenidas a pH 4,0, podemos decir que so6lo la muestra de
WPI:SSPS 1:0,50 sin tratamiento térmico se mantuvo relativamente estable (resultados no

mostrados), presentando perfiles similares a los observados en Figura 4.20. La muestra
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obtenida con tratamiento térmico presenté cambios en los perfiles de T y BS (Figura 4.22)
que se correlacionan con un proceso de clarificacion en la zona superior del tubo y
sedimentacion en la parte inferior del tubo mucho mas marcado que su contraparte sin
tratamiento térmico. Por otro lado, las NPs obtenidas en una relacion WPI:SSPS 1:0,25 a pH
4,0 sin y con tratamiento térmico presentaron los perfiles mostrados en la Figura 4.23. En este
caso, en ausencia del tratamiento térmico, la muestra presentd una desestabilizacion por
clarificacion. Por su parte, en presencia del tratamiento térmico, la estabilidad se incrementé
significativamente, presentando perfiles de T y BS comparables con una muestra
relativamente estable. Por ultimo, en la Figura 4.24, se presentan los perfiles de Ty BS de las
NPs obtenidas con relacion WPI:SSPS 1:0,17 a pH 4,0 sin y con tratamiento térmico. A partir
de estos resultados podemos demostrar que la muestra con la menor relacion WPI:SSPS
(1:0,17) y sin tratamiento térmico, fue la mas inestable de las NPs obtenidas, presentando
procesosde clarificacién y sedimentacién importantes. Asimismo, podemos demostrar que la
aplicacién de un tratamiento térmico incrementa la estabilidad de la dispersion coloidal. De
todos modos, es importante resaltar que la muestra WPI:SSPS 1:0,17 sin tratamiento térmico
resultdé mucho mas estable que el respectivo control de WPI, lo que demuestra el potencial

estabilizador de la formacidén de complejos electrostaticos.
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aplicacion de un tratamiento térmico, respectivamente, a lo largo del tiempo de
almacenamiento. (C) Fotos de las muestras de NPs WPI:SSPS 1:0,25 (F) y 1:0,17 a pH 3,5 (G)

luego de la aplicacion de un tratamiento térmico, tanto para el dia 0 como para el dia 56 de

almacenamiento.
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Figura 4.24 - Perfilesde T (Ay B) y BS (Cy D) de NPs WPI:SSPS 1:0,17 pH 4,0 sin y con la
aplicacion de un tratamiento térmico, respectivamente a lo largo del tiempo de
almacenamiento. (C) Fotos de las muestras de NPs WPI:SSPS 1:0,17 pH 4,0 sin (F) y con la
aplicacion de un tratamiento térmico (G), tanto para el dia 0 como para el dia 56 de

almacenamiento.
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Adicionalmente, en la Figura 4.25 se presentan los valores de TSI globales de las muestras

a lo largo de 56 dias de almacenamiento.
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Figura 4.25 - TSl de los controles SSPS (A) y WPI (B) y de las NPs WPI:SSPS 1:0,50 (C), 1:0,25
(D)y 1:0,17 (E) alo largo de 56 dias de almacenamiento, antes (azul) y después (rojo) del

tratamiento térmico.
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Segun los resultados obtenidos, los controles de SSPS se mantuvieron estables a lo largo
de los 56 dias analizados, presentando TSI menores a 5. Estos resultados se condicen con
los perfiles de T y BS. Por otro lado, los controles de WPI presentaron valores de TSI
significativamente diferentes, dependiendo del pH y el tratamiento térmico. El control de WPI
a pH 4,0 present6 una desestabilizacion rapida en el dia de preparacion, lo que se reflejo en
la sedimentacion y precipitacion de las particulas de gran tamafio, independientemente del
tratamiento térmico. La precipitacion de las particulas se evidencié por el incremento del BS
en la zona inferior del tubo y por el incremento de la T en la zona superior del tubo, como
discutimos anteriormente (Figura 4.19). Por otro lado, el control de WPI a pH 3,5 fue estable
en ausencia de tratamiento térmico, mientras que la realizacion de un tratamiento térmico
llevé a la agregacion de las proteinas presentes y a la consecuente desestabilizacién del
sistema, evidenciando una desventaja en la implementacion de WPl en matrices
alimentarias acidas que lleven un tratamiento térmico. Por su parte, el controlde WPI a pH
3,0 con y sin tratamiento térmico resulto ser estable a lo largo del tiempo de estudio. A raiz
de estos resultados, se puede decir que mientras mas se acerca el pH al plde la proteina,

menos estable es la muestra.

Las NPs WPI-SSPS mostraron una mayor estabilidad que el control de WPI,
independientemente del pH, de la relacion WPI:SSPS y el tratamiento térmico. En este
sentido, las NPs presentaron valores de TSI menores a 20 a lo largo del tiempo, indicando
mejor estabilidad del WPI en presencia de los SSPS, en comparacién con el WPI. Resultados
similares fueron reportados anteriormente para complejos de WHPI-polisacaridos de
Flammulina velutipes y de PPI-alginato propilenglicol, los cuales mostraron mejor estabilidad

Turbiscan que las respectivas proteinas control (Guo y col., 2019; Shang y col., 2020).

En la Figura 4.26 se presentan las superficies de respuesta del TSI a los 56 dias de
almacenamiento para las muestras sin y con tratamiento térmico y la malla de distribucion
de TSI, segun el analisis realizado en Statgraphics. Segun este analisis, solo el pH y la
interaccion entre los factores de pH y tratamiento térmico tuvieron efectos significativo en el
TSI global obtenido a los 56 dias de almacenamiento, mientras que la relacion WPI:SSPS y
el tratamiento térmico no tuvieron un efecto significativo por si solos. A pH 3,0 y 3,5, todos
los complejos mostraron una tendencia estable, con valores de TSI global menores a 10. A
pH 4,0, sin tratamiento térmico, las muestras con las relaciones WPI:SSPS mas altas(1:0,17
y 1:0,25) presentaron valores de TSI mas altos que aquellos obtenidos a unarelacion
WPI:SSPS mas baja (1:0,50). Esta tendencia podria deberse a que, a medida que aumenta
la concentracién de SSPS, la estabilidad de los complejos aumenta debido a la presencia de
polisacaridos interactuando con la proteina a través de interaccion electrostatica y

repulsiones estéricas, debido a la estructura ramificada de los SSPS, la cual es similar a la
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estructura de la pectina (Li y col., 2020). Ademas, luego del tratamiento térmico, las muestras
con las relaciones WPI:SSPS mas altas (1:0,17 y 1:0,25) presentaron una reduccién en los
valores de TSI, indicando una estabilizacion gracias al tratamiento térmico. Resultados
similares fueron obtenidos para complejos de WPI-pectina a pH 4,5 (Gentés, St-Gelais y
Turgeon, 2010).
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Figura 4.26 - TSl de las NPs WPI-SSPS. (A) Superficie de respuesta para las muestras sin
tratamiento térmico; (B) Superficie de respuesta para las muestras con tratamiento térmico; y

(C) Malla de distribucién de la funcion TSI para el disefio multifactorial.
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4.2.5 Seleccion de la condicion 6éptima para la obtencion de NPs

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que las caracteristicas de las NPs
WPI-SSPS pueden ser reguladas en funcion del pH, la relacion masica WPIL:SSPS vy la
realizacion de un tratamiento térmico. Sin embargo, considerando que las NPs WPI-SSPS
seran utilizadas para encapsular y estabilizar un compuesto bioactivo hidrofobico, se debe
seleccionar una condicion adecuada en la cual el tamafo promedio de particula y el TSI fueran

minimos, la hidrofobicidad aromatica superficial fuera maximay el potencial { cercano a cero.

Utilizando la opcion de “optimizacién de multiples respuestas” provista por Statgraphics, fue
posible encontrar la condicion capaz de cumplir dichas premisas. En la Figura 4.27 se
presenta el grafico de deseabilidad obtenido, donde al aproximarse el valor de deseabilidad a

1, se estaran cumpliendo las premisas configuradas.
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Figura 4.27 - Grafica de deseabilidad obtenida por optimizacion de multiples respuestas

(minimo tamafio y TSI, maximo HO y potencial { cercano a 0).

A partir de este analisis, los nanocomplejos autoensamblados WPI-SSPS con menor tamano
de particula (126,1 + 0,5 nm), potencial { cercano a la neutralidad (-1,26 + 0,15mV),
mayor hidrofobicidad superficial (20.989,8 + 5.748,4) y mayor estabilidad fisica (con un valor
de TSI de 4,77 a los 56 dias de almacenamiento) se obtuvieron luego del tratamiento térmico
en condiciones de pH 3,5 y relacion WPI:SSPS 1:0,50.

Por lo tanto, dichas condiciones fueron seleccionadas para obtener las NPs WPI-SSPS vy

evaluar su capacidad de interaccion y estabilizacidon de compuestos bioactivos hidrofébicos.
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4.3 Encapsulacion y estabilizacion de CUR en las NPs de WPI-SSPS

Una vez seleccionada la condicion éptima de preparacion de NPs WPI-SSPS, se procedi6 a
evaluar la capacidad de las mismas para encapsular y estabilizar curcumina (CUR) en medios

acuosos acidos. A continuacion, se detallan y analizan los resultados obtenidos.

4.3.1 Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de CUR en NPs

En la Figura 4.28 se presentan los resultados de eficiencia de encapsulaciéon (EE, %) y
capacidad de carga (LC, ug CUR/mg de NPs) de CUR en las NPs WPI-SSPS.

Segun los resultados obtenidos se puede observar que, a medida que aumenté la
concentracion inicial de CUR, también lo hizo la LC de los complejos. En este sentido, al
utilizar la mayor concentracion inicial de CUR se obtuvo una LC del 5,5 £ 0,2 ug CUR/mg de
NPs. Por su parte, la EE se mantuvo cerca del 80 % al utilizar una concentracion inicial de
CUR mayor o igual a 40 pg/ml. Particularmente, cuando la concentracion inicial de CUR fue
la mas alta (100 pg/mL) se obtuvo una EE del 83,3 + 3 %. Estos resultados se asemejan a los
obtenidos por Yiy col. (2021) para nanocomplejos de WPI y alginato de sodio, donde la LC
fue incrementando a medida que se incremento la concentracion inicial de CUR. Estos autores
reportaron una EE del 76,28% y una capacidad de carga de 15,26 ug CUR/mg de complejo
WPI-alginato al utilizar una concentracion inicial de CUR de 100 pg/ml (Yiy col., 2021). Por
otro lado, Yi y col. (2016) también estudiaron la encapsulacién de CUR en complejos de a-
lactoalbumina y dextrano, reportando una EE del 97,5% y una LC de 1,95ug CUR/mg. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo para la encapsulacién de CUR en NPs WPI-

SSPS permiten balancear la EE y LC, respecto de los resultados reportados por otros autores.

A partir de estos resultados, se decidié continuar trabajando con NPs-CUR obtenidas con una

concentracion inicial de CUR de 100 pg/ml.
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Figura 4.28 - Eficiencia de encapsulacion (EE%, eje izquierdo, puntos) y capacidad de carga
(LC, eje derecho, barras) de CUR de las NPs WPI-SSPS.
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4.3.2 Caracterizacion de las NPs-CUR

En la Figura 4.29 se presentan los resultados de tamano promedio de particula, PDI y
potencial ¢ de las NPs WPI-SSPS sin y con CUR.

Segun los resultados obtenidos, se puede observar que las NPs sin y con CUR no presentaron
diferencias significativas en cuanto al tamano promedio de particula, el PDI y el potencial .
Por lo tanto, se puede confirmar que el agregado de CUR no modifica significativamente las
caracteristicas de las particulas WPI-SSPS. Ademas, estos resultados sugieren que no se
veria modificada la estabilidad fisica probada anteriormente en presencia de CUR, durante

el tiempo de almacenamiento estudiado.

En concordancia con los resultados obtenidos, estudios realizados por Xu y col. (2020) para
complejos de caseina-SSPS-CUR demostraron que no hubo diferencias en el potencial { de
los complejos sin y con CUR. Sin embargo, los autores reportaron un aumento del diametro

promedio de los complejos con CUR con respecto a los complejos sin CUR.
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Figura 4.29 - (A) Tamafio de particula promedio, (B) PDI y (C) potencial { de las NPs con y sin
CUR.

4.3.3 Determinacion de la estabilidad durante el almacenamiento a distintas

temperaturas

En la Figura 4.30 se presentan los resultados de tamafo promedio de particula de las

muestras a las diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento.

Frente a estos resultados, se puede decir que no hubo diferencias significativas entre los
tamanos de las particulas sin y con CUR, en todas las temperaturas de almacenamiento y
en la totalidad del periodo de estudio. Esto indica que el tamafo de las NPs se mantuvo

estable por al menos 72 horas, tanto en un ambiente refrigerado como en un ambiente con
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temperatura similar a la del organismo humano.

Resultados similares fueron obtenidos por Xu y col. (2020) para complejos caseina-SSPS-
CUR. En su estudio, los autores reportaron que los valores de tamafo de particula de los
complejos no se modificaron significativamente durante 30 dias a una temperatura de

almacenamiento de 4 °C (Xu y col., 2020).
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Figura 4.30 - Tamafio de particula promedio de las NPs sin y con CUR almacenadas a (A) 4 °C,
(B)25°Cy (C) 37 °C.

En la Figura 4.31 se presentan los resultados obtenidos en relacion a la estabilidad quimica

de la CUR en las distintas temperaturas y tiempos de almacenamiento. En la Figura 4.32 se
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presentan fotografias de las muestras a lo largo del tiempo de almacenamiento.

En el caso de la CUR libre, se puede observar que ésta se degrado6 rapidamente en el periodo
de tiempo estudiado, perdiéndose aproximadamente un 90% de CUR antes de las 10 horas
de almacenamiento, para todas las condiciones de temperatura. Es importante mencionar
que la disminucion de la concentraciéon de CUR en solucién podria ocurrir pordos factores:
en primer lugar, debido a su baja solubilidad en agua, ocurriria el fendmeno de precipitacion,
y en segundo lugar, debido a su baja estabilidad quimica, ocurriria la degradacién. Segun los
resultados obtenidos, a medida que aumenté la temperatura (de 4 a 37°C) se observé que la
velocidad de degradacion aumenté. Este hecho se puede apreciar al ver una disminucién mas
rapida de la concentraciéon de CUR a la temperatura de almacenamiento de 37°C (Figura

4.31), acompafnada de una menor cantidad de precipitado(Figura 4.32).

Por otro lado, para la CUR encapsulada en NPs WPI-SSPS, se observd cémo las NPs
protegen a la CUR y retrasan e impiden su degradacién y precipitacion, al menos durante 72
horas en las muestras desde 4 a 37°C. Para todas las temperaturas de almacenamiento, se
obtuvieron valores de retencién de CUR mayores al 95 %. Cabe destacar que para las NPs-
CUR almacenadas a 4 y 25°C, se realizdé una determinacion adicional luego de 8 dias de
almacenamiento, donde se observé que la concentracion de CUR inicial continuaba siendo

mayor al 95 % y remarcando la estabilizacion mediada por las NPs.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Xu y col. (2020) para complejos
caseina-SSPS-CUR, los cuales demostraron que la CUR libre se degradé en un 94 % luego
de 5 dias de almacenamiento a 25°C, mientras que los complejos presentaron una
degradacion de CUR de aproximadamente 3 % luego de 30 dias de almacenamiento a
25°C.
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Figura 4.31 - Concentracion de CUR en agua a pH 3,5 (A) y en NPs WPI-SSPS (B) a lo largo del

tiempo de almacenamiento a 4 °C, 25 °Cy 37 °C.
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NPs NPs-CUR CUR NPs NPs-CUR CUR

Figura 4.32 - Fotografias de las muestras de NPs, NPs-CUR y CUR al tiempo 0 (A) y luego de
72h (B)y 192 h (C) de almacenamiento a 4 °C, 25 °Cy 37 °C.

4.3.4 Determinacion de la estabilidad frente al proceso de pasteurizacion

En la Figura 4.33 se presentan los resultados obtenidos luego del proceso de pasteurizacion
comunmente utilizado en alimentos bebibles.

En primer lugar, en comparacion con el control de CUR libre, se observé como las NPs
protegieron y evitaron la degradacién de la CUR ante el tratamiento térmico aplicado, con una
retencion de CUR del 99,69 + 0,46 % para los complejos NPs-CUR y del 25,89 + 3,85 %
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para la CUR libre. Estos resultados siguen la linea de los obtenidos por Xu y col. (2014) para
complejos formados por lisozima, k-carragenina y CUR. En dicho trabajo, los autores reportan
que, al realizar un tratamiento de 60 °C durante 30 minutos, la retencion de CURfue de
12,7 % para la CUR libre y de 25,1 % para los complejos lisozima-k-carragenina-CUR (Xu
y col., 2014). Es interesante resaltar que la retencion de CUR por parte de las NPs WPI-SSPS
fue ampliamente mayor que la de los complejos lisozima-k-carragenina. Por su parte, en un
estudio realizado por Zhang y col. (2023), tras someter a complejos de zeina, 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina y CUR a un tratamiento de pasteurizacion a 65 °C por 30 minutos, se obtuvo
una retencién de CUR menor al 60 % para la CUR libre y mayor al 90 % para la CUR
encapsulada (Zhang y col., 2023).

En segundo lugar, se observo que el potencial ¢, el tamafio de particula y el PDI de las NPs
se mantuvieron sin cambios significativos luego de la pasteurizacién, tanto en presencia como
en ausencia de CUR. En conjunto, todos estos resultados continian evidenciando la
estabilidad incrementada de las NPs WPI-SSPS respecto de WPI y su potencialidad para

encapsulary estabilizar compuestos bioactivos hidrofébicos en matrices alimentarias acidas.
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Figura 4.33 - (A) Retencién de CUR luego del proceso de pasteurizaciéon en el control de CUR
en agua pH 3,5 0 en las NPs WPI-SSPS, (B) Potencial g, (C) tamafio de particula promedio y (D)
PDIl de las NPs y NPs-CUR antes y después de la pasteurizacion.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron cumplir tanto con el objetivo general

como con los objetivos especificos planteados al inicio de esta investigacion.

En primer lugar, a partir de los resultados que se obtuvieron al estudiar diferentes condiciones
de pH (2,0 a 7,0) y relaciones masicas WPI:SSPS (1:1 a 1:0,10), se pudo demostrar que,
independientemente de la relacion masica, ocurrié el autoensamblaje electrostatico de los
biopolimeros en condiciones de pH entre 2,0 y 4,3, donde el WPI presentd carga neta positiva
y los SSPS presentaron carga neta negativa. Adicionalmente, se demostrd que los rangos de
pH para la formacién de complejos autoensamblados (pH criticos) dependieron de la relacion
masica WPI:SSPS y que la estabilidad de las proteinas en condiciones acidas se incremento
a medida que aumento la concentracién de SSPS disponible (diagrama de fases). A partir de
estos resultados, fue posible cumplir el primer objetivo especifico y seleccionar los rangos de

pH y relacion WPI:SSPS de interés para obtener nanoparticulas autoensambladas.

En segundo lugar, se estudiaron los efectos del pH en el rango seleccionado (3,0, 3,5y 4,0),
de la relacién masica WPI:SSPS en el rango seleccionado (1:0,50, 1:0,25y 1:0,17) y el efecto
de un tratamiento térmico (90 °C, 20 min) en las caracteristicas de las NPs WPI- SSPS,
cumpliendo con el segundo objetivo especifico. A partir de estos resultados fue posible

demostrar que:

- A medida que se disminuyo el pH (4,0 a 3,0):

o Se torn6 mas positivo el potencial ¢ de las NPs, debido a que existe una mayor
cantidad de grupos de carga positiva aportados por WPI que no son
contrarrestados por la carga negativa aportada por SSPS.

o Disminuy6 el tamafio de particula promedio de las NPs, debido a la formacién
de una red interconectada fuertemente entre las proteinas y los polisacaridos.

o No se modificé sustancialmente la hidrofobicidad aromatica superficial en las
muestras que no recibieron tratamiento térmico.

o Se incremento la estabilidad fisica de las NPs en dispersion, posiblemente
debido a que las particulas presentan menor tamafo de particula y menor
tendencia a la agregacion (por la lejania con el pl de WPI).
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- A medida que se disminuy6 el contenido de SSPS (1:0,50, 1:0,25y 1:0,17):

o Setornd mas positivo el potencial { de las NPs, debido a que existe una menor
cantidad de grupos con carga negativa aportados por el SSPS para
contrarrestar las cargas positivas del WPI.

o No se modificd sustancialmente el tamano de particula promedio ni la
hidrofobicidad aromatica superficial.

o Se disminuy6 levemente la estabilidad fisica de las NPs en dispersion,
posiblemente debido a la menor cantidad de zonas de SSPS hidrofilicas en la
superficie de las NPs que podrian estabilizar las particulas en dispersion por
efectos estéricos.

- Cuando se realiz un tratamiento térmico (90 °C por 20 min):

o Se incremento6 el médulo del potencial  de las NPs, posiblemente debido a
reorganizaciones en la estructura proteica, pero segun el analisis de superficie
este efecto no fue significativo.

o Se incrementd levemente el tamano de particula, pero manteniéndolo en un
rango nanomeétrico, posiblemente debido a una reorganizacion de laestructura
de los complejos. Asimismo, la realizacion de un tratamiento térmico permitié
estabilizar el tamafo promedio por al menos 56 dias de almacenamiento.

o Se incrementd la hidrofobicidad aromatica superficial, posiblemente por el
desplegamiento de la fraccidn proteica y la exposicion de zonas hidrofébicas
hacia el exterior de las NPs.

o Se incremento la estabilidad fisica durante el almacenamiento, posiblemente
debido a la estabilizacién del tamafio a lo largo del tiempo de almacenamiento.

A partir de estos resultados y utilizando la metodologia de superficie de respuesta fue posible
optimizar las condiciones de autoensamblaje de WPI y SSPS para obtener NPs con menor
tamano de particula, potencial { cercano a la neutralidad, mayor hidrofobicidad superficial y
mayor estabilidad fisica. Dichas condiciones se obtuvieron luego del tratamiento térmico en
condiciones de pH 3,5y relacion WPI:SSPS 1:0,50.

Finalmente, se estudié la capacidad de estas NPs WPI-SSPS optimizadas para encapsular
CUR. Estos estudios derivaron en la conclusion de que las mismas tienen una elevada
eficiencia de encapsulacién, acompafado de una buena capacidad de carga. Asimismo, se
demostré que las NPs WPI-SSPS incrementaron la estabilidad quimica de la CUR en
condiciones normalmente utilizadas para el procesamiento (pasteurizacion) y en
almacenamiento de alimentos (4 y 25 °C) comparado con el control de CUR sin encapsular,
el cual se degrada y/o precipita en tiempos considerablemente inferiores. Estos resultados

permitieron cumplir con el tercer objetivo especifico.
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que es posible obtener
complejos autoensamblados de WPI y SSPS con caracteristicas adecuadas para encapsular
y estabilizar curcumina en matrices alimentarias acidas, confirmando nuestra hipotesis

general de trabajo.

Como perspectivas, se propone estudiar la capacidad de las NPs WPI-SSPS-CUR de
incrementar la bioaccesibilidad de CUR durante la digestion gastrointestinal simulada in vitro
por el método estandarizado INFOGEST 2.0. Se espera que la presencia de SSPS
(polisacarido no digerible que se comporta como fibra alimentaria en el tracto digestivo
humano), impida la degradacién de las NPs a nivel gastrico y consecuente liberacion de la
CUR, aumentando la bioaccesibilidad del bioactivo a nivel intestinal. Ademas, en el caso de
que las NPs estudiadas tengan dicha capacidad, se plantea la posibilidad de obtener
productos solidos por liofilizacion o secado por spray, para facilitar su incorporacién en

matrices alimentarias acidas, obteniendo asi alimentos funcionales.
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