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INTRODUCCION

En la industria alimentaria, la vitamina A (VA) es utilizada en la fortificacion de
productos lacteos, harinas, cereales, etc. Sin embargo, el empleo de la misma esta
limitado por su escasa solubilidad en medios acuosos y por su baja estabilidad
guimica frente a la oxidacion y a la radiacion UV. Como solucion a esta problemética,
se han desarrollado diversos métodos de encapsulacion de VA (ej.: emulsiones,
nanoparticulas lipidicas, liposomas, etc.), siendo los mismos de escasa aplicacién en
la fortificacion de alimentos (Loveday y Singh, 2008). El avance en el desarrollo de
sistemas de encapsulacion de VA compatibles con matrices alimenticias podria hacer
uso de fuentes proteicas altamente disponibles y del empleo de nuevas tecnologias.
Como fuente proteica importante se destacan las proteinas de la clara de huevo,
cuyas propiedades funcionales permiten su utilizaciébn en una gran variedad de
alimentos. La ovoalbumina (OVA) constituye el 54% de las proteinas de la clara del
huevo, y se ha demostrado que es capaz de formar particulas de didmetro <100 nm
bajo tratamiento térmico controlado. Estas nanoparticulas (OVAnN) poseen una elevada
hidrofobicidad lo que permite la union superficial de un gran nimero de moléculas de
compuesto bioactivo lipofilico. Este fendbmeno da origen a nanocomplejos solubles
(Sponton y col.,, 2015). Por lo tanto, la encapsulacion de VA bajo la forma de
nanocomplejos podria incrementar la carga de bioactivo y, al mismo tiempo, favorecer
su incorporacién en medios acuosos. Finalmente, la proteccién frente al oxigeno y a la
luz UV podria lograrse mediante la generacion de una cubierta de polisacarido sobre la
superficie de los nanocomplejos (Perez y col., 2015).

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue evaluar un procedimiento de encapsulacion de
vitamina A (VA) basado en las siguientes etapas: (i) obtencién de nanoparticulas de
ovoalbumina (OVAn), (i) formacién de nanocomplejos OVAnN-VA, (iii) deposicién
electrostatica de un polisacarido sobre la superficie de nanocomplejos OVAn-VA 'y (iv)
verificacion de la estabilidad quimica de VA frente a oxigeno ambiental y luz artificial.

METODOLOGIA
Obtencién de nanoparticulas de ovoalbumina (OVAnN)

Se realizd de acuerdo al procedimiento descripto por Sponton y col., 2015. Para ello,
se prepard una solucién de OVA (Sigma, USA) 10g/L en NaCl 50 mM a pH 7,5. La
misma se colocé en un bafio de agua a 85 °C por 5 min, posteriormente, se enfrié en
bafio de hielo y se almacené a 4 °C hasta su utilizacién, obteniéndose de esta forma
una soluciéon de OVAn.

Formacién de nanocomplejos OVAn-VA

Se realiz6 la titulacion de una solucion de OVAn 1 UM con concentraciones crecientes
de VA (0-197 pM). La formacién de OVAn-VA se monitored por espectroscopia de
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fluorescencia debida al Trp, excitando a 280 nm y registrando la emisién a 290-450 nm
(Espectrofluorémetro Hitachi, Japon). Como control se utilizé una solucion de OVA
nativa. Los datos se ajustaron al modelo de Stern-Volmer (Ec. 1):

0 = 1+ Ksy [VA] (Ec. 1)
donde F, y F corresponden a la fluorescencia inicial y maxima, respectivamente, Ksy
es la constante de Stern-Volmer (considerada como una medida de la constante de

afinidad K,) y [VA] es la concentracion de vitamina A. Para desviaciones de la

linealidad de la Ec. 1, se aplic6 el modelo de Stern-Volmer modificado (Ec. 2).

LT (Ec. 2)
Fo_F faKsy[VA] = fa ’
donde f, es la fraccién de residuos Trp accesibles a VA (Shpigelman y col., 2010), y el

modelo de Scatchard modificado (Ec. 3):

1 1

VAtota .
Protal (1= fi) = 2282 (2 - 1) - —— = o (Ec. 3)

donde P es la concentracién total de proteina (OVA, OVAn), VAuwa €s la
concentracion total de vitamina A, n es el nimero de moléculas de VA unidas a la
proteina en la saturacion, K, es la constante de afinidad, f; es la fraccién de sitios
ocupados por VA, Fa es la fluorescencia a la saturacién y F; es la fluorescencia en la
relacion (proteina/VA); (Le Maux y col., 2013). Debido a la existencia de un fenébmeno
de filtro interno, se realizd la correcciéon de los valores de intensidad de fluorescencia
segun van de Weert y Stella, 2011. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Fi—Fp

Deposicion electrostatica de un polisacarido sobre la superficie de OVAn-VA

Se realiz6 la deposicidn electrostatica de un polisacarido, pectina de alto metoxilo
(PAM), sobre la superficie de los nanocomplejos OVAn-VA a una relacion OVAn-
VA:PAM 2:1. ElI pH adecuado para tal deposicion se determind a partir del
comportamiento de fase (ausencia/presencia de precipitado) del sistema OVAn-PAM
en el rango 2,5-7,0. La distribucién de tamafio de particula se determiné por dispersién
de luz dinamica (NanoZetasizer ZS90, Malvern, UK). Se realizaron triplicados.

Estabilidad quimica

El ensayo de estabilidad quimica de VA se llev6 a cabo en presencia de oxigeno
ambiental y en presencia/ausencia de luz artificial (lampara fluorescente, 65 W, a 35
cm de la muestra) durante un periodo de 30 horas. La estabilidad se calcul6 como
porcentaje de la absorbancia inicial a 330 nm (longitud de onda de maxima absorcion
de VA). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia (IF) de OVA (Fig.
1la) y OVAn (Fig. 1b) con el aumento de la concentracion de VA. Se observé que la IF
aumenté para OVA mientras que disminuyé para OVAn. Ambos comportamientos
sugieren la formacion de nanocomplejos con VA; sin embargo, su formacién estaria
gobernada por mecanismos de union diferentes (Le Maux y col., 2013). La aplicacién
del modelo de Stern-Volmer al sistema OVA-VA arroj6 un valor de Kgy=1.19 x 10° M™.
La aplicacion del mismo modelo al sistema OVANn-VA no fue posible debido a una
desviacion de la linealidad. Consecuentemente, se aplicd el modelo de Stern-Volmer
modificado el que arrojé un valor de Kgy= 3.5 x 10* M. Estos resultados indicarian
gue OVAnN posee una mayor afinidad por VA que OVA. Por otro lado, la aplicacién del
modelo de Scatchard modificado al sistema OVAN-VA arrojé los siguientes valores de
ny Ka: n;: 15, Kay: 7 x 10* Mty n,: 67, Ka,: 3 x 10° M™. Los resultados indican que



OVAnN es capaz de unir superficialmente 82 moléculas de VA repartidas en dos tipos
de sitios de unién o dominios de distinta afinidad por VA.
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Figura 1: Intensidad de fluorescencia intrinseca (IF) en funcion de la longitud de onda al titular
OVA (a) u OVAnN (b) con concentraciones crecientes de VA (0-197 uM).

Figura 2: (a) Comportamiento de fase del
sistema OVANn-PAM. Incrementos de
izquierda a derecha de 0,5 unidades de pH.
(b) Efecto de la deposicion electrostatica de
PAM sobre la distribucién de tamafios de
particula.

Por otro lado, la Figura 2a presenta el 16+ OVAVA 1
efecto del pH sobre el comportamiento 144 _ _ .OVAR-VA-PAM .
de fase del sistema OVANn-PAM a 124 - - - OVAn-PAM .

relacién 2:1. Se observé que pH=6 fue
adecuado para la deposicién
electrostatica de PAM sobre OVAn ya
gue una disminucién del mismo produjo
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la formacién de precipitados. La Figura
2b muestra los resultados del anélisis
de distribucién de tamafio de particula, ;
siendo los picos observados en orden
creciente: OVAn: 88+1 nm, OVAn-
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PAM: 231+0 nm, OVANn-VA: 312+10 nm y OVAn-VA-PAM: 366+10 nm. Pudo deducirse
gue: (i) la formacién del nanocomplejo OVANn-VA provocd un aumento significativo del
tamafio de OVA debido a la union de 82 moléculas de VA, (i) la deposicion
electrostatica de PAM produjo diferentes tamafios de particula como consecuencia de
la alteracion de la superficie de OVAn debido a las moléculas de VA unidas vy (iii) el
espesor promedio de la cubierta de PAM sobre la superficie de OVAn-VA podria
estimarse en 27 nm considerando la formacion de una particula de tipo core-shell
(Santipanichwong y col., 2008).

Por dltimo, la Figura 3a muestra la evolucion de la estabilidad quimica de VA libre y
vehiculizado en los sistemas: OVA, OVAn y OVAn-PAM. Con VA libre se obtuvo un
83% de estabilidad en oscuridad y un 66% en presencia de luz artificial, sugiriendo que
la degradacion por oxidacion corresponderia al 17% luego de 30 horas (Fig 3b). En los
sistemas los porcentajes de estabilidad fueron: 60% para OVA-VA, 78% para OVAn-
VA y 86% para OVAn-VA-PAM luego de 30 horas de exposicion a luz artificial (Fig.
3b). Los resultados indican que la complejacion con OVA nativa perjudico



significativamente a la estabilidad quimica de VA siendo la misma menor a la obtenida
con VA libre. Por otro lado, la complejacion con OVAn fue capaz de proteger a VA en
presencia de luz pero su proteccion fue menor que la obtenida con VA libre en
oscuridad. Finalmente, la deposicion electrostatica de PAM sobre la superficie del
nanocomplejo OVAN-VA produjo un aumento significativo de la estabilidad quimica de
VA siendo esta mayor que la estabilidad de VA libre en oscuridad, lo que sugiere que
la cubierta de PAM mejoro la estabilidad quimica tanto al oxigeno ambiental como a la
exposicion a la luz artificial.
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Figura 3: (a) Evolucién de la estabilidad quimica de VA para los diferentes sistemas. (b)
Estabilidad quimica de VA a las 30 horas. Se informan los valores promedios con su
correspondiente desviacién estandar. Letras distintas indican diferencias significativas, ANOVA
simple, test LSD (p<0,05).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo confirmarian el éxito del desarrollo de un sistema
de encapsulacion de VA basado en la formacion de nanocomplejos OVANn-VA y
posterior deposicidn electrostatica de PAM sobre la superficie de los mismos. La
informacion obtenida contribuiria a solucionar una problematica de la industria
alimentaria empleando fundamentos simples de nanotecnologia y con la potencialidad
de ser aplicada a la fortificacion de diversas matrices alimenticias.
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