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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a* Parametro de color (verde a rojo)

AapTs+ Actividad de captacion de radical ABTS*, ICsy expresado como mg proteina g™ sistema
Aumi Actividad inhibitoria de a-amilasa, ICso expresado como pug AE mL"!

ABS Absorbancia

ABSplanco Absorbancia correspondiente al blanco

ABSpum Absorbancia correspondiente al blanco de muestra

ABSgr Absorbancia correspondiente al blanco de reactivo

ABSc Absorbancia correspondiente a las diferentes concentraciones de enzima

ABS control Absorbancia correspondiente al control

ABSg Absorbancia correspondiente a la enzima

ABSym Absorbancia correspondiente a la muestra

ABSuestra Absorbancia correspondiente a la muestra

ABSpp Pendiente correspondiente a la ecuacion lineal del blanco

ABSpg Pendiente correspondiente a la ecuacion lineal de la enzima

ABSundara Absorbancia correspondiente al standard

ABTS Acido 2,2'azinobis-(3 etilbenzotiazolina)-6-sulfonico

ABTS* Acido 2.2'azinobis-(3 etilbenzotiazolina)-6-sulfonico catidnico

AE Aceite esencial

AEg Cantidad de aceite esencial encapsulado

AEs Aceites esenciales

AEs Cantidad de aceite esencial determinada en sobrenadante

AEr Cantidad total de aceite esencial inicialmente adicionada en la formacion del nanocomplejo
AFM Microscopia de fuerza atomica

Aglu Actividad inhibitoria de a-glucosidasa, ICsy expresado como pg AE mL!
Aiip Actividad inhibitoria de lipasa pancredtica, ICso expresado como pg AE mL-!



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Alox Actividad inhibitoria de lipooxigenasa, ICso expresado como pg AE mL!
ANDG Acido nordihidroguaiarético

ANS Acido 1-anilino-8-naftaleno sulfénico

Arr Actividad de poder reductor, expresada como g sistema g™ proteina
aw Actividad acuosa

B* Bioaccesibilidad, expresada como %

b* Parametro de color (azul a amarillo)

BE Bioaccesibilidad efectiva, expresada como %

Casis+ Captacion de radical ABTS, expresada como %

CAN Aceite esencial de canela

CB Compuesto bioactivo

CBs Compuestos bioactivos

Chbigesto Concentracion de AE en el digesto total

Cre Captacion de hierro, expresada como %

Calucosa Concentracién de glucosa, expresada como g L™!

Cinicial Concentracion de AE en la muestra inicial

Cwicelar Concentracion de AE en la fraccion micelar

COM Aceite esencial de comino

COX Ciclooxigenasa

CR Contenido relativo, expresado en %

du Diametro hidrodinamico de particula, expresado en nm
DLS Dispersion de luz dindmica

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DMSO Dimetilsulfoxido
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DOvianco Densidad dptica del blanco

DOmuestra Densidad dptica de la muestra

DTG Termogravimetria derivada

E* Estabilidad, expresada en %

EAA Equivalente de acido ascorbico

EAG Equivalente de acido galico

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EE Eficiencia de encapsulacion, expresada en %

EW Clara de huevo

EWP Proteina de clara de huevo

EWPn Nanoparticula de proteina de clara de huevo

EWPn-AE Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial
EWPn-AE-PAM Coacervado de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial y

pectina de alto metoxilo

EWPn-AE-PAMi,r  Polvo de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial y pectina de

alto metoxilo

EWPn—-CAN Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial de canela
EWPn—-COM Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial de comino
EWPn-LIM  Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial de limon
EWPn—-ORE Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial de orégano

EWPn-ORE-PAM Coacervado de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial de

orégano y pectina de alto metoxilo

EWPn—-ORE-PAMiis Polvo de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial de orégano y

pectina de alto metoxilo
EWPn—-PAM Coacervado de nanoparticula de proteina de clara de huevo y pectina de alto metoxilo
EWPn—PAM;ior Polvo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y pectina de alto metoxilo

EWPn-TOM Nanocomplejo de nanoparticula de proteina de clara de huevo y aceite esencial de tomillo
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EWPn-TOM-PAM

Coacervado de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial de

tomillo y pectina de alto metoxilo

EWPn—-TOM-PAM;or Polvo de nanoparticula de proteina de clara de huevo, aceite esencial de tomillo y

pectina de alto metoxilo

FDA
FEMA
FGS
FID

FIS
FRAP
FSS

GC
GC-FID/MS
GRAS
HAT
HPLC
Tami

ICso
ICA

IF max-ans
IF max Tip
Lo

Liip

Liox

L*

LIM

LOX

Food and Drug Administration

Flavor and Extract Manufacturers Association

Fluido géstrico simulado

Detector de ionizacion de llama

Fluido intestinal simulado

Capacidad para reducir el hierro férrico

Fluido salival simulado

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases con deteccion por ionizacion de llama y espectrometria de masas
Generalmente reconocida como segura

Transferencia del atomo de hidrogeno

Cromatografia liquida de alto rendimiento

Inhibicion de a-amilasa, expresada como %

Concentracion inhibitoria del 50%

Actividad quelante de hierro, ICso expresado como mg proteina g!
Intensidad de fluorescencia maxima debida al ANS, expresada en u.a.
Intensidad de fluorescencia maxima debida al Trp, expresada en u.a.
Inhibicion de a-glucosidasa, expresada como %

Inhibicion de lipasa pancreatica, expresada en %

Inhibicién de lipooxigenasa, expresada en %

Parametro de color (negro a blanco)

Aceite esencial de limon

Lipooxigenasa
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Mp Masa de polvo

MPM Marcador de peso molecular

Msr Masa de solidos totales

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro

ORE Aceite esencial de orégano

ORE-0.5 Pan con 0,5% de polvo EWPn—ORE—-PAMiiet (0,5 g cada 100 g de harina)
ORE-1 Pan con 1,0% de polvo EWPn—ORE-PAMiie (1,0 g cada 100 g de harina)
OVA Ovoalbumina

PAM Pectina de alto metoxilo

PBS Solucion salina tamponada con fosfato

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

Ps Peso final, expresado en g

P; Peso inicial, expresado en g

pl Punto isoeléctrico

PM Peso molecular, expresado en kDa

PMs Pesos moleculares

pNPG 4-nitrofenil a-D-glucopiranosido

PR Poder reductor, expresado en g sistema g! proteina

PS Polisacarido

PSD Distribucion de tamafio de particula

PSDi Distribucion de tamafio de particula basada en intensidad, expresada en %
PSDv Distribucion de tamafio de particula basada en volumen, expresada en %
PSs Polisacaridos

qPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

RI Resistencia a la insulina

RNS Especies reactivas de nitrégeno
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ROS
RS

SB
SDS
SDS-PAGE
SEM
SET
SGLT
TAME
TCA
TEM
TGA
TGI
TNF
TOM
TOM-0,5
TOM-1
TPA
TPC
TPTZ

t;

Trp
Aa*
Ab*
AE*

AL¥*

Especies reactivas de oxigeno

Recuperacion de sélidos, expresada como %

Sales biliares

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
Microscopia electronica de barrido

Transferencia de electron

Co-transportadores de sodio y glucosa

p-toluensulfonil-L-arginina metil éster

Acido tricloroacético

Microscopia electronica de transmision

Analisis termogravimétrico

Tracto gastrointestinal

Factor de necrosis tumoral

Aceite esencial de tomillo

Pan con 0,5% de polvo EWPn—TOM—-PAM;i¢ (0,5 g cada 100 g de harina)
Pan con 1,0% de polvo EWPn—TOM—PAMii¢ (1,0 g cada 100 g de harina)
Andlisis de perfil de textura

Contenido fenolico total, expresado en mg EAG g-! AE
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina

Tiempo de retencion, expresado en min

Triptofano

Diferencia entre valores del parametro a*

Diferencia entre valores del parametro b*

Diferencia total de color

Diferencia entre valores del parametro L*
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Nex Longitud de onda de excitacion, expresada en nm

Amax-ANS Longitud de onda correspondiente a la intensidad de fluorescencia maxima debida al ANS,

expresada en nm

Amax Trp Longitud de onda correspondiente a la intensidad de fluorescencia maxima debida al Trp,

expresada en nm

15



RESUMEN

RESUMEN

La presente tesis doctoral se propuso estudiar de forma integral la influencia de un sistema de
encapsulacion y de una matriz alimentaria sobre la digestibilidad, bioaccesibilidad y actividad antidiabética
de compuestos bioactivos (CBs) derivados de plantas aromaticas y especias culinarias, con el objetivo de
contribuir al desarrollo de estrategias alimentarias innovadoras para la prevencion y/o el control de la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Para ello, se disefid una secuencia experimental basada en siete objetivos
especificos, abordados a lo largo de tres capitulos, que permitieron avanzar desde la sintesis y
caracterizacion de sistemas nanoestructurados hasta su aplicacion en un alimento modelo: pan blanco de

molde.

En primer lugar, se desarrollaron nanoparticulas proteicas a base de clara de huevo (EWPn) capaces
de vehiculizar aceites esenciales (AEs) con actividad biologica comprobada. Estas nanoparticulas cargadas
con AEs demostraron estabilidad fisicoquimica, eficiencia de encapsulacion adecuada y efecto inhibitorio
significativo sobre enzimas clave en la fisiopatologia de la DM2, validando su potencial como sistemas
funcionales. Posteriormente, mediante la formacion de coacervados con pectina de alto metoxilo (PAM),
se mejord la estabilidad y funcionalidad de los sistemas, lograndose una reduccion significativa en la
expresion de genes que codifican transportadores de glucosa (SGLT1 y GLUT2) en células Caco-2, sin

comprometer la bioaccesibilidad de los compuestos.

Finalmente, los sistemas de encapsulacion disefiados fueron incorporados en una matriz panificada,
cuyo analisis demostro que su adicion no alter6 significativamente sus propiedades tecnoldgicas ni su
aceptabilidad sensorial. A nivel funcional, los panes desarrollados conservaron parcialmente su actividad
antioxidante tras la digestion in vitro, y en algunos casos se observé una modulacion favorable de la

liberacion de glucosa.

Se concluye que esta tesis proporciona evidencia cientifica sdlida sobre el uso de tecnologias de
encapsulacion proteina-polisacarido para mejorar la estabilidad y funcionalidad de CBs susceptibles a la
degradacion quimica, y demuestra la viabilidad de su aplicacion en matrices panificadas como vehiculos
alimentarios. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas en el disefio de alimentos funcionales dirigidos al
abordaje de enfermedades metabolicas como la DM2, y sientan las bases para estudios futuros en modelos

in vivo y aplicaciones clinicas.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This doctoral thesis aimed to comprehensively investigate the influence of a encapsulation system
and a food matrix on the digestibility, bioaccessibility, and antidiabetic activity of bioactive compounds
(CBs) derived from aromatic plants and culinary spices, with the goal of contributing to the development
of innovative dietary strategies for the prevention and/or management of type 2 diabetes mellitus (DM2).
To this end, an experimental sequence was designed based on seven specific objectives, addressed across
three chapters, which enabled progress from the synthesis and characterization of nanostructured systems

to their application in a model functional food: white sandwich bread.

First, protein-based nanoparticles derived from egg white protein (EWPn) were developed as carriers
for essential oils (AEs) with well-documented biological activity. These nanoparticles containing AEs
exhibited suitable physicochemical stability, appropriate encapsulation efficiency, and significant inhibitory
activity against key enzymes involved in the pathophysiology of DM2, supporting their potential as
functional platforms. Subsequently, the formation of coacervates with high methoxyl pectin (PAM)
enhanced the systems' stability and functionality, resulting in a significant downregulation of the glucose
transporter genes SGLT1 and GLUT2 in Caco-2 cells, without compromising the bioaccessibility of the

encapsulated compounds.

Finally, the designed encapsulation systems were incorporated into breads, whose analysis showed
that their addition did not significantly alter the technological properties or sensory acceptability of the
product. Functionally, post-digestion extracts retained partial antioxidant activity, and in some cases, a

favorable modulation of glucose release was observed.

In conclusion, this thesis provides relevant scientific evidence supporting the use of protein—
polysaccharide encapsulation technologies to improve the stability and bioactivity of sensitive CBs, and
demonstrates the feasibility of their application in baked food matrices as effective delivery systems. These
findings open new avenues in the design of functional foods aimed at dietary management of metabolic

diseases such as DM2, and lay the groundwork for future in vivo studies and clinical applications.
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1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades epidémicas cronicas con mayor prevalencia
en todo el mundo. En 2019, la DM afectd globalmente a mas de 500 millones de personas de 20 a 79 afios,
y se espera que este nimero aumente a 700 millones en 2045. Hasta el momento, el costo asociado a esta
enfermedad se ha estimado en 1.000 billones de dolares y podria alcanzar los 1.054 billones de ddlares en

2045 (1).

La DM se define como un conjunto de alteraciones metabolicas caracterizada por niveles elevados
de glucosa en sangre (hiperglucemia sostenida) debido a defectos en la secrecion de insulina o en su accion
a nivel periférico en el organismo (o ambas deficiencias a la vez). A su vez, la DM provoca anomalias en
el metabolismo de grasas y proteinas. La DM se puede clasificar principalmente en DM tipo 1 (DM1), DM
tipo 2 (DM2) y DM gestacional:

La DM1 se considera una enfermedad autoinmune, donde el sistema inmune ataca y destruye células
pancreaticas y, como resultado, este drgano no es capaz de producir insulina. Entre el 5y 10% de los

pacientes con DM son afectados por DM1 (2).

La DM2 se considera una enfermedad prevenible mediante cambios en la dieta, y en el estilo de vida
en general, que ayuden a controlar los niveles de glucosa en plasma. Este tipo de DM esta relacionado con
una respuesta inadecuada a la insulina (sensibilidad reducida a insulina) y con la resistencia a la insulina
(RI) en tejidos periféricos, provocando que la glucosa se acumule en la sangre. Ademas, esta patologia se
asocia con complicaciones a largo plazo, tales como enfermedades cardiovasculares y nefropatia. Para
controlar la DM?2 se estimula la secrecion de insulina a través de medicamentos y/o una dieta apropiada
interrumpiendo o disminuyendo la digestion de almidén, con el propdsito de disminuir la velocidad de
absorcion de azicar en sangre desde el intestino delgado. Entre el 90 y 95% de los pacientes con DM son

afectados por DM2 (3).

La DM gestacional puede manifestarse en mujeres embarazadas debido a desequilibrios hormonales

que ocurren durante el estado gestacional (3).

Otras formas de DM son la diabetes juvenil, que es una forma genética de diabetes, la diabetes
autoinmune latente en adultos y la diabetes secundaria resultante de otras patologias como la pancreatitis o

el uso prolongado de algunos medicamentos tales como los corticoides (3).

1.1.1.  Factores de riesgo y fisiopatologia de DM2

Diversos factores de riesgo se relacionan con el desarrollo de DM2, conformando una compleja
combinaciéon de factores genéticos, metabdlicos y ambientales que interactian unos con otros

contribuyendo a la prevalencia de la enfermedad. Aunque la predisposicion de un individuo a padecer DM2
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debido a factores no modificables (e.g., genéticos, €tnicos, etc.) juega cierto rol en el desarrollo de la
enfermedad, la evidencia presentada en estudios epidemiologicos sugiere que la mayoria de los casos de
pacientes con DM2 pueden ser prevenidos atendiendo a los principales factores de riesgo modificables
asociados, tales como obesidad, sedentarismo y dietas no saludables (4). En primer lugar, la obesidad se
asocia con anomalias metabolicas que resultan en RI. Sin embargo, el mecanismo por el cual este factor
induce Rl y DM2 no ha sido completamente elucidado hasta el momento. Por otro lado, se han sefialado
tres beneficios principales de una actividad fisica sostenida en el tiempo frente al desarrollo de DM2: (i) la
contraccion de células del musculo esquelético induciria el incremento del flujo sanguineo dentro del
musculo, aumentando de este modo la captacion de glucosa desde el plasma; (ii) la reduccion de grasa
intrabdominal evitaria o retardaria la condicion de RI; y (iii) la reversion (debido a la actividad fisica) de
las condiciones de inflamacion y estrés oxidativo disminuiria la predisposicion para el desarrollo de DM2
(4). Finalmente, una dieta rica en fibras, acidos grasos omega-3 y pigmentos vegetales (e.g., resveratrol,
cianidina, curcumina, etc.) y la disminucion del consumo de grasas trans, grasas saturadas y colesterol

puede ser beneficioso para la prevencion o control de DM2 (5).

En el organismo, los niveles altos de glucosa en sangre son ocasionados por anomalias en la accion
y/o secrecion de insulina. La insulina es una hormona producida y secretada por las células f pancreaticas
y su funcioén principal es mantener la homeostasis de la glucosa a través de la estimulacion de la absorcion
de glucosa en tejidos sensibles a insulina (tales como musculo esquelético y tejido adiposo), y de la
inhibicion de la produccion de glucosa en el higado. A su vez, la glucosa es el principal regulador de la
secrecion de insulina en las células f pancreaticas, lo que se lleva a cabo mediante el desencadenamiento
de una cascada de eventos de estimulo-respuesta. Las células B poseen la capacidad de censar los niveles
de glucosa circulante y secretar la cantidad apropiada de insulina para mantener la glucosa de la sangre en
un rango normal. Cuando estos niveles aumentan (por ejemplo, luego de la ingesta de alimentos), la glucosa
es transportada dentro de las células p mediante difusion facilitada a través de un transportador de glucosa

denominado GLUT2 (6).

Existen dos mecanismos generales relacionados con niveles altos de glucosa en sangre que
desembocan en el desarrollo de DM2: (i) cuando se produce la disfuncion de las células  pancreaticas, la
secrecion de insulina se reduce y se limita la capacidad de homeostasis de la glucosa; y (ii) cuando se induce
la RI, la produccion de glucosa por parte del higado se ve aumentada mientras que la absorcion de glucosa
por parte del musculo, higado y tejido adiposo disminuye (4). La disfuncion de células  pancreaticas se ha
asociado con la muerte celular. Sin embargo, estudios recientes han sugerido que este fenomeno podria
deberse a una red mas compleja de interacciones entre el medioambiente y diferentes vias moleculares
implicadas en biologia celular. En un estado nutricional excesivo, como puede ser en condiciones de
obesidad, puede generarse una situacion de hiperglucemia e hiperlipidemia, favoreciendo la RI y la
inflamacion crdonica. Bajo estas circunstancias, las células [ se encuentran afectadas por estrés inflamatorio,

estrés metabolico/oxidativo, estrés por acumulacion de amiloide, etc., lo que podria, en Gltima instancia,
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conducir a la pérdida de la integridad de los islotes de Langerhans (donde se encuentran estas células) (4).
Por otra parte, la RI refiere a la disminucion de la sensibilidad y de la capacidad de respuesta metabolica
por parte de las células sensibles a la insulina ante niveles normales de esta hormona en circulacion. Esta
situacion no sélo conlleva a una captacion de glucosa deficiente, sino que también provoca la secrecion de
insulina en exceso por parte de las células B con el fin de compensar la resistencia a la hormona. Dado que
estas células no son capaces de sostener indefinidamente la sobreproduccion de insulina (hiperinsulinemia),
se induce su disfuncion, en primer lugar, y posterior muerte. Al alcanzar esta iltima instancia, la patologia
adquiere la clasificacion de DMI1. La RI se asocia con estados de adiposidad visceral, intolerancia a la
glucosa, hipertension, dislipidemia, disfuncién endotelial, estrés oxidativo y niveles elevados de
marcadores de la inflamacion. Generalmente, la RI ocurre en adultos mayores, aunque la prevalencia de
esta condicion se ha incrementado en individuos de todas las edades, incluyendo nifios y jévenes con

sobrepeso y estilo de vida sedentario (7).

1.1.2.  Complicaciones asociadas a DM2

Esta solidamente sustentado que la DM puede conducir a diversas complicaciones que afectan
multiples organos (rifiones, higado, corazdn, ojos, etc.) y sistemas (fundamentalmente, nervioso y

cardiovascular).

Las complicaciones macrovasculares asociadas a DM incrementan el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, las cuales representan la causa mas frecuente de muerte en pacientes
diabéticos. Entre ellas, la aterosclerosis es una enfermedad en la que aparecen depositos de lipidos sobre
las paredes internas de las arterias conduciendo, en tltima instancia, a la obstruccion del flujo sanguineo.
Esta situacion favorece la incidencia de enfermedades derivadas (enfermedades cerebrovasculares,
enfermedad de las arterias coronarias y enfermedad vascular periférica, entre otras). Particularmente, la
hiperglucemia cronica induce la disfuncion endotelial a través de diversos mecanismos tales como
reduccion de la vasodilatacion, incremento de la vasoconstriccion, incremento de la exposicion a radicales
libres y alteracion de la funcion de las células endoteliales, facilitando las condiciones proaterogénicas. L.a
hiperglucemia sostenida en el tiempo incrementa la circulacion de citoquinas responsables de la
inflamacion, lo que favorece la evolucion de la aterosclerosis. Ademas, la dislipidemia que se induce en
pacientes diabéticos (caracterizada por elevados niveles de triglicéridos, de lipoproteinas ricas en
triglicéridos y de colesterol LDL pequefio y denso, y reducidos niveles de colesterol HDL) aumenta el

riesgo de padecer aterosclerosis (4).

Ciertas enfermedades derivadas de DM, como la retinopatia, nefropatia y neuropatia, reflejan
disfunciones microvasculares sistémicas. La retinopatia diabética es una complicacion relacionada con DM
que provoca dafios en los vasos sanguineos de la retina, afectando a los ojos. Es una de las principales

causas de discapacidad visual entre personas de 20 a 74 afios y ocupa ¢l quinto lugar como causa mas
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frecuente de ceguera evitable en todo el mundo. La hiperglucemia es central en el deterioro de capilares
retinianos, provocando dafios endoteliales y la aparicion de microaneurismas. Al mismo tiempo, los niveles
alterados de citocinas inflamatorias ante una condicion de DM provocan inflamaciéon crénica y mayor
permeabilidad vascular, contribuyendo a la generacion de edema macular diabético. A medida que la
afeccion progresa, la isquemia sostenida provoca la liberacion de factores proangiogénicos que promueven
laneovascularizacion y tienen el potencial de desencadenar complicaciones graves, como hemorragia vitrea

o desprendimiento de retina en la retinopatia proliferativa (8).

La nefropatia diabética es otra complicacion derivada de la DM que afecta al 30-50% de las personas
con DM2. Se caracteriza por un aumento de la excrecion de albumina en orina o una disminucion de la tasa
de filtracion glomerular, y presion arterial elevada. Implica alteraciones en la funcion glomerular,
desequilibrio hormonal y glicosilacién de proteinas. Niveles elevados de glucosa en sangre inducen la
glicosilacion de las proteinas glomerulares, favoreciendo la proliferacion de células mesangiales, la
expansion de la matriz mesangial y el deterioro del endotelio vascular. La progresion de la enfermedad se
caracteriza por el engrosamiento de la membrana basal glomerular y la aparicion de lesiones caracteristicas,

y puede conducir a una enfermedad renal cronica (8).

La neuropatia diabética consiste en la pérdida progresiva de las fibras nerviosas, lo que resulta en
una serie de manifestaciones clinicas como dolor, parestesia y disminucion de la sensacion. Las alteraciones
vasculares, y la consiguiente pérdida de fibras nerviosas distales, pueden comenzar incluso en individuos
con tolerancia a la glucosa alterada antes de afectar a las fibras nerviosas en las extremidades inferiores. El
mecanismo subyacente a esta enfermedad involucra cascadas de sefializacion metabdlicas impulsadas por
una hiperglucemia prolongada, en las cuales se favorece la formacion de productos finales de glicosilacion
avanzada, la liberacion de citoquinas, el estrés oxidativo, entre otros factores. De este modo, las alteraciones
metabolicas contribuyen al dafio del nervio periférico y provocan predominantemente la degeneracion de

las fibras nerviosas distales (8).

La enfermedad de higado graso no alcoholico es altamente prevalente en pacientes diabéticos, la cual
parece estar condicionada, fundamentalmente, por la RI desencadenada a partir de la DM2. En primer lugar,
las alteraciones en el metabolismo de lipidos y la inflamacion del tejido adiposo y del depdsito de grasa
ectdpica conducen a una situacion de RI en el organismo. Consecuentemente, la lipdlisis del tejido adiposo
disminuye (debido a fallas en las vias de sefializacion de insulina), generando elevados niveles de acidos
grasos libres en la circulacion. Asi, aumenta el transporte de estos acidos grasos libres hacia el higado,
donde se estimula la sintesis de triglicéridos. Ademas, la acumulacion de grasa hepatica en exceso se

intensifica debido a la oxidacion deficiente de los acidos grasos (9).

Por otro lado, la DM es considerada como un factor de riesgo para enfermedades neurodegenerativas.
El estrés oxidativo que se genera en el organismo de pacientes diabéticos puede dafiar casi todas las

moléculas de una célula, lo que conduce a disfuncion y posterior muerte celular. Cuando esto ocurre en la
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célula dopaminérgica, es posible que se desarrolle la enfermedad de Parkinson. Ademas, la hiperglucemia
conduce a la disfuncion de la glicosilacion y agregaciones de proteinas. La glicosilacion anormal de
proteinas tales como la a-sinucleina provoca la activacion exacerbada de la microglia, lo que desencadena
el aumento de citoquinas proinflamatorias. A su vez, estas citoquinas alteran la actividad de receptores tipo
Toll, los cuales pueden aumentar la inflamacion y permeabilidad intestinal, impulsando la agregacion de
a-sinucleina en el intestino o el cerebro. Adicionalmente, la RI favorece la progresion de la enfermedad de

Parkinson mediante el impacto negativo que genera sobre la funcion mitocondrial (10).

La DM2 se asocia con cambios en la cognicion y la disfuncion cognitiva, representando un alto riesgo
de desarrollar cualquier tipo de trastorno neurocognitivo, incluyendo la enfermedad de Alzheimer. La RI
disminuye la disponibilidad de glucosa necesaria para las transmisiones sinapticas neuronales, debido a la
deficiencia de ciertos metabolitos producidos en la via glucolitica, como la coenzima A y la succinil
coenzima A, precursores claves para la sintesis del principal neurotransmisor relacionado a la cognicion
(acetilcolina). Ademas, la disfuncion en las vias de sefializacion de insulina afecta principalmente la
eficiencia de fosfatidilinositol-3-quinasa, lo que conduce a la degeneracion del tejido nervioso. El cerebro
es particularmente vulnerable al dafio oxidativo y a la disfunciéon mitocondrial debido a la alta tasa
metabolica de las neuronas, su dependencia de las mitocondrias para obtener energia y su baja capacidad

antioxidante (11).

Existe una alta prevalencia de trastornos depresivos graves en pacientes diabéticos. Una de las causas
mas importantes es la adaptacion a un nuevo estilo de vida que estos individuos deben afrontar al momento
de comenzar el tratamiento para la DM, modificando su dieta y actividades cotidianas. El estrés que puede
causar el diagnéstico de DM conlleva a que el organismo libere un exceso de catecolaminas y cortisol al

torrente sanguineo, hormonas claves en el posterior desarrollo de trastornos depresivos (12).

En sintesis, directa o indirectamente, la DM2 puede generar trastornos en diversos sistemas, tales
como el sistema cardiovascular, digestivo, hepatico y musculoesquelético, asi como también alterar la

funcidn cognitiva y afectar la salud mental.

1.1.3.  Diagnéstico médico y tratamiento farmacolégico de la DM2

Por lo general, la etapa temprana de la DM2 suele ser asintomatica o presentar sintomas leves que
pueden no ser percibidos. Por este motivo, el diagnostico médico de la DM2 en un paciente puede llevarse
a cabo muchos afios después de la aparicion de la enfermedad. Esta situacion dificulta la estimacion exacta
de la cantidad de personas que padecen DM2. En ausencia de sintomas, la DM2 se diagnostica cuando la
glucosa plasmatica en ayunas es mayor o igual a 126 mg dL!, cuando la prueba de tolerancia oral a la
glucosa resulta mayor o igual a 200 mg dL."! o cuando la hemoglobina glicosilada es mayor o igual a 48

mmol mol™. Los sintomas de la DM2 incluyen poliuria, sed y hambre excesivos, fatiga, vision borrosa,
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hormigueo, dolor o entumecimiento de manos y pies y curacion lenta de las heridas. Si estos sintomas estan

presentes, la DM2 se diagnostica cuando la glucosa en sangre es mayor o igual a 200 mg dL! (13).

En primer lugar, la intervencion sobre los factores de riesgo modificables (e.g., obesidad,
sedentarismo, dieta, tabaquismo, etc.) suele ser extremadamente eficaz para evitar o contrarrestar los
efectos de la DM2. Para el caso de personas con DM2 avanzada, es posible retrasar la progresion de la

enfermedad y, a la vez, mejorar la calidad de vida (13).

Hasta el momento, no se dispone de fArmacos capaces de curar la DM2. Sin embargo, existen
medicamentos que ejercen efectos clinicos a través de diferentes mecanismos: (i) biguanidas, como la
metformina, que disminuyen la gluconeogénesis en el higado; (ii) secretagogos de insulina, como las
sulfonilureas, que estimulan al pancreas a segregar insulina; (iii) sensibilizadores de la insulina, como las
tiazolidinedionas, que mejoran la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina; (iv) inhibidores de
enzimas, como la acarbosa, que inhiben la actividad de enzimas clave en el metabolismo de los
carbohidratos; y (v) la hormona insulina o sus andlogos, proporcionando al organismo insulina
recombinante de forma exogena, entre otros (13). La metformina forma parte de la farmacoterapia de
primera linea para el tratamiento de DM2. Ademas de reducir los niveles de glucosa, tiene un efecto de
sensibilizacion a la insulina con multiples acciones en organos y tejidos, tales como el higado, ovario,
musculo esquelético, endotelio y tejido adiposo. Lamentablemente, esta droga posee varios efectos
secundarios (desde leves a graves) y la mayoria de los pacientes son reacios a continuar con el tratamiento.
Las sulfonilureas disminuyen el nivel de glucosa en sangre al aumentar la secrecion de insulina en el
péancreas mediante el bloqueo de los canales de potasio sensibles al ATP. También limitan la
gluconeogénesis y la eliminacion de insulina en el higado, y disminuyen la descomposicion de los lipidos
en acidos grasos. El principal efecto secundario de las sulfonilureas es la hipoglucemia, pero también es
comun que el paciente presente dolor de cabeza, mareo, nauseas, reacciones de hipersensibilidad y aumento
de peso. Por otro lado, las tiazolidinedionas mejoran la accidon de la insulina y facilitan la absorcion de
glucosa en numerosos tejidos. Los mecanismos de accion incluyen disminucion de la acumulacion de
acidos grasos libres, reduccion de las citoquinas inflamatorias, aumento de los niveles de adiponectina y
preservacion de la integridad y funcidn de las células  pancredticas. Sin embargo, las tiazolidinedionas no
son administradas como terapia de primera linea y se debe considerar la relacion riesgo-beneficio ya que,
combinadas con insulina, provocan insuficiencia cardiaca (14). La acarbosa, como otros inhibidores
enzimaticos, reduce la digestion de polisacaridos (PSs) en el intestino delgado mediante la inhibicion de las
enzimas a-amilasay a-glucosidasa. Esta droga presenta efectos adversos a nivel gastrointestinal, tales como
hinchazén y dolor abdominal, diarrea, etc., los cuales se deben a la fermentacion de la maltosa acumulada
debido a la inhibicion de a-glucosidasa (15). Finalmente, la terapia con insulina se lleva a cabo en pacientes
diabéticos recientemente identificados y con claros analisis clinicos y/o sintomas de la enfermedad (e.g.,
pérdida de peso, cetosis, hiperglucemia, poliuria, polidipsia, etc.). Las inyecciones de insulina pueden

causar pérdida o aumento de peso y su administracion provoca el ingreso de potasio dentro de las células,
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por lo que puede causar hipopotasemia. Adicionalmente, los componentes que se utilizan en la preparacion

de este medicamento son potencialmente alérgenos (14).

Ademas, no se han obtenido resultados satisfactorios mediante la monoterapia al intentar controlar
los niveles de glucosa en sangre de los pacientes y, por lo tanto, el abordaje de la DM2 requiere un enfoque
terapéutico combinado mediante la administracion de un conjunto de drogas que abarquen diferentes
mecanismos de accion. Esta estrategia presenta importantes desventajas, tales como numerosos efectos
secundarios, elevada toxicidad en el organismo e interacciones no deseadas entre farmacos. En los ultimos
afios, se ha centrado la atencion en el disefio de fArmacos que sean capaces de ejercer multiples acciones
fisiologicas. Para ello, es crucial seleccionar y caracterizar los objetivos adecuados para el tratamiento, los

cuales deben implicar, preferentemente, diferentes vias de sefializacion (13).

Ante el contexto epidemioldgico descrito y la carencia de farmacos que abarquen (de forma
individual) diferentes mecanismos de accion con escasos y leves efectos adversos asociados, la comunidad
cientifica ha dirigido la atencion hacia la busqueda de compuestos naturales potencialmente eficientes para
la prevencion y/o el control de la DM2. Diversos medicamentos de origen vegetal se han propuesto hasta
el momento para el tratamiento de la DM, los cuales presentan aceptable eficacia, poseen menos efectos
secundarios que las drogas sintéticas y costos relativamente bajos. La mayoria de los compuestos naturales
con potencial efecto antidiabético se analizan en funcion de su capacidad de inhibir las enzimas a-amilasa

y a-glucosidasa (2).

1.2. Compuestos bioactivos

Segun lo expuesto previamente, la prevencion y/o el control de la DM2 puede abordarse mediante la
administracion de compuestos bioactivos (CBs). Un compuesto bioactivo (CB) es una molécula bioldgica
que tiene la capacidad de interactuar con uno o mas componentes de células y/o tejidos vivos, influyendo
en funciones fisioldgicas y procesos metabdlicos de un organismo y presentando, de este modo, uno o
varios efectos benéficos sobre la salud humana y/o animal. Los CBs pueden provenir de una fuente vegetal,
animal, fingica, microbiana, etc., y se pueden clasificar dentro de grandes grupos tales como vitaminas
(e.g., acido folico, colecalciferol, etc.), acidos grasos (e.g., a-linolénico, acido linoleico, etc.), péptidos
bioactivos y fitoquimicos (e.g., fenoles, carotenoides, fitoesteroles, alcaloides, terpenoides, etc.) (16). Entre
los posibles origenes de los CBs, las plantas representan una fuente atractivay promisoria para la extraccion
de estas biomoléculas funcionales. Por tal motivo, una extensa variedad de frutos, granos, vegetales, raices
y especias ha sido estudiada en funcién de sus CBs, derivando en un area de gran interés para
investigadores, productores de diversas industrias y consumidores alrededor del mundo debido a las
excepcionales propiedades funcionales que poseen sobre la salud humana y animal. Los CBs se destacan
principalmente como antitumorales, antimicrobianos, antivirales, cardioprotectores, antioxidantes,

antiinflamatorios y antidiabéticos (17).
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Los CBs pueden ser hidrofilicos o hidrofobicos y, en general, son susceptibles a las altas
temperaturas, radiacion luminica y oxigeno del aire. Ademaés, cuando son administrados de forma oral en
el organismo, los CBs son sometidos a los procesos metabolicos que tienen lugar en el intestino e higado,

donde se transforma la estructura quimica y se modifica su actividad bioldgica (18).

1.2.1. Vitaminas

Las vitaminas son sustancias requeridas para la correcta funcion celular, el crecimiento y el desarrollo
normal de un organismo. Las vitaminas hidrosolubles (vitamina B y C) no son almacenadas en el cuerpo y
deben ser ingeridas en la dieta. Por otro lado, las vitaminas A, D, E y K son liposolubles y son almacenadas
en el higado, musculo y tejido adiposo. Aunque los carotenoides no son estrictamente vitaminas
liposolubles, son incluidos en este grupo debido a que 50 de los 600 carotenoides fueron identificados como
pro-vitamina A (19). Algunas vitaminas son sintetizadas en el organismo en pequeflas cantidades, mientras

que otras deben ser suministradas a partir de productos alimenticios o suplementos.

Las vitaminas se encuentran naturalmente en alimentos o son utilizadas como ingredientes
funcionales en diferentes industrias (e.g., industria farmacéutica, cosmética, alimentaria, etc.). En general,
son extremadamente sensibles frente a las altas temperaturas, radiacion luminica y oxigeno del aire, por lo
que pierden significativamente su eficacia durante el procesamiento de los productos, el transporte y
almacenamiento (20). Algunas de sus funciones bioldgicas son potenciar el sistema inmunitario, disminuir
los estados de ansiedad y depresion, reducir el riesgo de accidente cerebrovascular y los trastornos

neuroldgicos, reducir los niveles de colesterol, regular el nivel de glucosa en sangre, etc. (20).

1.2.2.  Acidos grasos

Los acidos grasos son moléculas conformadas por cadenas hidrocarbonadas que presentan un grupo
carboxilo en un extremo y un grupo metilo en el otro. Las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas estan
determinadas por la longitud de la cadena hidrocarbonada y por el nimero y posicion de sus dobles enlaces.
Los acidos grasos saturados no contienen doble enlaces formando parte de su cadena, mientras que los
acidos grasos insaturados presentan al menos un doble enlace. Los acidos grasos de mayor interés
tecnologico y funcional corresponden a los 4cidos grasos poliinsaturados, es decir, aquellos que presentan
mas de un doble enlace en su cadena hidrocarbonada (21). A su vez, el cuerpo humano es capaz de producir
todos los acidos grasos que requiere, con excepcion del acido a-linolénico y el acido linoleico, ambos

poliinsaturados. Por este motivo, a dichos acidos grasos se los denomina esenciales (22).

Las moléculas de acidos grasos poliinsaturados son anfifilicas, fundamentalmente de naturaleza
lipidica, formadas por una larga cadena de hidrocarburos lineales (cola hidrofébica) cuyo extremo presenta

un grupo carboxilo (cabeza hidrofilica). Las colas hidrofobicas les confieren a estas moléculas una muy
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baja solubilidad en agua. L.os doble enlaces que forman parte de los dcidos grasos son altamente susceptibles
a reacciones iniciadas por radicales libres. Cuando estas reacciones ocurren, los acidos grasos insaturados
son degradados y, consecuentemente, aparecen moléculas toxicas altamente reactivas (23). EI consumo de
aceites vegetales con elevado contenido de 4cidos grasos poliinsaturados esta asociado, fundamentalmente,

con una baja incidencia de enfermedades cardiovasculares, trastornos neurologicos y cancer (22).

1.2.3.  Péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son fragmentos derivados de proteinas capaces de provocar efectos positivos
sobre la salud al ser consumidos. En el organismo, son liberados a partir de la prote6lisis enzimdtica durante
la digestion gastrointestinal. Ademas, se pueden obtener in vitro mediante el uso de proteasas de grado

alimenticio, o durante el procesamiento de los alimentos (24).

La actividad bioldgica de los péptidos evaluada in vitro resulta diferente a lo observado in vivo debido
a que son altamente susceptibles a la descomposicion por accion de enzimas fisioldgicas. Cuando esto
sucede, se obtienen fragmentos inactivos que condicionan la biodisponibilidad y absorcion de las moléculas
iniciales. Por lo tanto, para evitar la pérdida de la capacidad bioldgica de estos CBs es necesario garantizar

su resistencia frente a las proteasas gastrointestinales y asegurar la correcta absorcion en el intestino (24).

Los péptidos bioactivos han demostrado capacidad neuroprotectora, antitumoral, antimicrobiana,
antihipertensiva, antioxidante, entre otras. Alimentos que naturalmente contienen estos péptidos bioactivos

pueden potencialmente ayudar a prevenir enfermedades cardiovasculares, cancer, DM2, etc. (24).

1.2.4.  Fitoquimicos

Los fitoquimicos son una de las clases mas importantes de CBs debido a la gran heterogeneidad de
las moléculas que comprende dicha clasificacion. Se encuentran ampliamente distribuidos en plantas, donde
son producidos como metabolitos secundarios. Algunos de ellos son responsables del color y aroma que
presentan los diferentes drganos vegetales, mientras que otros cumplen la funcién de otorgar proteccion y
resistencia frente a factores externos (25). En particular, los compuestos fenolicos son fitoquimicos de gran
interés cientifico y tecnoldgico que poseen una estructura quimica general caracterizada por la presencia de
al menos un anillo aromético con uno o mas sustituyentes hidroxilo, y su actividad biologica depende
fuertemente de esta estructura. Los principales grupos de compuestos fenolicos corresponden a flavonoides,
acidos fenolicos, taninos, estilbenos y lignanos (26). Por otro lado, los carotenoides constituyen un grupo
de pigmentos naturales que, cuando se encuentran en grandes cantidades, otorgan color intenso a frutos y

vegetales (e.g., pimiento, tomate, zanahoria, mango, espinaca, etc.) (27).
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Los fitoquimicos se han utilizado como agentes antimicrobianos, antitumorales, antiinflamatorios,
antioxidantes, antidiabéticos, entre otros. Sin embargo, el empleo de estos CBs en la produccion de
farmacos, cosméticos y alimentos es limitada debido a su baja solubilidad en agua, baja estabilidad frente
a los cambios de pH y las altas temperaturas, elevada sensibilidad a la radiacion y baja biodisponibilidad

(28).

1.3. Encapsulacién de compuestos bioactivos

Como se menciond previamente, los CBs son extremadamente inestables cuando se exponen a
temperaturas elevadas, radiacion UV, oxigeno, cambios de pH, radicales libres y enzimas digestivas.
Adicionalmente, algunos de ellos son volatiles a temperatura ambiente y presentan baja solubilidad en agua.
Esta problematica afecta las propiedades quimicas y biologicas de los CBs, limitando su empleo en la
industria o exigiendo la incorporacion de mayores cantidades para alcanzar el efecto deseado en un producto

u organismo (29).

La encapsulacion es una estrategia que permite proteger, estabilizar y/o inmovilizar CBs con el
objetivo de preservar sus propiedades quimicas y biologicas. Por definicidn, es un proceso tecnologico en
el cual una sustancia de interés (denominada molécula huésped, nticleo o ligando) es recubierta, entrampada
y/o vehiculizada en otra sustancia (material de pared, cubierta, vehiculo o carrier), produciendo particulas
(sistemas de encapsulacion o de delivery) de tamafio micrométrico (microencapsulacion) o nanométrico
(nanoencapsulacion). Tras el proceso de encapsulacion, la liberacion de la sustancia de interés puede ser
modulada, dirigiendo su accion hacia un sitio especifico y/o prolongando la duracion del efecto deseado

(30).

1.3.1. Métodos de encapsulacion

Existen numerosos métodos de encapsulacion que pueden clasificarse en dos grandes grupos
dependiendo del enfoque fisicoquimico involucrado: métodos de arriba hacia abajo (fop-down) y métodos

de abajo hacia arriba (bottom-up) (31). Algunos de ellos se representan en la Fig. 1.

Dentro de los métodos fop-down se encuentran la molienda, homogeneizacion y extrusion. Consisten
en romper un material so6lido o liquido en particulas de menor tamafio. Por lo general, estos enfoques se
basan en tres tipos de fuerzas disruptivas para descomponer las particulas: cizallamiento, impacto y
compresion. La principal desventaja que presenta es la dificultad para obtener particulas con tamafio y

propiedades estructurales bien definidas (31).

En la molienda, se coloca una carga de polvo conveniente en un molino de alta energia, junto con un

medio de molienda adecuado, con el objetivo de reducir el tamafio de las particulas e incorporarlas en
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diferentes fases (32). Por otro lado, la homogeneizacion implica, en primer lugar, la obtencién de una
emulsion mezclando dos liquidos inmiscibles. Posteriormente, la fase interna es gelificada mediante
tratamiento térmico o el empleo de agentes gelificantes. Existen distintos tipos de emulsion tales como agua
en agua, donde se mezclan dos soluciones de polimeros y agua en aceite, donde se mezcla una fase oleosa
con una fase acuosa que posee el polimero en solucion (31). Por ultimo, la extrusion consiste en tomar una
la solucion de polimero con una jeringa y forzarla a pasar a través de una aguja goteando sobre una solucion

gelificante (31).

Por otro lado, dentro de los métodos bottom-up se encuentran la precipitacion por desolvatacion,
coacervacion, formacion de complejos de inclusion, formacion de particulas de gel fluido, etc. Consisten
en la construccion de particulas por autoensamblado de las moléculas individuales, inducida por cambios
en las condiciones del medio (e.g., pH, fuerza idnica, temperatura, concentracion, etc.). La energia requerida
para estos métodos es menor que para los métodos top-down y permiten controlar diferentes propiedades

de las particulas obtenidas, tales como tamafio, morfologia y estado fisico (31).

La precipitacion por desolvatacion consiste en la agregacion de moléculas de un polimero (soluto)
en solucion, inducida por una disminucion de la polaridad del solvente que rodea a las moléculas de dicho
polimero, de modo tal que se induce una sobresaturacion, lo que constituye la fuerza impulsora para la
agregacion y posterior precipitacion del soluto. Comunmente, esto se logra mediante la adicion de un
alcohol a una solucién acuosa (en caso de polimeros polares) o viceversa (para polimeros no polares).
Cuando se alcanza cierto contenido critico de alcohol, las moléculas de soluto tienden a autoensamblarse
espontaneamente conduciendo a la formacion de agregados. Los solventes deben ser miscibles en el rango
de concentraciones utilizadas para la obtencion de las particulas. Posteriormente a la formacion de las
particulas, debe existir una repulsion suficientemente fuerte entre ellas para evitar la agregacion excesiva.
Es una técnica ampliamente utilizada en la produccion de nanoparticulas para la industria farmacéutica

(33).

La coacervacion implica la obtencion de particulas empleando dos polimeros con cargas opuestas
que interactiian entre si a través de atracciones electrostaticas, principalmente, aunque también pueden
ocurrir otras interacciones, tales como interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno. Una vez
formadas estas particulas, se lleva a cabo el proceso de separacion de fases mediante la modificacion
controlada de las condiciones del medio (e.g., pH, fuerza ionica, temperatura, solubilidad, etc.). De este
modo, en una de las fases precipitan la mayoria de las particulas (coacervados), mientras que en la otra fase

permanecen pequefias cantidades en solucion (34).

La formaciéon de complejos de inclusion consiste en la obtencion de un vehiculo o carrier que
contenga cavidades donde, a través de puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals o interacciones
hidrofébicas, pueda asociarse la sustancia de interés (huésped). Los polimeros que comunmente se utilizan

son PSs y oligosacaridos, tales como amilosa, ciclodextrinas y sus derivados (35).
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La formacion de particulas de gel fluido implica la aplicacion de fuerzas de corte en una solucion de
polimero que se somete a gelificacion, lo que dificulta su clasificacion como un método exclusivamente de
top-down o bottom-up. El proceso de gelificacion debe ocurrir de manera uniforme en todo el sistema para
producir particulas con distribucion de tamafio angosta. Las particulas obtenidas pueden deformarse
facilmente y manifestar forma irregular. Las suspensiones de particulas resultantes encuentran aplicacion

como sustitutos de grasa debido a sus propiedades reoldgicas especificas (31).

Por ultimo, entre las estrategias utilizadas para obtener particulas en estado sélido, se destacan dos
técnicas de secado ampliamente empleadas en la industria alimentaria y farmacéutica: el secado spray y la
liofilizacion. En primer lugar, el secado spray (spray-drying) consiste en la atomizacion de una solucion o
suspension de particulas en finas gotas que se introducen en una corriente de aire caliente, generando la
evaporacion rapida del solvente. Como resultado, se obtienen microesferas o microgeles con diametros que
varian entre 1 y 10 um. Las propiedades de las particulas pueden controlarse mediante la especificacion de
la velocidad del flujo de aire, concentracion de soluto, temperatura y método de atomizacion. Esta técnica
utiliza dispersiones acuosas y, por lo tanto, evita el uso de solventes organicos. El secado spray es
ampliamente utilizado en la industria alimentaria para la encapsulacion de vitaminas, minerales, aceites y
compuestos que otorgan color y sabor (36). Por otro lado, el secado mediante la técnica de liofilizacion
(freeze-drying) conlleva varias etapas que implican la congelacion, sublimacion y desorcion de la solucion
o suspension de particulas. En general, las muestras liofilizadas son faciles de reconstituir y tienen una larga
vida util. Sin embargo, esta técnica presenta algunas desventajas tales como la gran cantidad de energia
requerida, el tiempo de secado prolongado y los costos elevados. En particular, la liofilizacion es adecuada

para el secado de compuestos que presentan elevada volatilidad (37).
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Figura 1. Representacion esquematica de diferentes métodos de encapsulacion fop-down y bottom-up utilizados en la

produccion de micro y nanoparticulas (Figura modificada de Joye y McClements (2014) (31)).

1.3.2.  Sistemas de encapsulacion

Los sistemas de encapsulacion pueden clasificarse segtin la naturaleza quimica del material de pared

utilizado, que puede corresponder a lipidos, surfactantes, PSs o proteinas (Fig. 2).

Los sistemas de encapsulacion que emplean lipidos y surfactantes comprenden una variedad de
estructuras como liposomas, nanoemulsiones, nanoparticulas lipidicas sélidas, lipidos nanoestructurados,
micelas y suspensiones, cuyas caracteristicas particulares permiten incorporar y proteger CBs,

especialmente aquellos de naturaleza lipofilica.

Los liposomas son vesiculas concéntricas que consisten en bicapas lipidicas y su estructura se
asemeja a la de las membranas celulares. Los liposomas pueden incorporar compuestos tanto hidrofilicos
como hidrofébicos. Los compuestos hidrofilicos pueden quedar entrampados en el espacio acuoso interno,
mientras que los compuestos hidrofobicos pueden incorporarse entre las bicapas lipidicas. El diametro de

estos sistemas varia considerablemente entre valores nanométricos y micrométricos (38).
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Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales termodindmicamente inestables formadas a partir
de agua, aceite y un surfactante. Las nanoemulsiones aceite en agua consisten en particulas lipidicas
esféricas dispersadas en el seno de un medio acuoso que presentan una estructura de tipo nucleo-cubierta
(core-shell). El ntcleo hidrofobico esta conformado por las moléculas de lipidos y el segmento no polar del
surfactante, mientras que la cubierta hidrofilica corresponde al segmento polar del surfactante. Tipicamente,
las sustancias de interés hidrofobicas se mezclan con la fase oleosa previo a la homogeneizacion, aunque

también pueden ser incorporadas luego de la formacion de la nanoemulsion (38).

Las nanoparticulas solidas lipidicas son sistemas que contienen gotas de lipido completamente
cristalizadas y poseen una estructura cristalina altamente ordenada con la sustancia de interés formando
parte de esta. Las nanoparticulas sélidas lipidicas son producidas a partir de un lipido o una mezcla de
lipidos so6lidos. La liberacion de la sustancia de interés puede ser controlada a través del estado fisico de la

matriz lipidica (38).

Los lipidos nanoestructurados son nanoparticulas sélidas lipidicas modificadas en las que la fase
lipidica contiene tanto lipidos sdlidos (grasa) como liquidos (aceite) a temperatura ambiente. El aceite se
incorpora en el centro de un lipido sélido. En general, este tipo de sistema puede incorporar grandes
cantidades de moléculas de interés y promover su liberacion controlada. L.a matriz s6lida constituye una

barrera que puede proteger a las sustancias sensibles a factores de deterioro de la fase acuosa (38).

Las micelas son sistemas termodinamicamente estables que se forman espontdneamente cuando un
surfactante y otros componentes son agregados a un medio acuoso bajo condiciones adecuadas. [.as micelas

estan compuestas solo de surfactantes y presentan diametros menores a 20 nm (39).

Las suspensiones son particulas libres de sustancias carrier, formadas sélo por cristales del CB puro
y cantidades minimas de polimero o surfactante que cumplen la funcion de estabilizar el sistema. Mediante
su obtencion es posible mejorar la solubilidad y velocidad de disolucion de CBs, aumentar la cantidad de
moléculas de interés que pueden ser incorporadas y aumentar su estabilidad en estado sélido. De este modo,
se incrementa la adsorcion oral, la resistencia a la hidrélisis y a la oxidacion y, consecuentemente, aumenta

la biodisponibilidad (39).

En el caso de los sistemas basados en PSs, se pueden distinguir diferentes configuraciones
estructurales tales como particulas poliméricas, micelas poliméricas y complejos de inclusion, cuyas
propiedades fisicoquimicas y funcionales dependen de la naturaleza y el comportamiento del biopolimero

utilizado.

Las particulas poliméricas estdn formadas por polimeros que pueden ser biodegradables (e.g.,
alginato, celulosa, quitosano, dextrano, pectinas, etc.) o no biodegradables (e.g., poliacido lactico, poliacido

glutamico, etc.). En general, estos sistemas son capaces de encapsular mayor cantidad de moléculas que los
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sistemas compuestos por lipidos, ademds de presentar mayor estabilidad y permitir una mejor liberacion

controlada (39).

Las micelas poliméricas se forman a partir del autoensamblaje de polimeros anfifilicos a
concentraciones superiores a la concentracion micelar critica, produciendo particulas capaces de encapsular
grandes cantidades de moléculas de interés que presenten baja solubilidad en agua. Ademas, poseen baja

toxicidad y tamafio pequefio apropiado para aplicaciones farmacologicas (39).

Los complejos de inclusion implican la encapsulacion de una molécula “huésped” (ligando) en una
cavidad o sitio de una macromolécula “hospedadora” que cumple la funcion de soporte o vehiculo. Las
interacciones pueden ser tanto especificas como no especificas, siendo los puentes de hidrogeno, las fuerzas
de van der Waals y las interacciones hidrofobicas las principales involucradas. Estos sistemas son
apropiados para la preservacion de moléculas organicas volatiles y el enmascaramiento de olores y sabores

en productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios (40).

Dentro de los sistemas de encapsulacion basados en proteinas, se destacan las micelas de caseina y
una amplia variedad de complejos proteicos formados por gelatina, proteinas del suero, proteinas de soja,
proteinas de la leche, zeina o albuminas, cuyas propiedades estructurales permiten vehiculizar CBs

mediante diversas interacciones especificas.

Las caseinas, especialmente la [-caseina, son polipéptidos anfifilicos que forman micelas

espontaneamente, las cuales son capaces de disolver CBs lipofilicos en medios acuosos (39).

Los complejos de proteina son obtenidos gracias a la propiedad intrinseca de varias proteinas de unir
ligandos y actuar como carriers naturales de CBs. Las proteinas pueden unir espontaneamente, con
diferentes afinidades, diversos tipos de moléculas de interés a través de interacciones hidrofobicas, puentes
de hidrégeno, atracciones electrostaticas y fuerzas de van der Waal para dar lugar a la formacioén de
complejos. Ademas, muchas proteinas (e.g., globulinas, albuminas, etc.) presentan multiples sitios de union
para moléculas especificas, permitiendo la incorporacion de ligandos de diferente estructura quimica en

una sola molécula polipeptidica (41).
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Figura 2. Clasificacion de sistemas de encapsulacion (Figura modificada de Shin y col. (2015) (39)).

1.3.3.  Encapsulacion en biopolimeros

La seleccion del material o la combinacion de materiales para la obtencion de sistemas de
encapsulacion depende de varios factores: (i) la capacidad de los componentes para ensamblarse y formar
particulas; (ii) el requerimiento de ciertas caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de las particulas (e.g.,
tamario, carga, estabilidad frente a determinadas condiciones ambientales, etc.); (iii) las regulaciones que
aplican a las diferentes industrias; y (iv) la evaluacion de las diversas ventajas que pueden presentar frente

a otros materiales (e.g., metodologia sencilla, bajo costo, baja toxicidad, alta disponibilidad, etc.) (31).

Por otro lado, el disefio de sistemas de encapsulacion destinados a la incorporacion en farmacos y
alimentos exige que todos sus componentes y operaciones de proceso sean seguros € inocuos segun la
reglamentacion correspondiente. La encapsulacion de CBs que permita su incorporacion en productos

destinados a la prevencion y/o el control de la DM2 es factible mediante la utilizacién de biopolimeros (42).

Los biopolimeros son macromoléculas (formadas por la union de mondémeros) de origen natural,
biocompatibles, biodegradables y de baja inmunogenicidad. Entre ellos, los PSs y las proteinas presentan

excelentes propiedades que los convierten en materiales adecuados para la encapsulacion de CBs (42).

Los PSs son biopolimeros formados por monosacaridos unidos mediante distintos enlaces
glucosidicos. La mayoria de los PSs naturales poseen cientos y hasta miles de unidades monomeéricas y su
estructura molecular depende de la secuencia monomérica. L.os homopolisacaridos poseen un solo tipo de

mondmero mientras que los heteropolisacaridos estan formados por diferentes tipos de monosacaridos (43).

Cada polisacarido (PS) presenta propiedades moleculares y fisicoquimicas especificas, definidas por

el de tipo, nimero y secuencia de monosacdridos, y por los enlaces de la cadena polimérica. Dichas
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propiedades, entre las cuales se puede mencionar el peso molecular (PM), grado de ramificacidon, estructura,
flexibilidad, carga eléctrica y posibilidad de interaccion con otras moléculas, determinan las caracteristicas
funcionales de los PSs (e.g., solubilidad, espesamiento o viscosidad, gelificacion, capacidad de retencion
de agua, actividad superficial, emulsificacion, digestibilidad, etc.). De este modo, un PS puede ser
considerablemente diferente a otro en cuanto a su estructura y funcionalidad (atin estando conformados por

el mismo monosacdrido), por lo que estos biopolimeros conforman un grupo ampliamente diverso (43).

Algunos de los PSs mas empleados en la obtencion de sistemas de encapsulacion de CBs son
quitosano, alginato, almidones, derivados de celulosa, gomas y pectinas. Estos biopolimeros se utilizan
masivamente ya que son abundantes en la naturaleza, se adquieren a bajo costo y son seguros y faciles de

manipular. Ademads, algunos de ellos presentan actividad antimicrobiana y antioxidante (31).

Por otro lado, las proteinas son biopolimeros lineales compuestos de aminoacidos en configuracion
a-L. unidos entre si por enlaces peptidicos. En la naturaleza, se encuentran comtinmente 20 aminoacidos
diferentes que se pueden clasificar de acuerdo con las propiedades del grupo lateral como aliféticos,
aromaticos, cargados (positivos o negativos) o polares. La estructura molecular de una proteina dependera
de la secuencia de aminoacidos y de las condiciones del medio, tales como exposicion a diferentes
temperaturas, presion, presencia de solventes, pH y fuerza idnica. Ademads, las proteinas tienden a adoptar

una estructura tal que minimice la energia libre global del sistema (44).

Para la utilizacion de proteinas en la produccion de sistemas de encapsulacion, se deben conocer
algunas caracteristicas fisicoquimicas, tales como su temperatura de desnaturalizacion, punto isoeléctrico
(pD), perfil de potencial  en funcién del pH, sensibilidad a iones mono o multivalentes y susceptibilidad
frente a diferentes enzimas. Estas caracteristicas permiten establecer condiciones que promuevan la

asociacion de moléculas proteicas entre si y/o con otras moléculas no proteicas (43).

En la obtencién de sistemas de encapsulacion, las proteinas pueden ser utilizadas en forma nativa o
modificada fisica, quimica o enzimaticamente para modular sus atributos funcionales. [.as mismas pueden
provenir de fuentes animales o vegetales. Dentro del primer grupo se destacan las proteinas de suero lacteo,
caseina, gelatina y albuminas, mientras que entre las principales proteinas de origen vegetal se encuentran
las gliadinas, zeinas y proteinas de la soja. Estos biopolimeros son ampliamente utilizados para encapsular
CBs debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja inmunogenicidad, abundancia y bajo costo.
Ademas, su caracter anfifilico (resultado de la distribucion de los aminodcidos hidrofobicos e hidrofilicos
en su secuencia), le permite formar complejos con CBs hidrofobicos, permitiendo que estos sean
vehiculizados en medios acuosos. De este modo, un ligando poco soluble en agua puede ser entrampado
mediante interacciones hidrofobicas en cavidades o sitios hidrofobicos de la proteina, mientras que los

dominios hidrofilicos del biopolimero permanecen en contacto con las moléculas de agua (31).
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En este sentido, el estudio integral de la encapsulacion en biopolimeros se vincula directamente con
los objetivos centrales de la presente investigacion, orientados a optimizar la funcionalidad y el desempefio

fisiologico de ingredientes bioactivos en estrategias de prevencion y/o control de la DM2.

1.4. Tracto gastrointestinal humano y biodisponibilidad

El tracto gastrointestinal (TGI) humano representa una de las interfaces mas grandes entre el
organismo y el medioambiente. Bajo su correcto funcionamiento, absorbe nutrientes y, a su vez, brinda
proteccion contra componentes peligrosos para la salud. Segun la definicion més amplia, el TGI se extiende
desde la boca hasta el ano y puede dividirse en los tractos superior e inferior. El TGI superior consiste en
la cavidad oral, el esdfago, el estomago y el intestino delgado que se divide en tres partes: duodeno, yeyuno
e ileon. El TGI inferior comprende el intestino grueso que consiste en el ciego, el colon (que se divide en
ascendente, transverso y descendente), el recto y el conducto anal. En el proceso de la digestion, también
son importantes las secreciones de las glandulas salivales, el pancreas y el sistema biliar hepatico. En la

Fig. 3 se representan esquematicamente los diferentes organos que componen el TGI humano (45).

Laboca es responsable de la masticacion y la mezcla de los alimentos con la saliva, que contiene una
variedad compleja de componentes, incluida la amilasa, una enzima que cataliza la hidrdlisis de almidon
en azlcares. Después de la formacion del bolo alimenticio, la comida es transportada a través del esofago
hacia el estdbmago, donde continiia su proceso de digestion. El bolo alimenticio se mezcla con enzimas
como la pepsina y la lipasa, que descomponen proteinas y lipidos, respectivamente (46). Ademads, en el
estbmago se secreta jugo gastrico que disminuye gradualmente el pH del contenido y ayuda a la hidrolisis
del bolo alimenticio. Durante la digestion gastrica, el pH estomacal puede aumentar de 1,5 a 4,0 debido a
la capacidad buffer de los alimentos. De este modo, el bolo alimenticio se descompone en quimo, que es
transportado gradualmente al intestino delgado (46). En el duodeno, el pH bajo del estomago es
neutralizado por el bicarbonato y los jugos digestivos del pancreas (enzimas digestivas como tripsina,
quimotripsina y lipasa) y de la vesicula biliar, que aporta sales biliares (SB). Normalmente, el pH en el
duodeno es de 5,0-5,5 llegando a 7.5 en el ileon. Las enzimas digestivas descomponen ain maés las
proteinas, los lipidos y el almidén, mientras que las SB ayudan a emulsionar los productos de la hidrdlisis
lipidica para formar micelas mixtas (entre los lipidos de la digestion, las SB y el colesterol). La etapa final
de la digestion de carbohidratos y proteinas de la dieta ocurre directamente sobre la superficie de los
enterocitos del intestino delgado involucrando enzimas presentes en las microvellosidades. Estas enzimas,
que incluyen maltasa, sacarosa-isomaltasa, lactasa y peptidasas, son proteinas integrales de membrana que
estan presentes en los enterocitos. Los nutrientes producidos son absorbidos principalmente por las células

epiteliales del yeyuno y, en menor medida, del ileon (46).

Una de las funciones principales del intestino grueso es la absorcion de agua. Ademads, aunque todo

el TGI contiene una gran poblacion microbiana, la concentracion de esta poblacion es mayor en el intestino
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grueso. Muchos de estos microorganismos contribuyen a la digestion de componentes de los alimentos
mediante sus propias enzimas, incluidos prebidticos y PS complejos que no pueden ser digeridos por las

enzimas del organismo humano (46).

Luego de la absorcion de nutrientes por parte de los enterocitos, los compuestos (especialmente los
péptidos) pueden ser degradados ain més a través de las proteasas intracelulares antes de que ingresen al
torrente sanguineo o al sistema linfatico. Los nutrientes solubles en agua se liberan principalmente en el
torrente sanguineo y llegan hasta el higado a través de la vena porta hepatica, mientras que los nutrientes
solubles en lipidos son transportados hacia la linfa después del ensamblaje en quilomicrones.

Posteriormente, los quilomicrones son procesados y sus compuestos también llegan a la sangre (47).

Cuando se requiere que un CB ejerza su funcion en el organismo luego de ser ingerido, es importante
estudiar su biodisponibilidad a través del TGI. La biodisponibilidad de los CBs puede definirse en base a

su bioaccesibilidad, absorcion y transformacion dentro del TGI (48).

El término bioaccesibilidad conforma un grupo de factores limitantes relacionado con la
accesibilidad del CB dentro de los fluidos del TGI, dado que éstos deben estar presentes en una forma fisica
adecuada para su absorcion. Los principales factores que limitan la bioaccesibilidad son: (i) la liberacion
del CB a partir del sistema de encapsulacion y/o de la matriz alimentaria en la que se encuentra, (ii) la
solubilidad en los fluidos gastrointestinales (un CB hidrofobico debe ser incorporado en micelas mixtas en
el intestino delgado antes de que pueda absorberse); y (iii) la interaccion con otros componentes en los

fluidos gastrointestinales (48).

Por su parte, el término absorcion engloba los factores relacionados con la absorcion del CB a partir
del fluido gastrointestinal, es decir, la fraccion que es transportada a través de la mucosa, de las células
epiteliales y dentro de la circulacion sistémica. Existen diferentes mecanismos de absorcion: (i) transporte
a través de la mucosa (las células epiteliales que revisten el TGI estan cubiertas por una capa de moco con
poros de 400 nm, aproximadamente, que sirve como proteccion limitando el paso de determinadas
sustancias); (ii) permeabilidad de la bicapa lipidica (uno de los principales factores que influye en el
transporte pasivo de los CBs a través de las células epiteliales es su habilidad para pasar a través de la
bicapa de fosfolipidos no polares que es relativamente hidrofobica y, por ello, cuanto mayor sea la
hidrofobicidad del CB, mayor sera la permeabilidad a la membrana); (iii) transporte a través de las uniones
estrechas (estas uniones ocurren en la region que une células epiteliales vecinas y consiste en canales
angostos, con diametros menores a 60 nm, que permiten que las moléculas suficientemente pequefias pasen
a través de ellas; y (iv) transporte activo (consiste en una unica proteina o conjunto de proteinas insertadas
en la membrana de las células epiteliales que son capaces de transportar tipos especificos de moléculas)

(48).

Por ultimo, el término transformacion hace referencia a la forma inactiva que pueden adquirir los

CBs dentro del TGI debido a diferentes mecanismos: (i) degradacion quimica (algunos CBs pueden sufrir
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transformaciones quimicas dentro de la matriz alimentaria y/o luego de ser ingeridos, alterando su actividad
biologica por oxidacion, reduccion o reacciones de hidrdlisis); y (ii) algunos CBs son metabolizados por

sistemas enzimaticos especificos dentro del TGI (48).

De este modo, la biodisponibilidad oral de un CB, definida como la fraccion del CB ingerido que

realmente alcanza la circulacion sistémica en forma activa, puede estimarse como:
biodisponibilidad = bioaccesibilidad x absorcién x transformacion (Ecuacion 1),

donde bioaccesibilidad es la fraccion del CB ingerido que resiste el paso a través del TGl y que es liberada
en los fluidos gastrointestinales, absorcion es la fraccion del CB bioaccesible que es realmente absorbido
por el enterocito y transformacion es la fraccion del CB absorbido que estd en forma activa luego del

metabolismo (48).
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Figura 3. Representacion esquematica de los drganos que componen el TGI humano (Figura modificada de Bellmann

y col. (2015) (45)).

1.5. Nutrigenémica y diabetes mellitus tipo 2

Algunos nutrientes, tales como los CBs, son capaces de modular la expresion génica de las células

de un organismo, a la vez que la respuesta a una dieta puede verse influenciada de diferentes maneras seglin
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ciertas variaciones genéticas del individuo. La nutrigenémica es la ciencia que estudia la relacion que existe
entre un nutriente y un gen o conjunto de genes especificos, y ofrece un enfoque novedoso para el control
de trastornos metabolicos complejos. Especificamente, la nutrigendmica analiza el efecto de los
componentes de la dieta sobre la expresion génica inducido a través de mecanismos epigenéticos tales como

la metilacion del ADN, la modificacion de histonas y la regulacion de ARN no codificante (49).

1.5.1.  Genes relacionados con diabetes mellitus tipo 2

El correcto metabolismo de la glucosa que conduce a la homeostasis del organismo se establece a
través de complejos mecanismos. En primer lugar, los genes PCKI y PCK2 codifican proteinas
involucradas en la sintesis de glucosa, y su expresion se encuentra aumentada en pacientes diabéticos (49).
Por otro lado, los genes SLC2A41 y SLC2A2 codifican proteinas denominadas GLUT1 y GLUT?2,
respectivamente, las cuales transportan glucosa hacia el interior de las células, favoreciendo la reduccion
de los niveles de azlicar en sangre. Particularmente, los genes SLC541 y SLC5A2 son los mas destacados
en cuanto al proceso de reabsorcion renal de glucosa y al transporte de glucosa desde la luz intestinal hacia
el enterocito, y estdn claramente asociados a la DM2. Ambos codifican importantes proteinas

transportadoras de glucosa denominadas SGLT1 y SGLT2 (50).

La activacion del gen de la proteina quinasa B (4KT) inducida por insulina regula la absorcion de
glucosa en varios tejidos (e.g., higado, tejido adiposo, musculo esquelético, etc.) debido a que provoca la
translocacion de GLUT4 (proteina transportadora de glucosa expresada principalmente en tejido adiposo y
musculo esquelético) desde las vesiculas del citoplasma hacia la membrana celular. Adicionalmente,

disminuye la produccion hepatica de glucosa y aumenta la sintesis de glucogeno (51).

Por otra parte, diversos genes estan relacionados con la sintesis, activacion y sefializacion de la
insulina. Entre ellos, los genes PISKRI, IRS1, FFARI, HNF44 y ENPPI codifican para la enzima
fosfoinositol 3-cinasa (importante en la via de sefializacion de insulina), receptores de insulina, proteina del
receptor 1 de acidos grasos libres (mediante la cual es posible amplificar la secrecion de insulina en las
células P pancreaticas y controlar los niveles de glucosa en sangre), factor nuclear de hepatocitos 4 alfa
(mediante el cual se activa la expresion del gen que codifica para la insulina) y la proteina ectonucledtido

pirofosfatasa fosfodiesterasa 1 (relacionada con la RI cuando aumenta su expresion), respectivamente (49).

La regulacion de la homeostasis de glucosa también es controlada por la insulina mediante la
activacion de los genes MTOR y RPS6KBI. El primero de ellos codifica para la quinasa target de rapamicina
en mamiferos (mTOR), mientras que el segundo codifica para la quinasa beta-1 de la proteina ribosomal
S6 (S6K1), correspondiente a una serina/treonina quinasa activada por mTOR (51). Cuando se activa la via

de sefalizacion mTOR/S6K 1, aumenta la absorcion de glucosa mediante GLUT4 y la glucolisis.
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Algunos genes estan directamente relacionados con las células  pancreaticas. La desregulacion del
gen IGF2BP2 se asocia con la RI, mientras que la sobreexpresion del gen PARPI se asocia con ¢l dafio de
tejidos y la destruccion de las células B pancredticas, siendo un factor relevante en la disfuncion endotelial

de pacientes diabéticos (49).

La disminucion de la expresion del gen TCF7L2 esta asociada con el incremento de apoptosis de las
células p pancredticas, el incremento de la sintesis de glucosa hepatica y la disminucion de la secrecion de
insulina. Por otro lado, el gen PRKAA?2 desempefia un rol fundamental en la sintesis de glucosa, colesterol
y triglicéridos, activando el gen SIRT! que, a su vez, modula otros genes capaces de controlar la sintesis de

glucosa hepatica, el metabolismo de lipidos y la sintesis y sensibilidad a la insulina (49).

Por su parte, los estrogenos son capaces de controlar los niveles de glucosa y regular su transporte
en tejido adiposo y musculo, por lo que el gen que codifica el receptor de estas hormonas (ESR1) también
es considerado en la prevencion y tratamiento de DM2. Adicionalmente, genes involucrados en procesos
inflamatorios y estrés oxidativo cumple un rol importante en el desarrollo de DM2 y sus complicaciones.
En primer lugar, genes tales como NFE2 y NFE2L2 poseen un rol regulatorio en la expresion de proteinas
antioxidantes y, por lo tanto, su modulacion puede ser importante para la proteccion contra el estrés
oxidativo cominmente asociado a DM2. Ademas, la inhibicion de los genes NFKBI1 y NFKB2 disminuye
el proceso inflamatorio y, consecuentemente, mejora los efectos de la vasoconstriccion e hipertension

inducidos en pacientes diabéticos (49).

Aunque la relacion entre algunos genes y el desarrollo de DM2 y sus complicaciones no esta
completamente dilucidada, su desregulacion estd claramente asociada a esta enfermedad. Particularmente,
la sobreexpresion del gen G6PC esta relacionada con la intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia,
mientras que la expresion del gen F70 también se ve incrementada en pacientes diabéticos, por lo que se

estima que participa en el metabolismo oxidativo, la lipogénesis y el estrés oxidativo (49).

1.5.2.  Perspectiva y objetivos estratégicos

En las ultimas décadas, el estudio de la nutricion humana y animal ha modificado su enfoque
reconociendo que un trastorno metabolico no puede ser comprendido en su totalidad sin un profundo
analisis de la accion de los nutrientes a nivel molecular. En primer lugar, el desarrollo de nuevas tecnologias
permite centrar la atencion en genes importantes para diferentes vias metabolicas. A su vez, se proponen a
los macro y micronutrientes como potenciales sefiales que modulan la expresion de esos genes importantes,
controlando la homeostasis de los organismos. Adicionalmente, novedosos trabajos cientificos sugieren a
la predisposicion genética como factor determinante en las principales causas de mortalidad asociadas a

dietas inadecuadas desde el punto de vista de los requerimientos nutricionales (52).
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Lanutrigendémica intenta explicar el efecto que ejercen los nutrientes a nivel molecular sobre células,
organos y tejidos especificos y, de este modo, identificar los complejos mecanismos que favorecen la
homeostasis. Para ello, el empleo de herramientas gendémicas (e.g., tecnologias de transcriptomica,
protedmica, metabolomica, etc.) permite el reconocimiento de los genes modulados por nutrientes y de las
vias regulatorias de las cuales forman parte. La disponibilidad de modelos de lineas celulares y ratones

transgénicos resulta esencial en este tipo de analisis (52).

Una vez identificados los posibles genes target y los nutrientes capaces de modular su expresion de
forma positiva, es posible desarrollar alimentos funcionales con el objetivo de prevenir y/o controlar ciertas
enfermedades. Numerosos estudios han sugerido la interaccion de CBs con genes involucrados
fundamentalmente en el metabolismo de glucosa y lipidos, el control de la secrecion y sefializacion de
insulina, estrés oxidativo, procesos inflamatorios, apoptosis celular. Por lo tanto, la incorporacion de estos
CBs en alimentos funcionales es una novedosa estrategia para el tratamiento de la DM2 y sus
complicaciones (52). Algunos genes, tales como PRKAA'y SIRT1, han sido ampliamente estudiados y se ha
propuesto su modulacion para mejorar la calidad de vida de pacientes diabéticos o prevenir la enfermedad
ya que, ademads de estar asociados entre si, interfieren en la expresion de otros genes importantes. Por otro
lado, ciertos genes identificados necesitan ser estudiados mas detalladamente antes de que sean propuestos
como genes target para el tratamiento de la DM2 (e.g., IRS1, TCF7L2, IGF2BP2, PI3KRI, PCKI1, PCK2,
etc.), mientras que otros (por ejemplo, el gen FTO) estan relacionados con la etiologia de la enfermedad,
pero no se han hallado hasta el momento CBs capaces de modular su expresion. Ademas, muchos estudios
s6lo evaluan cambios en la expresion de genes ante la presencia de un CB, pero no brindan informacién
respecto al modo de accion de estos compuestos. Por ultimo, la mayoria de los genes reportados estan
directamente relacionados con el metabolismo de la glucosa y de la insulina. Sin embargo, resulta
indispensable el estudio de otros genes involucrados en procesos metabdlicos importantes, tales como
inflamacion, apoptosis y estrés oxidativo, los cuales también podrian ser vinculados de forma indirecta con
la prevencion y tratamiento de la DM2. Adicionalmente, genes relacionados con otras enfermedades

cronicas podrian favorecer la homeostasis en pacientes diabéticos (49).

Finalmente, es fundamental considerar las posibles variantes genéticas de cada gen entre individuos,
como también la composicion de la microbiota intestinal particular de cada organismo, ya que estos factores
podrian conducir a respuestas metabdlicas diferentes ante la exposicion a un CB. Bajo esta perspectiva, uno
de los mayores desafios a futuro consiste en ampliar los conocimientos para posibilitar el disefio de dietas

personalizadas en funcion del genotipo del individuo (53).
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Reunir conocimientos cientificos que permitan profundizar en la influencia de una estrategia de
encapsulacion y de una matriz alimentaria sobre la digestibilidad, bioaccesibilidad y actividad antidiabética
de aceites esenciales, con el fin de poder contribuir en el control y/o prevencion de la diabetes mellitus tipo

2 por medio del desarrollo de un producto panificado modelo.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Caracterizar aceites esenciales con potencial actividad biologica segun su composicion

quimica.

Objetivo 2: Estudiar y caracterizar la formacion de complejos de particulas proteicas que encapsulan

aceites esenciales y evaluar su actividad biologica.

Objetivo 3: Estudiar y caracterizar la formacion de coacervados proteina-polisacarido que

encapsulan aceites esenciales.

Objetivo 4: Evaluar la expresion de genes relacionados con diabetes mellitus tipo 2 en células Caco-

2 incubadas en presencia de aceites esenciales encapsulados.

Objetivo 5: Analizar la digestibilidad y bioaccesibilidad de aceites esenciales encapsulados en
coacervados proteina-polisacarido mediante un proceso de digestion gastrointestinal in vitro y evaluar el

efecto de dicho proceso sobre su actividad biologica.

Objetivo 6: Obtener panes que incorporan aceites esenciales encapsulados y evaluar sus propiedades

fisicoquimicas y sensoriales.

Objetivo 7: Analizar la digestibilidad de panes que incorporan aceites esenciales encapsulados
mediante un proceso de digestion gastrointestinal in vitro y evaluar el efecto de dicho proceso sobre su

actividad biologica.
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CAPITULO 1

3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) son mezclas naturales complejas de metabolitos secundarios de plantas,
las cuales se caracterizan por poseer aroma intenso y por ser altamente volatiles e insolubles en medios
acuosos (15). Generalmente, los AEs son incoloros, liquidos hidrofobicos a temperatura ambiente,
presentan baja densidad, algunos de ellos pueden presentar coloracion (amarilla palida, verdosa o color azul
intenso, como el aceite esencial (AE) caracteristico de la especie Matricaria chamomilla), ser sélidos o
resinosos a temperatura ambiente (como el AE de la especie Boswellia sacra) y poseer densidad mayor a

la del agua (como algunos AEs obtenidos a partir de la especie Syzygium aromaticum) (54.55).

Los AEs ya eran obtenidos en el siglo XII por egipcios, indios y persas, a partir de una técnica de
destilacion convencional que es utilizada aun en la actualidad. Anteriormente, los griegos y romanos
practicaban variantes primitivas de dicha técnica para producir trementina y alcanfor. Sin embargo, el
término AE fue propuesto recién a partir del siglo XVI por el suizo Paracelsus von Hohenheim, como un
derivado de la denominacion “Quinta Esencia”. Finalmente, la popularidad de los AEs aumentd
notablemente a finales del siglo XX, cuando comenzaron a ser empleados en la practica de la aromaterapia

(56).

Los AEs se hallan en el citoplasma de ciertas células de plantas, son secretados por tricomas,
glandulas epidérmicas, cavidades secretoras, etc., y cumplen la funcion de regular y controlar su propio
entorno ambiental, aunque su propdsito bioldgico hasta el momento no esta completamente dilucidado. De
esta manera, protegen a las plantas de pestes y estrés abidtico, atraen insectos benéficos y emiten sefiales

quimicas para la comunicacion (56).

A diferencia de los metabolitos primarios de plantas (requeridos para procesos basicos tales como
fotosintesis, respiracion, crecimiento y desarrollo), los metabolitos secundarios que componen los AEs son
producidos en bajas cantidades y acumulados en 6rganos especificos, segun la etapa particular de desarrollo
o estadio fenoldgico (57). Estos metabolitos son compuestos quimicos volatiles de bajo PM (menor a 1
kDa) y se clasifican en dos grandes grupos que resultan de diferentes vias biosintéticas. En primer lugar, el
grupo mas importante en los AEs corresponde a los terpenos, los cuales se caracterizan por poseer una
estructura basica o unidad de isopreno. Dependiendo del numero de unidades de isopreno, se derivan
diferentes subgrupos tales como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) y politerpenos (C5), con n mayor a 8. Los
monoterpenos son los mas frecuentes en AEs, ya que los compuestos pertenecientes a este subgrupo suelen
alcanzar el 90% del contenido total del AE. En segundo lugar, el grupo de compuestos alifaticos y
aromaticos comprende alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles, heterociclicos, entre otros. Los compuestos

pertenecientes a este grupo son menos abundantes en AEs. Sin embargo, los compuestos fendlicos se
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encuentran en numerosos AEs de diferentes especies de plantas, y son ampliamente estudiados debido a sus

propiedades biologicas (58).

Los compuestos quimicos presentes en los AEs se consideran CBs, ya que son capaces de
interaccionar con componentes de tejidos vivos y ejercer diversos efectos sobre el organismo. En un AE,
esta accion se lleva a cabo a través de sus compuestos mayoritarios (generalmente, entre 1 y 3 compuestos
quimicos que representan un 70-90% del AE) y de sus componentes minoritarios (numerosos compuestos
de naturaleza quimica heterogénea presentes en cantidades traza) (59). Estos ultimos pueden actuar
potenciando o disminuyendo la bioactividad de un AE, respecto a los compuestos mayoritarios puros
(60,61). Entre los efectos biologicos se destaca la capacidad antimicrobiana, antioxidante, antidiabética y
antiinflamatoria, debida fundamentalmente a los compuestos fenolicos y aldehidos presentes en los AEs
(62,63). Ademds, los AEs han sido propuestos como agentes antitumorales, antihipertensivos,

neuroprotectores, cardioprotectores, antivirales, repelente de insectos, etc. (29).

Numerosos estudios han evidenciado actividad antibacteriana y antifungica de AEs mediante
diferentes ensayos in vitro, tales como difusion en agar, microdilucion en caldo, etc. (64.,65). En un trabajo
reciente, Bagheri y col. (2020) (66) han informado que AEs de tomillo, canela, ajo y orégano fueron los
mas efectivos contra 24 especies de microorganismos patdgenos, entre 38 AEs evaluados mediante ensayos
de difusion en disco y microdilucion en caldo. Por otro lado, De Clerck y col. (2020) (67) han determinado
la actividad antibacteriana y antifiingica de 90 AEs comerciales contra 10 especies de microorganismos.
Particularmente, los AEs de Allium sativum, Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia, Cinnamomum
zeylanicum, Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus, Eugenia caryophyllus y Litsea citrata

presentaron elevada actividad frente a la mayoria de los microorganismos evaluados.

Ademas, la mayoria de los AEs presentan capacidad antioxidante, la cual ha sido extensamente
demostrada mediante ensayos quimicos y bioldgicos (68). En un estudio previo, Pérez Rosés y col. (2016)
(69) han evaluado la actividad antioxidante de 15 AEs obtenidos a partir de plantas de diferente género.
Entre ellos, el AE de clavo de olor (Syzygium aromaticum) presentd el mejor perfil antioxidante, lo cual fue
evidenciado utilizando diversos métodos analiticos. En otro estudio, se ha informado que el AE de Thymus
satureioides presentd mayor actividad antioxidante que AE de Mentha suaveolens, Achillea ageratum,

Cotula cinerea y Salvia officinalis, y este resultado fue consistente en todos los ensayos realizados (70).

La actividad antidiabética de AEs se ha demostrado en numerosos trabajos, en los cuales se ha
expuesto su efecto antihiperglucémico, hipoglucémico o insulinotrdpico tanto en ensayos in vitro como in
vivo. En uno de ellos, Oboh y col. (2017) (71) han analizado la capacidad antidiabética de AE de naranja y
limén mediante la evaluacion del efecto inhibitorio de enzimas digestivas. Los autores informaron que
ambos AEs presentaron potencial antidiabético, siendo el AE de limdn el que presentd mayor capacidad.
Por otro lado, Radiinz y col. (2021) (72) han comparado el efecto inhibitorio de enzimas digestivas de 4

AESs obtenidos a partir de diferentes especies. Segun estos ensayos, los autores reportaron que AE de naranja
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y tomillo evidenciaron las mayores actividades inhibitorias entre los AEs evaluados. Ademas, efectos
similares se han observado en ensayos in vivo, luego del tratamiento de ratas Wistar con diabetes inducida

por aloxano con AE de Salvia officinalis (73).

La capacidad antiinflamatoria de AEs ha sido comprobada mediante métodos analiticos in vitro e in
vivo, en tanto que la evidencia sobre eficacia terapéutica y efectos secundarios en ensayos clinicos todavia
es insuficiente (74). Especificamente, Sharopov y col. (2015) (63) han comparado la actividad
antiinflamatoria de 18 AEs evaluando el efecto inhibitorio sobre la enzima 5-lipooxigenasa, clave en vias
metabolicas de la respuesta inflamatoria. De este modo, los autores reportaron que AE de Galagania
fragrantissima resultd el mas efectivo, seguido de AE de Origanum tyttanthum. Por otro lado, Amorim y
col. (2016) (75) han evaluado el efecto antiinflamatorio de AEs obtenidos a partir de 4 especies del género
Citrus, mediante un modelo experimental de inflamacion inducida utilizando ratones. Los autores
reportaron que los AEs de Citrus limon, Citrus aurantifolia y Citrus limonia fueron capaces de disminuir

diferentes parametros relacionados con la respuesta inflamatoria.

Sin embargo, el potencial terapéutico o tecnoldgico de un AE esta vinculado directamente con el
perfil de compuestos bioactivos que presenta. La calidad de un AE depende de innumerables factores que
estan relacionados con caracteristicas intrinsecas de la planta que lo contiene y otros aspectos abidticos del
entorno. De este modo, cada AE presenta una mezcla particular de metabolitos secundarios, que a su vez
determina las propiedades fisicoquimicas de dicho AE. Ademas, la cantidad de AE que sera posible obtener
a partir del material vegetal (rendimiento) también es determinada por estos factores (76). Por ejemplo, se
ha reportado que Thymus munbyanus presenta tres subespecies denominadas ciliatus, coloratus y abylaeus.
El andlisis de los AEs obtenidos a partir de ellas ha permitido corroborar la gran variabilidad que puede
existir en la composicion quimica dentro de una misma especie. La subespecie ciliatus presentd alta
concentracion de carvacrol (65,7%), mientras que el componente mayoritario en coloratus resulto alcanfor
(25,9%) y abylaeus evidencio elevado contenido de acetato de a-terpinilo (51,7%). Debido a que las
subespecies difirieron no solo en el componente principal del AE sino también en la composicion quimica

en general, se ha sugerido que esta variabilidad seria causada por factores genéticos (76).

Por otro lado, la etapa de desarrollo del material vegetal recolectado para la obtencion de AEs puede
afectar en gran medida sus caracteristicas cualitativas y cuantitativas. Respecto a este factor, se han
analizado AEs de frutos de comino (Cuminum cyminum) en diferentes estadios del proceso de maduracion,
y se ha informado una notable variabilidad de la composicion quimica y del rendimiento entre las etapas
(77). Asimismo, la edad de la planta es un factor determinante en el rendimiento y perfil de compuestos
quimicos de AEs (78). En particular, se han comparado AEs de eucalipto (Eucalyptus globulus), obtenidos
a partir de hojas de arboles con edades comprendidas entre los 3 y 100 afios, y se ha informado que todas

las muestras presentaron los mismos componentes mayoritarios, aunque uno de ellos (eucaliptol o
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1,8-cineolo) fue detectado en mayor proporcion en los arboles con mas afios de crecimiento. En cuanto al

rendimiento, los valores resultaron mayores para los arboles mas jovenes (79).

Factores externos, tales como ubicacion geografica, cantidad de luz solar, temperatura, salinidad del
suelo, precipitaciones, etc., también influyen sobre las caracteristicas de los AEs obtenidos (59,80—82). Por
ejemplo, se ha informado que AEs de plantas de romero (Rosmarinus officinalis) sometidas a estrés hidrico
presentaron variaciones en la composicion quimica respecto a AEs de plantas controles. Las principales

diferencias se hallaron en el contenido de sesquiterpenos, cetonas e hidrocarbonos (83).

Ademas, practicas de cultivo (utilizacion de fertilizantes) y relacionadas con la cosecha (estacion del
afio en la que se realiza) y postcosecha (condiciones y tiempo de secado y almacenado del material vegetal)
pueden definir la calidad y rendimiento de los AEs (76.84). Por ejemplo, se ha observado gran variabilidad
en el rendimiento y en los componentes mayoritarios de AE de Mentha pulegium y Mentha piperita,
correspondientes a plantas cosechadas en el transcurso de un afio. De este modo, se ha planteado la
posibilidad de seleccionar la mejor estacion para la cosecha y alcanzar una composicion quimica optima,

segun el uso al cual estara destinado el AE (76).

Finalmente, la parte de la planta y el método de extraccion a partir del cual se obtiene un AE se
encuentran entre los factores mas determinantes en cuanto al rendimiento, la composicion quimica y la
pureza que presentard dicho AE. Aunque diferentes 6rganos y estructuras (semillas, flores, hojas, raices,
frutos, brotes, ramas, corteza) pueden utilizarse para la extraccion de AE, algunos de ellos resultan mas

apropiados que otros, dependiendo de la especie, para la obtencion de un AE de calidad (78).

En la actualidad, la obtencién de AE puede realizarse mediante diferentes métodos, los cuales se
clasifican en clasicos (o convencionales) e innovadores. Entre los métodos clasicos, se pueden mencionar
la hidrodestilacion, extraccion Soxhlet, destilacion por arrastre con vapor y extraccién con solventes
organicos. Estas técnicas utilizan equipos simples y de bajo costo, pero presentan algunas desventajas. Por
ejemplo, la destilacion puede generar la descomposicion de compuestos termosensibles y la hidrolisis de
compuestos susceptibles a esta reaccion, mientras que la extraccion con solventes puede dar lugar a AEs de
baja pureza, ademas de ser una técnica potencialmente contaminante para el medioambiente (82). Por otro
lado, los métodos innovadores han surgido como alternativas para mejorar la calidad y el rendimiento de
los AEs. Este grupo incluye procesos tales como la extraccion asistida por ultrasonido, extraccion asistida
por microondas, extraccion por alta presion, extraccion con liquidos presurizados, extraccion asistida por
cavitacion con presion negativa, extraccion con agua subcritica, extraccion con fluidos supercriticos,
extraccion asistida por enzimas, extraccion asistida por campo eléctrico pulsado y extraccion acelerada con
disolventes (15,85). Los métodos mencionados presentan menores tiempos de extraccion, mayor calidad y
rendimiento de los AEs, menor consumo de energia y mayor cuidado del medioambiente que los métodos

clasicos. Numerosos autores han comparado AEs obtenidos a partir de diferentes métodos de extraccion,
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tanto clasicos como innovadores, y han reportado gran variabilidad entre la composicion quimica y el

rendimiento de cada uno de ellos (86,87).

Debido a lo expuesto anteriormente, resulta imprescindible realizar una caracterizacion adecuada de
los AEs que permita estimar sus posibles propiedades biologicas y aplicaciones. Para ello, existen técnicas
instrumentales mediante las cuales se logra una buena separacion de los componentes de la mezcla,
logrando realizar un analisis cualitativo y cuantitativo apropiado del AE (88). La cromatografia de gases
(GC, por sus siglas en inglés Gas Chromatography) acoplada a espectrometria de masas es el método
usualmente empleado para la separacion y el analisis de componentes volatiles presentes en muestras de
origen vegetal debido a su simplicidad, sensibilidad y eficacia. Esta herramienta permite detectar los
principales compuestos, pero presenta dificultades para determinar los compuestos minoritarios de los
extractos cuando se encuentran en bajas cantidades. Sin embargo, con la incorporacion de un detector de
ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés Flame lonization Detector) es posible determinar

compuestos que estén presentes en muy bajas concentraciones y cuantificarlos de manera precisa (88).

3.1.1.1. Potenciales aplicaciones de los aceites esenciales en la industria

Desde hace varias décadas, la comunidad cientifica ha comenzado a cuestionar el uso de ciertas
sustancias sintéticas en el desarrollo de productos farmacoldgicos, cosméticos y alimenticios. En muchos
casos, se ha sugerido la relacion entre sustancias y diversos efectos adversos en el organismo y el
medioambiente, mientras que en otros se ha comprobado fehacientemente su nocividad (89-91). La
divulgacion de estos conocimientos ha provocado un fuerte impacto en los consumidores que, informados
y concientizados, comenzaron a demandar productos mas naturales con menor cantidad de sustancias
sintéticas en su composicion (28.56). El creciente interés por alcanzar un estilo de vida saludable y
sustentable exige actualmente nuevas estrategias por parte de la industria, tanto para el desarrollo de
alimentos libres de compuestos quimicos sintéticos como para el disefio de biofarmacos que puedan

reemplazar a las drogas sintéticas.

Como se mencion6 previamente, los AEs son una interesante fuente de CBs que captan la atencion
de la industria ya que representan una alternativa natural frente a compuestos sintéticos en una gran variedad
de productos y estan regulados por la FDA (Food and Drug Administration) en Estados Unidos y por la
Comision Europea (92.93). Hasta el momento, se han propuesto para el desarrollo de pesticidas,
biomateriales de recubrimiento, cosméticos, farmacos (antimicrobianos, antiinflamatorios, antidiabéticos,
etc.), aditivos de alimentos (conservantes, antioxidantes, aromatizantes, etc.) y alimentos funcionales (82).
Sin embargo, antes de que los AEs puedan ser empleados exitosamente por la industria se deben considerar
algunos aspectos tales como sus caracteristicas fisicoquimicas, la compatibilidad con la matriz, sus
propiedades organolépticas, etc. (94). La incorporacion directa de AEs en productos ha exhibido

limitaciones tecnoldgicas debido, principalmente, a factores como: (i) elevada volatilidad; (ii) baja
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solubilidad en agua; (iii) capacidad para descomponerse en presencia de oxigeno, radiacion, temperatura
elevada, etc. o para reaccionar con elementos de la matriz; y (iv) sabor y aroma invasivo. Esto puede
provocar pérdida de la bioactividad, o la necesidad de incorporar mayores cantidades de CB para obtener
el efecto deseado (aumentando los costos de produccion), y disminucion de la aceptabilidad sensorial por
parte de los consumidores, entre otras cuestiones desfavorables (95). Frente a esta situacion, se ha

considerado la encapsulacion de AEs como una estrategia para superar los inconvenientes mencionados.

3.1.2. Encapsulacion de aceites esenciales

La encapsulacion es una estrategia que se ha utilizado para impulsar el empleo de AEs en diversos
productos y que presenta una serie de ventajas respecto a su posible aplicacion directa, tales como: (i)
disminucion de la volatilidad; (ii) promocion de la solubilidad; (iii) proteccion de los CBs frente a factores
externos; (iv) enmascaramiento de sabores y aromas; y (v) disefio de sistemas de liberacion controlada y/o

sitio-especifica (22,96).

Los AEs han sido encapsulados utilizando una gran variedad de métodos y materiales de pared. En
primer lugar, se han desarrollado diferentes carriers basados en lipidos, tales como liposomas,
nanoemulsiones y nanoparticulas sdlidas lipidicas, etc., capaces de incorporar AEs. Por su parte, Cuiy col.
(2016) (97) encapsularon AE de canela en liposomas de lecitina de soja y colesterol, y reportaron que la
inclusion en estos liposomas mejoro la capacidad antimicrobiana del AE contra Staphylococcus aureus. Por
otro lado, Sampaio y col. (2022) (98) encapsularon AE de tomillo y AE de melisa en nanoemulsiones
formadas a partir de aceite de girasol y Tween 80 como surfactante. En este caso, los autores informaron
que los AEs libres (no encapsulados) presentaron mayor capacidad antimicrobiana y antioxidante que los
AEs encapsulados. En otro estudio, se encapsuld AE de Cymbopogon pendulus en nanoemulsiones
preparadas con Tween 20 y Tween 80, utilizando dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés
Sodium Dodecyl Sulphate) como surfactante y etanol como co-surfactante (99). Los autores reportaron
elevada actividad antiinflamatoria, antibacteriana, antifiingica y antidiabética de las nanoemulsiones y
sugirieron su empleo en cosméticos, alimentos y fArmacos. Ademas, Nasseri y col. (2016) (100) obtuvieron
nanoparticulas sélidas lipidicas cargadas con AE de Zataria multiflora. La fase lipidica seleccionada para
la formacion de estas nanoparticulas fue una mezcla de monoestearato de glicerilo y Precirol ATO 5, y los
surfactantes utilizados fueron Tween 80 y Poloxamer 188. La homogeneizacion y el ultrasonido fueron las
técnicas de encapsulacion empleadas. A partir de los resultados obtenidos, se pudo concluir que el AE

encapsulado presentdé mayor eficacia antifingica que el AE libre.

Diversos PSs y sus derivados han sido utilizados para encapsular AEs en sistemas tales como
particulas poliméricas y complejos de inclusion, entre otros. Por ejemplo, Mohammadi y col. (2015) (101)
utilizaron quitosano y Tween 80 como surfactante para encapsular AE de Cinnamomum zeylanicum

mediante gelacion ionica. L.os autores informaron que el AE encapsulado presentd mayor efecto antifungico
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que el AE libre. Por otro lado, Benavides y col. (2016) (102) encapsularon AE de tomillo en microesferas
de alginato a través del método de gelacion idnica, y reportaron que la microencapsulacion no afecto la
elevada actividad antibacteriana del AE. Ademas, Das y col. (2019) (103) utilizaron pf-ciclodextrina
metilada para encapsular AEs de tomillo, melisa, lavanda y menta mediante sonicacion. Los complejos de
inclusion obtenidos evidenciaron considerable actividad antioxidante, antibacteriana y antifiingica, incluso

en condiciones de baja concentracion de AE.

3.1.2.1. Sistemas de encapsulacion proteicos

Otro recurso importante para la encapsulacion de AEs involucra el empleo de proteinas, a través de
las cuales es posible obtener complejos. Cuando una proteina es seleccionada para el disefio de estos
sistemas de encapsulacion, se obtiene una matriz polimérica con caracteristicas conformacionales
particulares, que dependen fuertemente de su estructura y configuracion molecular (factores intrinsecos) y

de las condiciones del medio donde se encuentre (factores extrinsecos) (104).

Generalmente, las proteinas requieren de un proceso de desnaturalizacion para modificar su
conformacion molecular (el cual es llevado a cabo mediante el uso de 4cidos, bases, solventes o energia
térmica) y para poder interactuar con moléculas vecinas. Esta capacidad de union intermolecular es
responsable de la compleja composicion y estructura de las proteinas que, a su vez, las convierte en

biopolimeros con multiples propiedades funcionales (105).

Hasta el momento, se han utilizado numerosas proteinas de diferente origen para obtener particulas
capaces de encapsular AEs. En un estudio previo, Silvay col. (2019) (103) desarrollaron nanoparticulas de
gelatina con el objetivo de encapsular AE de Piper aduncum y Piper hispidinervum. El método de
encapsulacion empleado fue el de emulsificacion, para lo cual también fue necesaria la incorporacion de
Tween 80 como surfactante, policaprolactona, Span 60, triglicéridos de acido caprico y la enzima
transglutaminasa (que permite la estabilizacion de la matriz proteica mediante enlaces covalentes). Los
autores informaron que las nanoparticulas obtenidas presentaron capacidad insecticida y pesticida contra
Aedes aegypti, Tetranychus urticae y Cerataphis lataniae. Por otro lado, Bilenler y col. (2015) (106)
encapsularon AE de tomillo en particulas de zeina mediante el método de dispersion liquido-liquido. A
partir de los resultados, se pudo concluir que el AE encapsulado presentd considerable capacidad
antioxidante, mientras que la actividad antimicrobiana resultdé mayor cuando el AE se encontrd libre
respecto al AE encapsulado en las particulas de zeina. Ademads, Liang y col. (2022) (107) encapsularon AE
de Cinnamomum cassia en una nanoemulsion de glicoproteina de suero. Posteriormente, evaluaron la
actividad antioxidante y antibacteriana de la nanoemulsion y del AE en forma libre, obteniendo mejores
resultados cuando el AE se encontr6 encapsulado en dicha nanoemulsion. En otro estudio, se utilizo

f-lactoglobulina para encapsular AEs de orégano, romero y salvia mediante el método de emulsificacion
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seguido de liofilizacion (108). Los autores indicaron que las microcdpsulas obtenidas presentaron

considerable actividad antioxidante.

Otra clase de proteinas que ha sido propuesta para la encapsulacion de AEs corresponde a las
albuminas. Conforman una familia de proteinas globulares hidrosolubles, las cuales son de origen animal
y se encuentran en diversos organismos, incluyendo el ser humano. Contienen comunmente mas de 500
aminodcidos, son moderadamente solubles en soluciones salinas y se desnaturalizan bajo tratamiento

térmico (38).

Las albuminas se consideran un material interesante para la produccion de complejos poliméricos
debido a que estan disponibles en grandes cantidades y con alto grado de pureza, son biodegradables,
biocompatibles y no presentan toxicidad. Contienen grupos reactivos (4cidos carboxilicos, tioles y grupos
amino) que permiten la union (binding) de CBs sobre la superficie o en el interior de la matriz polimérica
mediante técnicas relativamente sencillas. Dentro de este grupo, se pueden mencionar la albumina sérica
bovina, la albimina sérica humana y la ovoalbumina (OVA). En particular, la albumina sérica humana
cumple la funcién de mantener la presion oncotica y transportar sustancias tales como hormonas, 4cidos
grasos y farmacos (31). Gracias a estas propiedades funcionales, la albumina sérica humana se ha podido
utilizar para obtener nanoparticulas y nanoemulsiones capaces de incorporar CBs tales como carvacrol, AE
de eucalipto y AE de naranja (109,110). Por otro lado, la alblimina sérica bovina ha sido ampliamente
estudiada debido a su similitud con la albumina sérica humana. Es una proteina globular de 66,4 kDa, posee
583 aminoacidos y presenta la capacidad de transportar compuestos hidrofobicos. Esta proteina ha sido
capaz de unir moléculas de timol y citronelol a través de puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals,

principalmente, e interacciones hidrofobicas en menor medida (111,112).

Finalmente, la OVA es la proteina mas abundante de la clara de huevo y contribuye, principalmente,
a sus propiedades funcionales. En el huevo de gallina constituye el 54% del total de proteinas de la clara,
mientras que en pavo y pato el 40%. Es una fosfoglicoproteina monomérica y le confiere a la clara de huevo
capacidad gelificante, espumante, emulsionante y de retencion de agua. Esto se debe no solo a que la OVA
es la proteina mayoritaria de la clara de huevo, sino a sus excepcionales propiedades térmicas y superficiales
(113). La OVA es una proteina globular constituida por 385 aminoacidos, de los cuales la mitad son
hidrofébicos y la tercera parte son cargados, mayormente acidos, confiriéndole un pl de 4,5. Posee un PM
de 43 kDa y diametro hidrodinamico medio de 6,4 nm. Ademads, posee 4 grupos sulthidrilo ocluidos en el
interior de la proteina globular y un enlace disulfuro por macromolécula. En su forma purificada esta
constituida por una mezcla con tres isoformas denominadas A1, A2 y A3, seglin el nimero de residuos
fosfato unidos (dos, uno y cero, respectivamente). Los sitios de fosforilacion son Sersg y Sersss. La proteina
posee, ademas, una cadena hidrocarbonada simple que representa un 3% del peso y esta covalentemente

unida al nitrogeno amida de Asnsg. Casi toda la cadena polipeptidica esta implicada en una estructura
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secundaria bien definida, con tres ldminas B, nueve hélices a y tres segmentos helicoidales cortos de tres a

cuatro residuos (114).

Esté bien establecido que la temperatura a la cual se desnaturaliza la OVA es 80,1°C. A partir de esta
temperatura, la desnaturalizacion de la proteina es irreversible e involucra el desdoblamiento reversible de
la proteina nativa (sin tratamiento térmico), seguido por la alteracion irreversible del estado desplegado a
un estado desnaturalizado (115). Un CB se puede unir eficientemente a OVA antes o después de la

desnaturalizacién térmica.

A partir de proteinas globulares, tales como la OVA, se pueden formar particulas mediante el
tratamiento térmico de las soluciones. Estas proteinas se despliegan cuando se encuentran por arriba de su
temperatura de desnaturalizacion, exponiendo asi los grupos hidrofébicos normalmente ocluidos en su
interior. Como resultado, las proteinas comienzan a agregarse a través de interacciones hidrofobicas y
formacion de enlaces disulfuro. El proceso de agregacion es irreversible y puede detenerse reduciendo
rapidamente la temperatura. La fuerza idnica, el pH y la temperatura influyen fuertemente en la
desnaturalizacion y agregacion de las proteinas globulares y, por lo tanto, en el tamafio de las particulas
producidas. El tamafio de particula generalmente aumenta al aumentar la fuerza ionica, la concentracion de
proteinas, la temperatura y el tiempo de calentamiento. Ademas, las particulas tienden a ser mas pequefias

cuando se producen a un pH alejado del pI de la proteina (116).

Cuando la OVA es desnaturalizada térmicamente, la cinética de desnaturalizacion (evaluada a través
del tiempo medio de reaccion) es independiente de la concentracion de proteina (en el rango de 0,1 a 60 g
L") y de la concentracion de NaCl (en el rango de 3 a 100 mM), pero fuertemente dependiente de la
temperatura. A 80°C, el 50% de la proteina se desnaturaliza y agrega en menos de 2 min, mientras que a
68,5°C este proceso tarda aproximadamente 6 h. Ademas, cuando la OVA fue sometida a largos tiempos de
calentamiento, presentd aproximadamente un 20% de monomeros correspondientes a una fraccion
intermediaria estable (mondmeros desnaturalizados, pero no agregados), y la abundancia de esta fraccion
no dependid de la temperatura en el rango de 72 a 85°C. Por otra parte, la fraccion intermediaria estable

puede variar con el tiempo de almacenamiento de la OVA (117).

Segun las condiciones del medio, la agregacion proteica inducida por tratamiento térmico puede dar
lugar a la formacion de un gel. Se ha observado que soluciones de OVA a pH 7.0 y baja fuerza idnica
calentadas a 78°C durante 20 h gelificaron a una concentracion mayor a 60 g L°!, mientras que en
condiciones de elevada fuerza ionica gelificaron a una concentracion mayor a 12 g L-!. Por otro lado, al
calentar una solucion cuya concentracion se encuentre por debajo de la concentracion de formacion del gel,
pueden formarse agregados de diferentes tamafios y morfologias, dependiendo de las condiciones del medio
(118). De este modo, se ha observado que al calentar soluciones de OVA de 20 g L' a 80°C durante 6 h a
diferentes valores de pH y fuerza idnica se obtuvieron agregados con diferente morfologia: (i) lineales, a

pH 9.0 y concentracion de NaCl de 0,03 M; (ii) lineales ramificados, a pH 7,0 y concentracion de NaCl de
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0,03 M; (iii) esféricos, a pH 7,0 y concentracion de NaCl de 0,3 M; y (iv) esféricos aglomerados, a pH 5,0
y concentracion de NaCl de 0,8 M. Este comportamiento se puede explicar considerando el efecto de la
fuerza idnica y el pH sobre las interacciones electrostaticas y la carga neta, respectivamente. A valores de
pH cercanos al pl de OVA, la carga neta se aproxima a cero por lo que se ve minimizada la repulsion
electrostatica y consecuentemente, predomina la agregacion. Por el contrario, a valores de pH alejados de

su pl predomina la repulsion y los agregados formados poseen menores tamafios (118).

Ademas, se han obtenido agregados de OVA a partir del tratamiento térmico de soluciones de 10 g
L' apH 7,0 y concentracion de NaCl de 50 mM, realizado a 80°C durante 5, 10, 20 y 40 min. Se pudo
observar que al aumentar el tiempo de calentamiento se incremento el tamafio de los agregados formados.
En dichos agregados se verifico un aumento considerable en la hidrofobicidad superficial producto de la
exposicion de grupos hidrofébicos ocluidos en la estructura globular de la proteina nativa. Sin embargo, no

hubo un aumento adicional de la hidrofobicidad superficial a partir de los 5 min de tratamiento (113).

Con respecto a los grupos sulfhidrilo libres de OVA, el 65% de ellos fueron expuestos luego de 5
min de tratamiento térmico, mientras que después de 40 min el porcentaje alcanz6 un valor de 75%. Gracias
a estos resultados se pudo concluir que la polimerizacion de las moléculas de OVA tratadas térmicamente
es impulsada principalmente por reacciones de intercambio de grupos sulthidrilo y enlaces disulfuro, las
cuales conducen a grandes estructuras macromoleculares en comparacion con las moléculas de OVA nativa
(113). De forma consistente, se observd una disminucion gradual de los grupos sulthidrilo totales de OVA
y un aumento gradual de los grupos sulthidrilo superficiales a medida que aumentd el tiempo del
tratamiento térmico a 80°C. Estos resultados sugieren que la exposicion de grupos sulfhidrilo en la
superficie de OVA y el posterior intercambio de grupos sulthidrilo y enlaces disulfuro puede suceder
simultaneamente durante el calentamiento, lo que resulta en una polimerizacion debido a la formacion de
puentes disulfuro junto con interacciones hidrofobicas (115). Adicionalmente, se observd que el tamafio de
los agregados de OVA aumentd tanto con el incremento del tiempo como con la temperatura de
calentamiento. Cabe mencionar que cuando el tratamiento térmico se realizo a 60°C no se observo la

formacion de agregados para ningtin tiempo de calentamiento en el rango evaluado (3 a 10 min) (119).

El pH del medio acuoso que presenta la solucion durante el tratamiento térmico es un factor clave en
el tamafio de particula y en la morfologia de los agregados proteicos, ya que modula la magnitud de las
interacciones intermoleculares entre las proteinas (118). A pH 5,5 se observaron agregados de OVA con
tamafio micrométrico, probablemente debido a que las macromoléculas estan cercanas a su pl (4,5). Bajo
esta condicion, la carga neta de la OVA es baja y, en consecuencia, se reduce la repulsion electrostatica
entre las moléculas, promoviendo su acercamiento y la formacion de agregados de gran tamaiio.
Contrariamente, a pH 6,5 se generaron agregados de OVA con tamafio nanométrico. En este caso, el pH
estd mas alejado del pl de la proteina, por lo que la repulsion electrostatica entre macromoléculas aumenta,

favoreciendo la formacion de agregados de menor tamafio (119).
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Otra variable importante en la formacion de agregados proteicos es la concentracion de proteina. En
general, se observo que un aumento en la concentracion de proteina provocd la formacion de agregados de
mayor tamafio. Este resultado se atribuy6 a que el tamafio del agregado proteico estaria influenciado por el

numero inicial de moléculas de proteina durante el tratamiento térmico (119).

Finalmente, se ha observado que agregados de OVA producidos a 80°C y 5 min de tratamiento
térmico presentaron mayor hidrofobicidad superficial que la OVA nativa. Dado que la hidrofobicidad
superficial est4 directamente relacionada con la capacidad de unir CBs hidrofébicos, este comportamiento

resalta la importancia del tratamiento térmico de OVA cuando se desea utilizar como carrier (120).

La proteina de clara de huevo (EWP, por sus siglas en inglés Egg White Protein) es un material
interesante para el desarrollo de particulas capaces de encapsular AEs debido a que contiene una gran
cantidad de OVA (54%) pero, a diferencia de la proteina pura, representa un insumo altamente disponible
y de bajo costo. Sin embargo, es importante considerar que EWP contiene porcentajes relativamente altos
de ovotransferrina (12%), ovomucoide (11%), lisozima (3,5%) y ovomucina (3,5%), y cantidades menores
de ovoinhibidor (1,5%), ovoglicoproteina (1,0%), ovoflavoproteina (0,8%), ovomacroglobulina (0,5%),
cistatina (0,05%) y avidina (0,05%) (121). En general, presentan una estructura globular y varias de ellas
son glicoproteinas, es decir que estan unidas covalentemente a una fraccion de carbohidratos. E1 PM, pl y

la estructura molecular de las principales proteinas de EWP se observan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Peso molecular (PM, kDa), punto isoeléctrico (pl) y estructura molecular de las principales proteinas de la

clara de huevo (Tabla modificada de Dong y Zhang (2021) (122)).

Componente de

PM (kDa) pI Estructura molecular
EWP
Glicoproteina, 385 residuos de aminoécidos y N-terminal
Ovoalbimina 45 4,5 acetilado, incluidas 6 cisteinas con un solo enlace disulfuro
entre Cys74 y Cysiai
Proteina fijadora de hierro, 686 residuos de aminoacidos,
Ovotransferrina 76-77,7 6.1
tiene 15 enlaces disulfuro y se encuentra glucosilada
Glicoproteina, contiene 9 enlaces disulfuro, es el compo-
Ovomucoide 28 4,1
nente alergénico mas importante de EWP
Complejo de glicoproteina sulfatada e insoluble que con-
180-210 () . . . .
) tiene a-ovomucina y p-ovomucina. L.a f-ovomucina es la
Ovomucina - o ] )
400-720 () principal responsable de las propiedades gelificantes de la
ovomucina debido a su alto contenido de carbohidratos
Glucésido hidrolasa, 129 residuos de aminoécidos y 4 enla-
Lisozima 14,3 10,7

ces disulfuro

Hasta el momento, EWP ha sido utilizada para encapsular una gran variedad de CBs de distinta
naturaleza quimica. En un trabajo previo, Arzeni y col. (2015) (123) obtuvieron nanoparticulas de EWP
mediante la técnica de ultrasonido de alta intensidad con y sin aplicacion de calentamiento simultaneo
(termosonicacion a 85°C) con el objetivo de unir 4cido folico. En ambos casos, la cantidad de acido f6lico
unida fue considerablemente alta. Por otro lado, Sponton y col. (2017) (124) obtuvieron nanoparticulas a
partir del tratamiento térmico controlado de EWP, evaluando el efecto del tiempo de calentamiento (0 a 20
min)y el pH de la solucion (9,6 a 11.4) sobre la capacidad de unir 4cido linoleico. En este caso, se determind
que el tratamiento térmico de EWP promovidé un aumento en la capacidad de unir el CB. Ademés, cuando
aumento el pH se generd un mayor nimero de sitios de unidn para acido linoleico. De este modo, el pH
represento el factor mas influyente sobre la capacidad de las nanoparticulas de incorporar 4cido linoleico.
Ademas, Chang y col. (2019) (125) encapsularon curcumina en nanoparticulas de EWP obtenidas mediante

tratamiento térmico a 90°C durante 30 min. Los autores informaron que la velocidad de degradacion
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disminuy¢ y la actividad antioxidante aumentd cuando el CB se encontrd encapsulado en las nanoparticulas

de EWP.

Sin embargo, escasos trabajos cientificos han reportado el empleo de EWP como matriz
biopolimérica para la encapsulacion de AEs. Por ejemplo, el desarrollo de peliculas para recubrimiento a
partir de EWP y sorbitol ha permitido la incorporacion de AE de salvia, melisa, naranja, circumay albahaca
(126-129). A partir de estos estudios, se ha podido evaluar el efecto antibacteriano y antifiingico de las
peliculas, con resultados variables segtin el AE incorporado y su concentracion. Por otro lado, Rao y col.
(2025) (130) obtuvieron nanogeles de EWP fosforilada y sin fosforilar utilizando los métodos de
encapsulacion de tratamiento con microondas seguido de homogeneizacion ultrasonica. Estos nanogeles
fueron capaces de incorporar elevadas cantidades de AE de canela y presentaron mayor actividad

antibacteriana que el AE libre.

3.1.3.  Caracterizacion de sistemas de encapsulacion proteicos

Las propiedades fisicoquimicas y morfologicas de las particulas proteicas determinan su
comportamiento y estabilidad dentro de diferentes matrices y del TGI. Por lo tanto, un aspecto importante
en el disefio y obtencion de estas particulas biopoliméricas consiste en poder realizar una caracterizacion

detallada de dichas propiedades para evaluar sus potenciales aplicaciones (31).

Existen diferentes métodos analiticos a través de los cuales se han podido caracterizar adecuadamente
particulas obtenidas mediante diversos métodos de encapsulacion. Dentro de las propiedades maés

importantes se pueden mencionar:

El tamaiio es una caracteristica fundamental de las particulas que debe ser evaluada, determinada a
través de técnicas de dispersion de luz (estatica o dinamica) y por diferentes técnicas de microscopia. En
general, la dispersion de luz estatica es adecuada para particulas relativamente grandes, mientras que la
dispersion de luz dindmica se utiliza para analizar particulas de menor tamafio. Por otro lado, la microscopia
optica convencional es adecuada para la evaluacion de particulas relativamente grandes (con diametros
mayores a 1 pum), mientras que la microscopia electronica y la microscopia de fuerza atémica son

herramientas ttiles para analizar particulas de tamafio nanométrico (31).

Dentro de la microscopia electronica existen dos variables ampliamente utilizadas: (i) microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscopy), donde las muestras
son comunmente congeladas, secadas o fracturadas y recubiertas con una fina capa de metal; y (ii)
microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés Transmission Electron Microscopy),
donde la preparacion de la muestra es generalmente mas delicada, aunque los sistemas de biopolimeros

deben ser tratados normalmente con un agente de contraste. En el caso de la microscopia de fuerza atomica,
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es necesario que la preparacion de la muestra sea delicada para evitar el dafio o la alteracion de las particulas

(131).

La carga eléctrica de las particulas de biopolimeros es un pardmetro crucial para predecir su
estabilidad coloidal, y se informa comtiinmente como un valor de potencial {, el cual se determina mediante
la aplicacion de un campo eléctrico y el andlisis de la movilidad electroforética resultante de las particulas

cargadas. El potencial { es altamente sensible al pH y a la fuerza idnica (43).

La carga eléctrica en macromoléculas individuales establece si se favorecera la agregacion de las
particulas o si se mantendran separadas. Si la carga es suficientemente grande, habrd una alta repulsion
electrostatica entre ellas que puede evitar su agregacion (132). Ademas, la carga de las particulas influye
sobre la interaccion con otras especies cargadas en el medio circundante. Cuando una particula de
biopolimero tiene carga opuesta a la de otro biopolimero, entonces se puede formar un complejo
electrostatico capaz de precipitar y sedimentar (34). Finalmente, la carga eléctrica también determina la
interaccion de las particulas de biopolimeros con las diferentes superficies del TGI. Una particula catidonica
sera capaz de unirse a la superficie anidnica de la lengua, causando asi una sensacion astringente que puede

ser percibida por el consumidor (43).

Las macromoléculas pueden presentar, frecuentemente, mas de una conformacion molecular.
Adicionalmente, la variacion de ciertos parametros (e.g., pH, temperatura, fuerza ionica) y la uniéon de un
compuesto a las particulas puede provocar cambios en dicha conformacion. El estudio de la conformacion
molecular de estas particulas brinda informacion sustancial al momento de seleccionar las mejores
condiciones para la incorporacion de un CB o evaluar su union. Las técnicas principalmente empleadas
para este analisis son la espectroscopia de fluorescencia (intrinseca y extrinseca), la espectroscopia de
dicroismo circular y la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en

inglés Fourier Transform Infrared) (110,133).

La morfologia de las particulas y el grado de agregacion generalmente se estudian empleando
técnicas de microscopia. Las subestructuras de las particulas se pueden visualizar mediante tintes o sondas
fluorescentes que se asocian selectivamente a ciertos componentes. L.a microscopia confocal de barrido
laser también se puede utilizar en muestras fluorescentes y, generalmente, proporciona una imagen de mejor
calidad respecto a las otras técnicas de microscopia. La técnica de SEM brinda informacion sobre las
caracteristicas superficiales de las particulas, como la composicion y el relieve, mientras que la morfologia
interna puede ser evaluada empleando la técnica de TEM, posteriormente a la fijacion, deshidratacion y
corte de la muestra. Por otro lado, mediante microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés
Atomic Force Microscopy) es posible observar la topologia superficial de micro y nanoparticulas, con

resolucion en el rango de los nanometros y la obtencion de informacion tridimensional (31).

La determinacion de la composicion y del estado fisico de las particulas y la distribucion de CBs en

su interior resulta desafiante debido a las dimensiones pequefias con las cuales se debe trabajar. La
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espectroscopia de fotoelectrones de rayos X se emplea para el andlisis quimico de la composicion
superficial de las particulas, mientras que el andlisis elemental se utiliza para estudiar la composicion global
de las mismas y la capacidad de unidn de ciertos compuestos. Otra técnica utilizada es la espectroscopia
Raman, la cual puede proveer informacion acerca de la incorporacion de CBs u otros componentes dentro
de las particulas. Por otro lado, la calorimetria diferencial de barrido, la espectroscopia de infrarrojo y la
espectroscopia Raman son técnicas que pueden ser utilizadas para detectar interacciones entre los
biopolimeros. Finalmente, la cristalinidad de la matriz biopolimérica o de un compuesto incorporado en

ella puede analizarse a través de la técnica de difraccion de rayos X (31,110).

Las propiedades opticas son atributos importantes cuando se considera la incorporacion de
particulas biopoliméricas en fArmacos, cosméticos, alimentos, etc. Dado que las particulas de biopolimero
suelen interactuar con la luz, pueden afectar las propiedades Opticas del producto donde se encuentren

(134).

La apariencia general de una matriz se puede clasificar en dos atributos principales: (i) opacidad, que
se determina principalmente por la dispersion de la luz; y (ii) color, que se determina principalmente por la

absorcion selectiva de determinadas longitudes de onda (135).

El impacto general de las particulas de biopolimero en las propiedades dOpticas de un producto
depende de su concentracion, tamafio e indice de refraccion. La turbidez u opacidad aumenta, comunmente,
a medida que aumenta el tamafio de las particulas en soluciéon y a medida que aumenta el contraste del
indice de refraccion entre la particula y su medio circundante. Al controlar el tamafio y el indice de
refraccion de las particulas de biopolimero, se pueden incorporar a un producto sin afectar las propiedades
opticas. Por lo tanto, productos que deben tener apariencia transparente deben incorporar particulas
pequeiias ya que no dispersan la luz en gran medida. Por el contrario, productos opacos pueden incorporar

particulas de gran tamafio ya que dispersan la luz en mayor medida (136).

Al evaluar la aptitud de un sistema de encapsulacion frente a la potencial incorporacion de un CB
especifico, los factores de interés que se deben considerar son la capacidad de carga, eficiencia de
encapsulacion y retencion. La capacidad de carga se define como el porcentaje de masa de CB contenido
en las particulas en relacion con la masa total del sistema, mientras que la eficiencia de encapsulacion se
define como el porcentaje de masa de CB contenido en las particulas en relacién con la masa total de CB

en el sistema (dentro y fuera de las particulas) (31).

Por otro lado, la retencion se define como el porcentaje de CB contenido en la particula en un tiempo
determinado en relacion con el tiempo inicial o luego de someterlo a algun proceso como digestion
enzimatica. [.os mecanismos mas comunes por los cuales se produce la liberacion del CB son: difusion,
hinchamiento, disociacion, erosion y/o degradacion. Por lo general, las particulas se rompen o comienzan
a desintegrarse bajo ciertos factores externos tales como cambios en el pH, fuerza idnica y temperatura,

actividad enzimatica o fuerzas mecénicas (31).
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3.14. Actividad bioldégica de aceites esenciales encapsulados

3.1.4.1. Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxide Species)y especies
reactivas de nitrégeno (RNS, por sus siglas en inglés Reactive Nitrogen Species) son generadas en el
organismo a partir de procesos celulares, estrés ambiental o radiacion UV. Bajo circunstancias normales, la
velocidad de formacion de ROS y RNS (potencialmente nocivas) se encuentra en equilibrio con la
velocidad a la que son removidas o neutralizadas. Sin embargo, la pérdida del balance entre estas especies
prooxidantes y compuestos antioxidantes enddgenos conduce a un estado fisiologico de estrés oxidativo.
Cuando esto ocurre, el exceso de ROS y RNS genera dafios en las biomoléculas (tales como acidos
nucleicos, lipidos y proteinas) afectando gravemente la funcionalidad celular. En ultima instancia, el estrés
oxidativo provoca la muerte celular por apoptosis o necrosis. Como se menciond previamente, esta
condicion se asocia con procesos inflamatorios y con un gran nimero de enfermedades, incluyendo DM2

(137).

Los compuestos antioxidantes son categorizados en funcion de la linea de defensa en la cual actan:
(i) la primera linea de defensa evita la produccion de radicales libres que conducen al estrés oxidativo a
través de enzimas y cofactores; (ii) la segunda linea de defensa promueve la neutralizacion de radicales
libes nocivos que causan las reacciones de oxidacion; y (iii) la tercera linea de defensa se focaliza en reparar
acidos nucleicos, proteinas, perdxidos y lipidos oxidados, inhibiendo la propagacion de las reacciones en

cadena (138).

En este contexto, los AEs pueden actuar como agentes antioxidantes exdgenos capaces de prevenir
o revertir el estrés oxidativo. Fundamentalmente, el modo de acciéon puede involucrar la captacion o
neutralizacion de ROS, o la inhibicion de diferentes vias de generacion. Cuando se encapsula un AE con
potencial capacidad antioxidante en una matriz biopolimérica, es posible que esta propiedad resulte afectada
debido a las interacciones covalentes y no covalentes que suelen ocurrir entre los componentes del sistema
(139). Por tal motivo, es necesario llevar a cabo ensayos experimentales adecuados para evaluar la actividad
antioxidante de un AE luego de su encapsulacion en particulas de biopolimeros. Estos ensayos pueden

clasificarse como métodos in vitro, basados en lineas celulares o in vivo.

Un gran numero de métodos in vitro ha sido empleado en estudios cientificos para la medicion
directa de la transferencia del &tomo de hidrogeno (HAT, por sus siglas en inglés Hydrogen Atom Transfer)
o de la transferencia de electréon (SET, por sus siglas en inglés Single Electron Transfer) desde los
compuestos antioxidantes hacia los radicales libres o especies prooxidantes. De este modo, la actividad
antioxidante de un compuesto es constatada por su capacidad de captacion de radicales libres, captacion de
ROS o reduccion de iones prooxidantes a formas mas estables. Ademas, puede evaluarse determinando su
capacidad quelante de iones metalicos necesarios para la formacion sitio-especifica de radicales y su

capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica. Las reacciones involucradas en estas técnicas implican el
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uso de radicales coloreados o especies no radicales oxidantes (tales como iones Cu? y Fe*, generalmente
formando parte de un complejo). Asi, la actividad antioxidante de un AE libre o encapsulado puede
determinarse empleando técnicas de espectroscopia, electroquimica o cromatografia. Los métodos in vitro
son los mas empleados debido a que requieren técnicas experimentales sencillas y econdmicas,
proporcionan resultados confiables en poco tiempo y evitan la experimentacion en animales. La principal
desventaja es que, en la mayoria de los casos, los radicales empleados son sintéticos e irrelevantes desde el
punto de vista biologico. Por lo tanto, estos métodos no reflejan la situacion real de un organismo o alimento

(140,141).

Si bien el método de captacion de radical DPPH no fue empleado en la presente tesis, resulta oportuno
mencionar su utilizaciéon en investigaciones recientes que evaluaron la actividad antioxidante de CBs
encapsulados, particularmente AEs (141). En estos estudios, dicho método permitié evidenciar mejoras
significativas en la capacidad antioxidante tras la encapsulacion de los compuestos, tanto en nanocéapsulas
de zeina como en complejos de f-ciclodextrina metilada y microcdpsulas de gelatina y goma arabiga
entrecruzadas con acido tanico, lo que respalda el potencial de estos sistemas para proteger y promover la

funcionalidad de compuestos con posible actividad antidiabética (142—144).

El método de captacion de radical cation acido 2,2'azinobis-(3 etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTS) se utiliza para evaluar la capacidad de un compuesto antioxidante para estabilizar dicho radical
cation mediante un mecanismo de transferencia electronica. El radical cation ABTS es un cromoforo verde
azulado que se obtiene a través de una reaccion entre el ABTS y persulfato de potasio. Cuando esta especie
es estabilizada en presencia de un agente antioxidante se decolora y la capacidad antioxidante puede ser
determinada por espectroscopia a 734 nm. Este ensayo puede ser empleado para evaluar compuestos
hidrofobicos e hidrofilicos (141). En un trabajo cientifico, se encapsuldé AE de lavanda, arbol de té,
bergamota y menta en perlas de alginato y se evalud la actividad antioxidante mediante el método de
captacion de radical cation ABTS (145). Los autores informaron que la encapsulacion permitio la retencion
de la capacidad antioxidante de todos los sistemas luego de 12 meses de almacenamiento, en porcentajes
que se encontraron entre 33 y 80%, segtin el AE encapsulado. Por otro lado, Beigmohammadi y col. (2024)
(146) encapsularon AE extraido a partir de la especie Ferulago angulata en emulsiones de concentrado de
proteina de suero y maltodextrina, obteniendo finalmente microparticulas sélidas mediante secado spray.
En este caso, la capacidad de captacion de radical cation ABTS fue significativamente mayor cuando el AE
se encontro en su forma libre. Sin embargo, la modificacion del concentrado de proteina de suero por
hidrolisis enzimatica o ultrasonicacion afectd la disponibilidad de los CBs, de manera que la actividad
antioxidante de estas microparticulas mejor6 considerablemente respecto a las microparticulas obtenidas
con el material intacto. Los autores sugirieron que tales modificaciones permitirian la migracion del AE

hacia la superficie de las microparticulas.
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Uno de los métodos utilizados para evaluar el poder reductor de compuestos antioxidantes se basa
en la reduccion del complejo Fe*3-2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (Fe3-TPTZ) a Fe"-TPTZ gracias a la
capacidad de estos compuestos de donar electrones. EI complejo reducido presenta color azul, y el poder
reductor del agente antioxidante se determina mediante espectroscopia a 593 nm. La reacciéon mencionada
se lleva a cabo a valores bajos de pH, los cuales no se corresponden con el pH fisiologico. Ademas, no tiene
en cuenta todos los grupos antioxidantes (tales como el grupo sulthidrilo) y, por lo tanto, puede reflejar una
capacidad antioxidante menor a la que realmente presenta una muestra (141). Por otro lado, el poder
reductor de un compuesto antioxidante también puede evaluarse segun su capacidad de reaccionar con
ferricianuro de potasio (Fe') para formar ferrocianuro de potasio (Fe'?). Posteriormente, el producto
obtenido reacciona con FeCl; dando lugar a la formacion de ferrocianuro férrico (también denominado azul
de Prusia), un complejo coloreado que puede determinarse por espectroscopia a 700 nm (147). En un trabajo
reciente, Gongalves da Rosa y col. (2020) (142) evaluaron el poder reductor de nanocapsulas de zeina
cargadas con AE de tomillo y orégano determinando su capacidad de reducir el complejo Fe*3-TPTZ. Los
autores informaron que las nanocéapsulas cargadas con AEs presentaron poder reductor significativamente
mayor que las nanocapsulas sin AE evaluadas como control. Por otro lado, Damasceno y col. (2020) (148)
encapsularon AE extraido a partir de la especie Lippia origanoides en nanogeles de quitosano y acido
cafeico. Posteriormente, los autores compararon el poder reductor del nanogel conteniendo AE frente al
nanogel sin AE y al AE en forma libre evaluando su capacidad de reducir el complejo Fe**-TPTZ. Los
resultados permitieron concluir que la incorporacion del AE en el nanogel afectd negativamente el poder
reductor de los CBs debido, posiblemente, a que las interacciones con el polimero reducen su disponibilidad
para la reduccion de Fe*. Sin embargo, la encapsulacion del AE en el nanogel provoca un aumento en el

poder reductor respecto al nanogel sin AE incorporado.

La capacidad quelante de iones metalicos de un compuesto antioxidante puede evaluarse en funcion
de la formacion de quelatos ferrozina-Fe*?, el cual presenta color rojo. Esta reaccion es limitada en presencia
de otros agentes quelantes, lo que conlleva a una disminucion de la coloracion correspondiente al complejo
ferrozina-Fe'. La competencia entre ferrozina y otro compuesto quelante por Fe*? puede ser determinada
por espectroscopia a 562 nm (149). A diferencia de lo que ocurre con otros métodos in vitro, la capacidad
quelante de iones metalicos de AEs encapsulados ha sido escasamente evaluada hasta el momento. En un
trabajo cientifico, se compard la capacidad quelante de Fe™ de AE de limén antes y después de ser
encapsulado en silice porosa amorfa (150). Los autores observaron que no hubo diferencia significativa
entre el AE en forma libre o encapsulado, y en ambos casos la capacidad quelante resulté significativamente
menor que el compuesto de referencia acido etilendiaminotetraacético (EDTA, por sus siglas en inglés

Ethylenediaminetetraacetic Acid).

Los métodos basados en lineas celulares constituyen una herramienta valiosa para explorar, a nivel
funcional y molecular, la actividad antioxidante de compuestos bioactivos y su posible implicancia en la

regulacion del estrés oxidativo celular, un proceso central en la fisiopatologia de la DM2. Aunque estos
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ensayos no fueron abordados experimentalmente en el presente trabajo, su inclusion resulta pertinente para
contextualizar estudios recientes sobre AEs encapsulados. En este sentido, Sousa Borgesy col. (2018) (151)
reportaron que nanoemulsiones de Tween 20 cargadas con AE de romero mostraron capacidad antioxidante
comparable a la quercetina en fibroblastos humanos, a partir de la medicion de ROS. Por su parte,
Obeidnejad y col. (2024) (152) observaron que el AE de Satureja hortensis, administrado a una linea de
macrdfagos, logro inhibir la expresion de NADH oxidasa y activar la expresion del factor de transcripcion
Nrf2, lo que sugiere un efecto protector frente al dafio oxidativo. Estas evidencias destacan el potencial de
estos métodos como herramientas complementarias para profundizar la comprension de los mecanismos de

accion de CBs con aplicaciones en estrategias de control de enfermedades cronicas como la DM2.

Aunque los métodos in vive no fueron abordados en la parte metodologica de la presente tesis, su
inclusion resulta pertinente a fin de contextualizar el uso de modelos animales en la evaluacion del efecto
antioxidante de CBs encapsulados. Estos ensayos permiten analizar biomarcadores clave vinculados al
estrés oxidativo, como el malondialdehido o la actividad de enzimas antioxidantes, y aportan informacion
relevante sobre la eficacia funcional de los sistemas evaluados en condiciones fisiologicas mas complejas.
En estudios recientes, se demostré que la administracion de AEs encapsulados en nanoemulsiones o
hidrogeles hibridos mejord significativamente parametros relacionados con la capacidad antioxidante
plasmatica y la actividad de enzimas como la superoxido dismutasa en modelos murinos, respaldando el

potencial de estos sistemas como estrategias de intervencion frente al estrés oxidativo (153,154).

3.1.4.2. Actividad antidiabética

La actividad antidiabética de AEs ha sido analizada a través de numerosos métodos in vifro € in vivo.
Algunos de ellos son utiles para identificar alteraciones en el fenotipo celular relacionadas con la DM2, y
se emplean como ensayos preliminares ya que no proporcionan informacion sobre el mecanismo de accion
del CB. Dentro de este grupo se pueden mencionar: (i) ensayos de absorcion de glucosa, en los cuales
analogos de este carbohidrato se marcan radiactivamente o se miden los niveles de un fluoréforo como
indicador del punto final de reacciones involucradas en la regulacion de la absorcion de glucosa; (ii) ensayos
de expresion de genes reporteros, en los cuales se evalua la regulacion de genes candidatos relacionados
con laDM2 (e.g., PPARy, KCNJ11, ABCCS, etc.) a través de técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction); (iii) ensayos de secrecion de insulina, en los
cuales se emplean la técnica ELISA o utilizan la enzima luciferasa para determinar los niveles de la
hormona; (iv) ensayos de cuantificacion de calcio, utilizando agentes quelantes cuyos complejos pueden
determinarse por técnicas de espectroscopia; (v) ensayos de cuantificacion de ATP intracelular, para los
cuales se utiliza la enzima luciferasa; y (vi) ensayos de cuantificacion de cAMP intracelular, para los cuales

se emplean técnicas inmunoenzimaticas (155).
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Por otro lado, algunos métodos permiten identificar el mecanismo de accién mediante el cual un CB
ejerce un efecto antidiabético especifico. Dentro de este grupo se pueden mencionar: (i) ensayos de
expresion de genes que codifican transportadores de glucosa; y (ii) ensayos de actividad enzimaética.
Generalmente, se evalua la expresion de genes que codifican para GLUT2 y GLUT4 mediante técnicas de
PCR. El incremento de la expresion de estos genes favorece la absorcion de glucosa en las células en las
cuales cumplen su funcion. Ademas, es posible evaluar la actividad de enzimas clave para el metabolismo
de carbohidratos, las cuales estan directamente relacionadas con la DM2 (155). En el intestino, la a-amilasa
pancreatica completa la digestion de PSs a disacaridos (iniciada en la boca por la a-amilasa salival),
mientras que la a-glucosidasa presente en el borde en cepillo del intestino delgado digiere los disacaridos
a monosacaridos. De este modo, la glucosa puede ser absorbida y secretada al torrente sanguineo. La
inhibicidon parcial de estas enzimas representa una estrategia para controlar la DM2, ya que retarda la
absorcion de glucosa en las células epiteliales, reduciendo la glucemia postprandial (72). Enzimas
involucradas en el metabolismo de lipidos pueden estar relacionadas indirectamente con la DM2. La
inhibicion de la enzima lipasa pancreatica puede disminuir la cantidad de 4cidos grasos libres en sangre,
evitando un estado de estrés oxidativo, inflamacion cronica y resistencia a la insulina (156). Finalmente, la
enzima PTP1B puede provocar la desfosforilacion de receptores de insulina activados, por lo que su

inhibicion contribuye al control de la DM2 (157).

En un estudio, Mohammed y col. (2020) (158) evaluaron el efecto de AE de canela encapsulado en
concentrado de proteina de suero sobre parametros bioquimicos relacionados con DM2 mediante diferentes
ensayos in vivo, utilizando técnicas de espectroscopia. El nivel de glucosa y de enzima a-amilasa en suero
de ratas tratadas con AE encapsulado fue menor que el nivel en suero del grupo de ratas control. Ademas,
el nivel de insulina en suero de ratas tratadas con AE encapsulado fue mayor que el nivel en suero del grupo

de ratas control.

Por otro lado, la inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa por parte de AEs encapsulados ha sido
evaluada fundamentalmente a través de métodos in vitro. En este sentido, nanofibras de zeina conteniendo
AE extraido a partir de la especie Ferula gummosa fueron capaces de inhibir las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa y este efecto resulté dependiente de la concentracion de AE (159). Diferentes AEs (extraidos a
partir de las especies Oliveria decumbens, Thymus kotschyanus, Trachyspermum ammi y Zataria
multiflora) fueron incorporados en particulas de gelatina y pectina. La inhibicion de las enzimas digestivas
por parte de estos AEs encapsulados fue mayor que la que presento la particula control sin AE, pero menor

que el compuesto de referencia acarbosa (160).
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3.1.4.3. Actividad antiinflamatoria

La inflamacidn cronica es una condicion que puede desencadenar o exacerbar enfermedades, entre
ellas la DM2. La actividad antiinflamatoria de AEs se ha evaluado a través de diversos métodos in vitro e

in vivo.

Los métodos in vitro corresponden a ensayos simples, rapidos y de bajo costo. Algunos de ellos
evaluan la actividad de enzimas proinflamatorias, tales como la lipooxigenasa (LOX), la ciclooxigenasa
(COX) y la hialuronidasa, mediante técnicas manométricas o espectroscopicas. Ademas, el 6xido nitrico
cumple un rol clave en la regulacion de la permeabilidad vascular y en la migracion celular inducida por
sustancias proinflamatorias. Por lo tanto, la cuantificacion de 6xido nitrico en cultivos celulares a través de
técnicas de espectroscopia o GC permite estudiar la actividad antiinflamatoria de un CB. Finalmente, la
produccién de citoquinas proinflamatorias en cultivos celulares es un parametro importante en el analisis
de potenciales agentes antiinflamatorios. El factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés Tumor
Necrosis Factor) es una citoquina mediadora de la respuesta inflamatoria que estimula la respuesta inmune
innata activando células T y macréfagos que, a su vez, promueven la liberacion de otras citoquinas
inflamatorias. Ademas, TNF es un mediador de la inflamacion inducida por carragenina y es capaz de
estimular la liberacion de quininas y leucotrienos. La determinacion de TNF puede realizarse en cultivos
celulares mediante técnicas de espectroscopia empleando el colorante cristal violeta. Las interleucinas son
factores linfoides que median la interaccion entre diversas células del sistema inmunitario. De este modo,
cumplen una funcidon importante en el desarrollo de la respuesta inflamatoria. L.a determinacion de las

interleucinas se realiza, principalmente, mediante la técnica ELISA (161).

En un estudio, Risaliti y col. (2019) (162) evaluaron la inhibicion enzimatica de LOX por parte de
AEs (extraidos a partir de las especies Salvia triloba y Rosmarinus officinalis) libres y cargados en
liposomas. Los autores reportaron que los AEs en forma libre no fueron capaces de inhibir la enzima,
mientras que los liposomas cargados con AE exhibieron moderada actividad inhibitoria, similar al

compuesto de referencia acido nordihidroguaiarético.

Diversos estudios han empleado métodos in vivo para evaluar el efecto de CBs encapsulados sobre
el estrés oxidativo, proporcionando evidencia funcional bajo condiciones fisiol6gicas mas representativas.
Si bien este tipo de abordajes no fue incorporado en la metodologia de la presente tesis, su mencion resulta
relevante para contextualizar hallazgos recientes. Al respecto, se ha observado que la administracion de
AEs vehiculizados en complejos de f-ciclodextrina a modelos murinos con estrés oxidativo inducido
condujo a una mayor capacidad antioxidante plasmatica y a una mayor actividad de enzimas clave como la
superdxido dismutasa, en comparacion con los controles (163). Estos resultados respaldan el potencial de
los sistemas de encapsulacion no solo para preservar la funcionalidad de los CBs, sino también para

amplificar su eficacia biologica en condiciones fisiopatoldgicas relevantes.
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3.1.5. Eleccion de aceites esenciales

En la presente tesis, la eleccion de cada AE se fundament6 en criterios cientifico-tecnologicos
relacionados con su disponibilidad regional, su uso tradicional como condimentos y aditivos naturales, la
evidencia previa de su actividad biologica y su potencial incorporacion en matrices alimentarias.
Adicionalmente, se considerd la conformacion de un grupo de AEs heterogéneo en cuanto a su perfil
quimico que permitiera abarcar diversos mecanismos de accidn en el contexto de su potencial bioactividad.
La sumatoria de estos criterios posicion6 a los aceites esenciales de canela, comino, limon, tomillo y
orégano como candidatos particularmente adecuados para ser evaluados en profundidad, en el marco del

desarrollo de estrategias innovadoras orientadas a la prevencion y el abordaje de enfermedades cronicas.

3.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:

Objetivo 1: Caracterizar aceites esenciales con potencial actividad biologica segun su composicion

quimica.

Objetivo 2: Estudiar y caracterizar la formacion de complejos de particulas proteicas que encapsulan

aceites esenciales.

Objetivo 3: Evaluar la actividad biologica de aceites esenciales encapsulados en complejos de

particulas proteicas.

3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Materiales

Para los estudios desarrollados en el presente capitulo se utilizé clara de huevo (EW, por sus siglas
en inglés Egg White) industrial, la cual fue adquirida en Compaiiia Avicola SA (Argentina) en forma de
liquido pasteurizado, con composicion de acuerdo con el fabricante de 10,50% de proteina, 0,40% de
cenizas, 0,03% de grasay 14,2° Brix de so6lidos totales. L.a muestra de EW se mantuvo almacenada a -20°C

hasta el momento de ser utilizada.

Por otro lado, el aceite esencial de canela extraido de corteza de Cinnamomum cassia (CAN, Numero
CAS: 8007-80-5), aceite esencial de comino extraido de semilla de Cuminum cyminum (COM, Namero
CAS: 8014-13-9), aceite esencial de limon extraido de cascara de Citrus limon (LIM, Numero
CAS: 8008-56-8), aceite esencial de tomillo extraido de la parte aérea de Thymus vulgaris (TOM, Niimero
CAS: 8007-46-3), aceite esencial de orégano extraido de la parte aérea de Origanum vulgare (ORE, Numero

CAS: 8007-11-2) fueron comprados en Sigma-Aldrich (Estados Unidos).
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Los reactivos analiticos fueron suministrados por Cicarelli (Argentina), Biopack (Argentina) y Merck

(Alemania).

3.3.2. Caracterizacion de aceites esenciales

3.3.2.1. Contenido fendlico total
Los AEs seleccionados en la presente tesis para su estudio, CAN, COM, LIM, TOM y ORE, fueron

evaluados segiin su Contenido Fenolico Total (TPC, por sus siglas en inglés Total Phenolic Content)
siguiendo el método de Folin-Ciocalteu de acuerdo con Bag y Chattopadhyay (2015) (164). Para ello, se
adiciond 1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (F9252, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) diluido 1:10 en agua
desionizada a 500 L. de muestra (solucion de AE en etanol absoluto, concentracion 100 pg mL!). Luego
de 3 min de incubacion, se adicionaron 3 mL de solucion Na,CO; 2% m/v y la mezcla se agitd
mecanicamente con vortex. Se incubd durante 2 h a 25°C y, posteriormente, la absorbancia (ABS) fue
determinada a 760 nm utilizando un equipo espectrofotdmetro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). El
mismo volumen de etanol absoluto, en reemplazo de la muestra, fue adicionado para la obtencion del
blanco. El TPC fue calculado mediante la ecuacion obtenida por regresion lineal (R? adj. 0,997)
correspondiente a la curva de calibrado obtenida a partir de soluciones de acido galico (G7384,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) como reactivo estandar. [Las determinaciones fueron llevadas a cabo a
25°C y realizadas por triplicado. Los resultados fueron expresados como mg de equivalente de acido galico

g AE (mg EAG g AE).

3.3.2.2. Andlisis GC-FID/MS
Los AEs seleccionados en la presente tesis para su estudio, CAN, COM, LIM, TOM y ORE, fueron

analizados segiin su composicion quimica mediante GC-FID/MS, utilizando un cromatografo de gases
Thermo Trace 1300 (Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos) equipado con un detector de ionizacion
de llama (FID, por sus siglas en inglés Flame lonization Detector) y un espectrometro de masas ISQ Series
(Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos), siguiendo la metodologia de Hanafi y col. (2014) (165)
con algunas modificaciones. Para la separacion de los componentes se empled una columna capilar TR
S5MS (30 m x 0,25 mm d. i., espesor de pelicula 0,25 pum). La temperatura del inyector y del detector fue
300°C. La temperatura inicial fue 40°C, la cual fue incrementada gradualmente a una velocidad de 5°C
min’! hasta 200°C y mantenida en este valor durante 20 min. Se utiliz6 He como gas de arrastre y su
velocidad lineal fue 1,5 mL min™!, en una relacion de split de 100:1. Para el andlisis, se inyectd un volumen
de muestra de 1,0 pL. La identificacion de los componentes de los AEs fue llevada a cabo mediante la
comparacion del espectro de masas registrado con los espectros standard tomados de la biblioteca NIST

MS utilizando el sofiware Xcalibur. El anélisis cuantitativo (expresado como porcentaje de area) se realizd
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a partir de la normalizacion del area de los picos. Finalmente, se seleccioné el area del pico como sefial

analitica para la determinacion del contenido relativo (CR, %) de los componentes identificados.

3.3.3.  Obtencion de nanoparticulas EWPn

Las nanoparticulas de proteina de clara de huevo (EWPn, por sus siglas en inglés Egg White Protein
Nanoparticles) fueron obtenidas segiin Sponton y col. (2020) (166). Para ello, se prepard una solucion stock
de proteina de clara de huevo (EWP, por sus sigas en inglés Egg White Protein) diluyendo 1,0 L de EW
industrial con 200 mL de agua desionizada (conductividad < 0,056 mS ¢m™"). Luego de ajustar el pH a 6,0
utilizando HCI 2 N, Ia solucién fue centrifugada a 2.000 g durante 20 min con el objetivo de separar la
fraccion proteica correspondiente a mucinas (167). Posteriormente, el sobrenadante fue recuperado y el pH
fue ajustado a 11,4 utilizando NaOH 2 N. La concentracion de proteina fue verificada por espectroscopia
de absorcion UV a 280 nm utilizando un espectrofotdmetro Jenway 7305 (Reino Unido), considerando un
coeficiente de extincion de 0,835 L g*! em™!. La concentracion de proteina de la solucion stock EWP fue
8,5% m/v. A partir de la solucion stock se obtuvo una nueva solucion de EWP al 5% m/v y el pH de esta
fue corregido a 11,4 con NaOH 2 N. Finalmente, un volumen de 1,0 L de solucion EWP 5% m/v (pH 11,4)
fue colocado en un reactor batch y sometido a un tratamiento térmico de 85°C durante 5 min, bajo agitacion
magnética. Una vez finalizado el tratamiento térmico, la solucion EWPn obtenida fue expuesta a circulacion
de agua fria (con el objetivo de detener el proceso de agregacion proteica) y luego mantenida a 4°C hasta

su posterior utilizacion.

3.3.4. Formacion de complejos EWPn—AE

La concentracion de proteina de solucion EWPn obtenida previamente se ajustod a 4% m/v con agua
desionizada y el pH de la solucion fue corregido a 7,0, 9,0 y 11,4 con HC12 N 0 NaOH 2 N. La formacion
de complejos EWPn—AE fue llevada a cabo aplicando una técnica antisolvente (168). Para ello, soluciones
de AE al 2% m/v en etanol absoluto fueron agregadas a las soluciones de EWPn 4% m/v a pH 7,0, 9,0 y
11,4 bajo agitacion magnética en una relacion 10:1 (EWPn:AE) en masa. Esta relacion fue seleccionada
segun evaluaciones preliminares de estabilidad coloidal. Como control, la misma cantidad de etanol
absoluto, en reemplazo de solucion de AE, fue adicionada a las soluciones de EWPn 4% m/v a pH 7,0, 9,0
y 11,4. Los complejos EWPn—AE y los controles EWPn fueron mantenidos a 4°C durante toda la noche

con el objetivo de alcanzar la estabilizacion.
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3.3.5. Caracterizacion de complejos EWPn—AE

3.3.5.1. Distribucion de tamavio de particula y potencial {

Los complejos EWPn—AE y los controles EWPn obtenidos previamente fueron analizados segtin su
distribucion de tamafio de particula (PSD, por sus siglas en inglés Particle Size Distribution) mediante
dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés Dynamic Light Scattering) utilizando un equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) conteniendo un laser de He-Ne de longitud de
onda de salida de 632,8 nm y angulo fijo 173°, ejecutado bajo el software Zetasizer version 7.12 (166). El
diametro hidrodinamico de particula (di, nm) fue obtenido a partir de la PSD basada en intensidad (PSDi,
%). La PSD basada en volumen (PSDv, %) también fue considerada para el andlisis. Las muestras fueron
diluidas con agua desionizada y el pH fue reajustado a 7,0, 9,0 y 11,4, de manera de obtener una
concentracion final de proteina de 1% m/v. Las mediciones fueron llevadas a cabo a 25°C y los indices de
refraccion utilizados para el solvente (agua) y la proteina fueron 1,33 y 1,50, respectivamente. La viscosidad

del solvente (agua) se consider6 0,8872 cP. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Por otro lado, el potencial { (mV) de los complejos EWPn—AE y los controles EWPn fue evaluado
utilizando el mismo equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) y su software
(169). Los valores se obtuvieron a partir de la distribucion de movilidad electroforética por medio de la
técnica de velocidad Doppler laser, y fueron calculados segun el modelo de Smoluchowski. LLas muestras
fueron diluidas con agua desionizada y reajustadas a pH 7,0, 9,0 y 11,4, de manera de obtener una
concentracion final de proteina de 0,1% m/v. Las mediciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas

por triplicado.

3.3.5.2. Espectroscopia de fluorescencia intrinseca y extrinseca

Los complejos EWPn—AE y los controles EWPn fueron caracterizados mediante espectroscopia de
fluorescencia utilizando un espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F-7000 (Japdon) ejecutado bajo el
software FL Solutions version 4.2, segiin Visentini y col. (2019) (21). Las muestras fueron diluidas con
agua desionizada y reajustadas a pH 7,0, 9,0 y 11,4, de manera de obtener una concentracion final de
proteina de 0,01% m/v. Las determinaciones de fluorescencia intrinseca (debida a la emision del Trp) fueron
realizadas a una longitud de onda de excitacion (Aex) de 295 nm, y el espectro de emision fue obtenido en
el rango 320-420 nm. Los valores de intensidad de fluorescencia fueron reportados como intensidad de
fluorescencia maxima debida al Trp (IFmaxtmp, u.a.). Ademds, se determind la longitud de onda
correspondiente a dicha intensidad maxima (Amax—rp, Nm). Las determinaciones de fluorescencia extrinseca
(debida a la sonda fluorescente ANS) fueron realizadas a una Acx de 390 nm, y el espectro de emision fue
obtenido en un rango de 420 a 600 nm. Para ello, se adicionaron 9 plL de la sonda fluorescente acido
1-anilino-8-naftaleno sulfonico (ANS, Numero CAS: 82-76-8, Fluka Chemie AG, Suiza) 15 mM a 3 mL

de muestra. Los valores de intensidad de fluorescencia fueron informados como intensidad de fluorescencia
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maxima debida al ANS (IFmacans, u.a.). Ademas, se inform¢ la longitud de onda correspondiente a dicha
intensidad (Amax-axs, nm). Las determinaciones de fluorescencia intrinseca y extrinseca fueron llevadas a

cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

3.3.5.3. Eficiencia de encapsulacion

La fraccion de AE encapsulado en nanoparticulas EWPn, expresada como eficiencia de
encapsulacion (EE, %), fue determinada mediante espectroscopia de absorcion UV-vis a 280 nm utilizando
un espectrofotometro Lambda 20 UV—Vis (Perkin Elmer, Estados Unidos) ejecutado bajo el software UV
WinLab version 5.1.5.0637, segiin la metodologia propuesta por Deseta y col. (2021) (170) con algunas
modificaciones. Para ello, las muestras de EWPn—AE a los valores de pH de 7,0, 9,0 y 11,4 fueron ajustadas
a pH 4,6 con HCI 2 N (con el objetivo de precipitar los complejos proteicos) y centrifugadas a 10.000 g
durante 10 min y a 25°C. Posteriormente, 300 pL del sobrenadante se mezclaron con 3 mL de acetato de
etilo, se agitd mecanicamente con vortex durante 1 min y se centrifugd a 2.000 g durante 2 min y a 25°C.
La fase superior correspondiente al acetato de etilo fue extraida y la ABS fue determinada a una longitud
de onda especifica segtn el espectro obtenido para cada AE, es decir, 282 nm para CAN, 258 nm para
COM, 310 nm para L.IM, 274 nm para TOM y 276 nm para ORE (datos no mostrados). Ademas, el mismo
procedimiento fue realizado para los controles EWPn ajustados a pH 7,0,9.0 y 11,4, y la ABS fue obtenida
a 282, 258, 310, 274 y 276 nm, de manera que cada longitud de onda corresponda con el pico de ABS
caracteristico de cada AE. Por otro lado, se obtuvieron curvas de calibrado realizando diluciones seriadas a
partir de una solucion stock de AE en acetato de etilo de concentracion 20 mg mL-'. Los rangos de
concentracion comprendidos fueron 0,00025 —0,01000 mg mL-! para CAN, 0,0005 — 0,2000 mg mL' para
COM, 0,01 — 1,00 mg mL™! para LIM y 0,004 — 0,040 mg mL! para TOM y ORE. Los coeficientes de
correlacion (R? adj.) registrados se encontraron entre 0,915 (TOM) y 0,999 (ORE). Las mediciones fueron
llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado. La cantidad de AE encapsulado (AEgx) fue calculada
como la diferencia entre la cantidad total de AE inicialmente adicionada en la formacion de los complejos
(AET) y la cantidad de AE determinada en los sobrenadantes (AEs, AE no encapsulado). La EE (%) fue
determinada como sigue:

AEE
AET

EE = x 100 (Ecuacion 2),

donde AEgr y AEr corresponden a la cantidad de AE encapsulado y total, respectivamente, expresada en mg.
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3.3.6. Actividad antioxidante de complejos EWPn—AE

3.3.6.1. Actividad de captacion de radical ABTS*

La actividad de captacion de radical ABTS" (Aaprs-+, ICso expresado como mg proteina g') de los
complejos EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 fue determinada por espectroscopia, segiin Cian y col. (2014)
(171). En primer lugar, la solucion de radical ABTS* fue preparada haciendo reaccionar 10 mL de reactivo
acido 2,2'azinobis-(3 etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS, A1888, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 2
mM con 40 pl. de persulfato de potasio 70 mM y mantenida por 16 h a 25°C y en oscuridad. Posteriormente
y previo a realizar el ensayo, la solucion de radical ABTS™ fue diluida con solucién salina tamponada con
fosfato 0,01 M (PBS, por sus siglas en inglés Phosphate-buffered Saline, pH 7,4) de forma de obtener un
valor de ABS de 0,80 + 0,03 a 734 nm. Luego, un volumen de 10 pl. de una dilucién de la muestra fue
adicionado a 190 pL de solucion de radical ABTS" y la mezcla fue incubada en oscuridad a 25°C durante 6
min. Luego de transcurrido el tiempo correspondiente, la ABS fue determinada a 734 nm utilizando un
espectrofotometro Biochrom Asys UVM-340 (Reino Unido). Ademas, el mismo procedimiento fue
realizado para el control EWPn obtenido a pH 11,4. Por otro lado, el mismo volumen de PBS en reemplazo
de la muestra fue adicionado para la preparacion del blanco. Las determinaciones fueron llevadas a cabo a
25°C y realizadas por triplicado. El porcentaje de captacion de radical ABTS* (Casrs+, %) fue calculado
como:

ABS, —ABS.
blanco muestra x 100
ABSplanco

CABTS+ = (Ecuacién 3),

donde ABSyianco Y ABSmucstra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.
El ajuste de los datos obtenidos a partir de diluciones seriadas se realizo segun la siguiente ecuacion:
y=a—(bxc¥) (Ecuacion 4),

donde y corresponde a la tasa de captacion, a, b y ¢ corresponden a parametros de regresion y x es la

concentracion expresada en mg proteina g sistema.

La concentracion de proteina necesaria para la captacion del 50% del radical ABTS* (ICso, mg
proteina g!), es decir, la concentracion de proteina que es capaz de decolorar el 50% del radical ABTS",

fue obtenida a partir de la siguiente ecuacion:
ICso = In[(a — 50)b™1]inc (Ecuacion 5),

donde ICs es la concentracion de proteina para la captacion del 50% del radical ABTS*, expresada en mg

proteina g'', y a, b y c corresponden a parametros de regresion.
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3.3.6.2. Actividad de poder reductor

La actividad de poder reductor (Apr, g sistema g'! proteina) de los complejos EWPn—AE obtenidos
a pH 11,4 fue determinada por espectroscopia, segiin el método descripto en Cian y col. (2015) (172), con
algunas modificaciones. Un volumen de 100 pL. de una dilucién de la muestra fue adicionado a 100 pl de
buffer fostato 0,2 M (pH 6,6) y 100 uL. de solucién de ferricianuro de potasio 1% m/v. La mezcla fue
incubada a 50°C durante 20 min y, posteriormente, 100 pLL de una solucion de acido tricloroacético al 10%
m/v fue adicionada. Luego, se centrifug6 a 8.000 g durante 5 miny a 25°C, y 100 puL de sobrenadante fue
mezclado con 20 pL. de FeCl; 0,1% m/vy 100 uLL de agua desionizada. L.a mezcla se mantuvo en oscuridad
a 50°C durante 10 min y, una vez transcurrido el tiempo correspondiente, la ABS fue determinada a 700 nm
utilizando un espectrofotometro Biochrom Asys UVM-340 (Reino Unido). Ademds, el mismo
procedimiento fue realizado para el control EWPn obtenido a pH 11,4. Por otro lado, el mismo volumen de
agua desionizada en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion del control negativo y el
mismo volumen de agua desionizada en reemplazo de la muestra y en reemplazo del cloruro férrico fue
adicionado para la preparacion del blanco. Las determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C por

triplicado.

La Apr fue calculada obteniendo curvas de ABS en funcion de la concentracion y registrando
coeficientes de regresion lineal (R? adj.) entre 0,97 y 0,99. Tras ajuste de los datos experimentales al
modelo, las pendientes fueron consideradas como valores de Apr y se expresaron como g sistema g

proteina.

3.3.6.3. Actividad quelante de hierro

La actividad quelante de hierro (ICA, por sus siglas en inglés lron-chelating Activity, 1Cs, expresado
como mg proteina g'!') de los complejos EWPn-AE obtenidos a pH 11,4 fue determinada por espectroscopia
utilizando un kit comercial (Fer-color AA, Wiener Lab, Argentina), de acuerdo con Ciany col. (2016) (173).
Para ello, un volumen de 25 pL. de una dilucion de la muestra fue adicionado a 25 pL de solucion de hierro
8 mg L'y lamezcla fue incubada a 25°C durante 30 min. Luego de transcurrido el tiempo correspondiente,
se agreg6 a la mezcla un volumen de 100 pl. de buffer acetato 150 mM (pH 4,5) conteniendo acido
ascorbico 0,03 mM y 25 ul. de solucion de ferrozina 0,2 mM. La ABS fue determinada a 560 nm luego de
5 min de adicionada la ferrozina utilizando un espectrofotometro Biochrom Asys UVM-340 (Reino Unido).
Ademas, el mismo procedimiento fue realizado para el control EWPn obtenido a pH 11.4. Por otro lado, el
mismo volumen de buffer acetato en reemplazo de la muestra y en reemplazo de la solucion de hierro fue
adicionado para la preparacion del control negativo y del blanco, respectivamente. Las determinaciones

fueron llevadas a cabo en oscuridad a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de captacion de hierro (Cre, %) fue calculado como:
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ABS —ABS.
CFe — blanco muestra x 100

(Ecuacion 6),
ABSpianco

donde ABSyianco Y ABSmucstra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.
El ajuste de los datos obtenidos a partir de diluciones seriadas se realizo segun la siguiente ecuacion:
y=a—(bxc*) (Ecuacion 7),

donde y corresponde a la tasa de quelacion de hierro, a, b y ¢ corresponden a parametros de regresion y x

es la concentracion expresada en mg proteina g!.

La concentracion de proteina necesaria para la quelacion del 50% de hierro (ICso, mg proteina g),
es decir, la concentracion de proteina que es capaz de decolorar el 50% de la ferrozina, fue obtenida a partir

de la siguiente ecuacion:
ICsy = In[(a — 50)b~]inc (Ecuacion 8),

donde ICs es la concentracion de proteina para la quelacion del 50% de hierro, expresada en mg proteina

g,y a, by c corresponden a parametros de regresion.

3.3.7. Actividad antidiabética de complejos EWPn—AE

3.3.7.1. Actividad inhibitoria de a-amilasa

La actividad inhibitoria de a-amilasa (Aami, ICso expresado como pg AE mL') de los complejos
EWPn-AE obtenidos a pH 11,4 fue determinada utilizando un kit comercial (Amilokit, Wiener Lab,
Argentina), siguiendo la metodologia de Costamagna y col. (2016) (174). En primer lugar, la mezcla de
reaccion conteniendo 800 pL de buffer fosfato sddico 0,01 M (pH 7.4), 5 uL de a-amilasa (67688, Fluka
Chemie AG, Suiza) (10 U mL™") y 195 pL de una dilucién de la muestra fue incubada a 4°C durante 5 min.
Luego, se inicid la reaccion enzimatica mediante el agregado de 500 pL de reactivo A (almidén) y la mezcla
se incub6 a 37°C durante 7 min. Con el objetivo de revelar la presencia de almidon, se adiciond un volumen
de 500 uL de reactivo B (solucion de yodo) y la mezcla se llevo a un volumen final de 2,90 mL con agua
desionizada. Posteriormente, la ABS fue determinada a 640 nm utilizando un espectrofotometro UV2400
PC (Nade, China). El mismo volumen de buffer fosfato sédico 0,01 M en reemplazo de la muestra fue
adicionado para la obtencién del blanco. Como compuesto de referencia se utilizo acarbosa (Sigma-Aldrich,

Estados Unidos). Las determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de a-amilasa (L.mi, %) fue calculado como:

ABS —ABS.
Iami — blanco muestra x 100
ABSplanco

(Ecuacion 9),

donde ABShianco Y ABSmuestra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.
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Ademas, para determinar la Aami se obtuvo el valor de I1Cso, definido como la concentracion de
muestra necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima. En primer lugar, se prepararon diluciones
seriadas de las muestras de 40 a 500 pg muestra mL-!. Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados

segun la ecuacion:
y =yo +AxexpR¥  (Ecuacion 10),

donde y es la tasa de inhibicion, yo, A y Ry son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.
Por ultimo, el valor de ICsy fue obtenido como:

_Yo
(50X

ICsp = lnR— (Ecuacion 11),
0

donde yo, A y Ry son parametros de regresion.

3.3.7.2. Actividad inhibitoria de o-glucosidasa

La actividad inhibitoria de a-glucosidasa (Ag, ICso expresado como pg AE mL") de los complejos
EWPn-AE obtenidos a pH 11,4 fue determinada segin la metodologia descripta por Costamagna y col.
(2016) (174) con algunas modificaciones. En primer lugar, la mezcla de reaccion conteniendo 160 pl. de
buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 6.9), 5 pL de a-glucosidasa (117F8205, Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
(5,46 U mL") y 250 uL de una dilucion de la muestra fue incubada a 4°C durante 10 min. Luego, se
adicionaron 5 pl. de reactivo 4-nitrofenil a-D-glucopirandsido (pNPG, por su nombre en inglés
p-nitrophenyl a-D-glucopyranoside, BCBN2675V, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 25 mM y la mezcla
fue incubada a 37°C durante 15 min. Por ultimo, un volumen de 80 pl. de carbonato de sodio 0,2 M fue
adicionado y la ABS fue determinada a 420 nm utilizando un lector de microplaca Biotek EL.x808 (Estados
Unidos). El mismo volumen de buffer fosfato de sodio 0,1 M en reemplazo de la muestra fue adicionado
para la obtencion del blanco. Como compuesto de referencia se utilizé acarbosa (Sigma-Aldrich, Estados

Unidos). Las determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa (I, %) fue calculado como:

ABS —ABS -y
Iglu — blanco muestra x 100 (Ecuacmn 12),
ABSplanco

donde ABSyianco Y ABSmucstra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.

Ademas, para determinar la A, se obtuvo el valor de ICs, definido como la concentracion de
muestra necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima. En primer lugar, se prepararon diluciones
seriadas de las muestras de 0,4 a 130 pg muestra mL-'. Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados

segun la ecuacion:
y =yo +AxexpRo¥  (Ecuacion 13),
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donde y es la tasa de inhibicidon, yo, A y Ry son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.
Por ultimo, el valor de ICs fue obtenido como:

(50-20)

ICSO =ln Ro

(Ecuacion 14),

donde yo, A y Ry son parametros de regresion.

3.3.7.3. Actividad inhibitoria de lipasa pancredtica

La actividad inhibitoria de lipasa pancreatica (Ajp, ICso expresado como pg AE mL') de los
complejos EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 fue determinada mediante la hidrdlisis enzimatica del
p-nitrofenil palmitato a p-nitrofenol, siguiendo la metodologia de Costamagna y col. (2016) (174). En
primer lugar, una mezcla conteniendo la enzima lipasa pancreatica (BCR693, Fluka Chemie AG, Suiza) (5
mg mL1) y 150 pL de una diluciéon de muestra fue incubada a 4°C durante 10 min. Posteriormente, se
afiadié un volumen de 330 pL de buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0) suplementado con Triton X-100
(Fluka Chemie AG, Suiza) 0,6% m/v y goma arabiga 0,15% m/v. La reaccion fue iniciada mediante el
agregado de 20 pL de sustrato p-nitrofenil palmitato (pNPP109K 5200, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 10
mM y la mezcla fue incubada a 37°C durante 20 min. EI mismo volumen de buffer fosfato de sodio 0,1 M
en reemplazo de la muestra fue adicionado para la obtencion del blanco. Por ultimo, l1a ABS fue determinada
a 400 nm utilizando un lector de microplaca Biotek EL.x808 (Estados Unidos). Como compuesto de
referencia se utilizo orlistat (tetrahidrolipstatina, codigo ATC: AOSABO1, Laboratorio Elea, Argentina). Las

determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de lipasa pancreética (I, %) fue calculado como:

ABS —ABS,
blanco muestra x 100
ABSplanco

Ly = (Ecuacion 15),

donde ABSpianco Y ABSmucstra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.

Ademas, para determinar la Ay, se obtuvo el valor de ICso, definido como la concentracion de muestra
necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima. En primer lugar, se prepararon diluciones seriadas
de las muestras de 3 a 70 ug muestra mL-'. Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados segun la

ecuacion:
y =yo +AxexpR®  (Ecuacion 16),

dondey es la tasa de inhibicidn, yo, Ay Ry son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.

Por ultimo, el valor de ICsy fue obtenido como:

_Yo
(50—=1)
Ro

IC50 =In (Ecuacion 17),
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donde yo, A y Rg son parametros de regresion.

3.3.8. Actividad inhibitoria de lipooxigenasa de complejos EWPn—AE

La actividad inhibitoria de lipooxigenasa (Aix, ICso expresado como ug AE mL™") de los complejos
EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 fue evaluada mediante la determinacion de la produccion de hidroperoxidos
a partir de la oxidacion del acido linoleico, segiin Torres Carro y col. (2017) (175). Para ello, a partir de la
mezcla de reaccion conteniendo la enzima lipooxigenasa LOX-1 de soja (LOX-1, L.2630, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) (948 U mL™") disuelta en 50 pL de buffer borato de sodio 0,2 M (pH 9,0), 18 uL de sustrato
acido linoleico (L1376, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 50 uM y 1732 pL de una dilucién de muestra, la
ABS fue determinada luego de 5 min, utilizando un espectrofotometro Jasco v-630 Bio (Japon) a 234 nm.
El mismo volumen de buffer borato de sodio 0,2 M en reemplazo de la muestra fue adicionado para la
obtencion del blanco. Como compuesto de referencia se utilizd6 naproxeno (Sigma-Aldrich, Estados

Unidos). Las determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de lipooxigenasa (Iiox, %) fue calculado como:

ABS, —ABS; -y
Ilox — blanco muestra x 100 (Ecuacmn 18),
ABSplanco

donde ABSpianco Y ABSmucstra corresponden a la ABS del blanco y de la muestra, respectivamente.

Ademas, para determinar la Ay se obtuvo el valor de ICso, definido como la concentracion de
muestra necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima. En primer lugar, se prepararon diluciones
seriadas de las muestras de 2 a 30 ug muestra mL'. Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados

segun la ecuacion:
y =yo +AxexpR®  (Ecuacion 19),

dondey es la tasa de inhibicidn, yo, Ay Ry son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.
Por ultimo, el valor de ICsy fue obtenido como:

(50-2D)

ICSO =In Ro

(Ecuacion 20),

donde yo, A y Ro son parametros de regresion.

3.3.9. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de todas las determinaciones analiticas se realizo por medio de
andlisis de variancia (ANOVA), utilizando el sofiware R con interfaz RStudio version 1.4.1717. Las

diferencias significativas entre medias fueron determinadas utilizando test LSD con 95% de confianza
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(p<0,05). Para determinar los parametros derivados del ajuste de modelos matematicos se utilizo el software

Origin version 8.0724.

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Caracterizacion de aceites esenciales

3.4.1.1. Contenido fendlico total

Los efectos positivos de AEs sobre la salud han sido atribuidos particularmente a la mezcla compleja
de compuestos fenolicos que estos contienen. Los compuestos fenodlicos se caracterizan por presentar uno
o mas anillos aromaticos con al menos un grupo hidroxilo unido. Comprenden un gran nimero de moléculas
de estructuras diversas que pueden ser simples y pequeiias (terpenos, cidos fenolicos, etc.) o mas complejas

y de alto PM, tales como taninos y flavonoides (176).

Estudios previos han demostrado que, en algunas especies de plantas (hierbas aromadticas y especias)
con alto contenido de AE, existe una correlacion entre la cantidad de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos a partir de ellas (77,177,178). Se ha sugerido que estos compuestos
son capaces de romper la cadena de reaccion de la oxidacion de lipidos en el primer paso de iniciacion
mediante la donacion de hidrogeno a los radicales libres presentes, y dicha capacidad de captar radicales
podria ser explicada considerando los grupos hidroxilos que se encuentran en este grupo de moléculas

(179,180).

Por otro lado, se ha reportado que ciertos compuestos fenolicos son capaces de controlar y/o prevenir
desérdenes metabolicos, entre ellos DM2, inhibiendo la actividad de enzimas clave tales como aldosa
reductasa, a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancredtica (181,182). Ademas, se ha comprobado el efecto
inhibitorio de enzimas involucradas en procesos inflamatorios (fosfolipasa, hialuronidasa, LOX, etc.) que

presentan algunos extractos vegetales con alto contenido de compuestos fenolicos (175,183).

Debido a lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo se estudid el contenido fendlico total
(TPC) de los AEs. La Fig. 4 muestra los valores de TPC para CAN, COM, LIM, TOM y ORE (expresados
como mg EAG g! AE). Como se puede observar, ORE y TOM presentaron los valores mas altos (295,5 +
41,6 y 2339 + 10,7 mg EAG g AE, respectivamente) y, a su vez, ORE evidencié un valor de TPC
significativamente mayor (p<0,05) al valor de TOM. En otros estudios, Prakash y col. (2012) (184) y
Teixeira y col. (2013) (185) obtuvieron valores considerablemente mas bajos para AE de Origanum
majoranay Origanum vulgare, respectivamente. En el primer caso, el valor reportado fue de 10,00 ug EAG
mg' AE, y en el segundo de 16,3 mg EAG g!' AE. Por otro lado, Aljabeili y col. (2018) (177) reportaron
un resultado relativamente menor de TPC para AE extraido de Thymus vulgaris, el cual exhibié 177 mg

EAG g!' AE. El TPC obtenido para ambos AEs en la presente tesis fue superior al informado en la mayoria
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de los estudios consultados, lo que podria deberse a variaciones en la especie botanica utilizada, el

quimiotipo, el origen geografico o el proceso de extraccion aplicado, entre otros factores.

Ademas, no hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los valores de TPC presentados por CAN,
COMyLIM (6,2 +0,0, 18,6 +0,8y 39,0 + 1,2 mg EAG g'! AE, respectivamente), siendo estos menores a
ORE y TOM (Fig. 4). Al evaluar AE extraido a partir de corteza de canela Cinnamomum zeylanicum,
Kamaliroosta y col. (2012) (186) informaron un valor de TPC de 5,7 mg EAG g’ en peso seco, con un
rendimiento de extraccion de 1,3%. En otro trabajo, se analiz6 AE de la misma especie, obteniéndose en
este caso un valor de TPC de 53,74 mg EAG mL! AE (187). Por su parte, Moghaddam y col. (2015) (77)
exhibieron valores entre 25,52 y 40,00 mg EAG g' AE para AE extraido de frutos de Cuminum cyminum.
Ademas, Moosavy y col. (2017) (178) estudiaron AE de Citrus limon y reportaron un valor de TPC de
81,82 mg EAG g'!' AE.

En el caso de CAN, el TPC obtenido fue comparable al reportado en algunos estudios previos, aunque
inferior al de otros trabajos. Para COM, los resultados se situaron en el rango inferior de los valores
descritos en la literatura, mientras que el valor de TPC de LIM fue considerablemente menor que el
informado en estudios anteriores. En general, las diferencias que se evidenciaron entre los valores de TPC
de los AEs empleados en el presente trabajo y aquellos reportados en la literatura podrian deberse a diversos
factores relacionados con el material vegetal del cual proviene el AE, su tratamiento previo y/o posterior a
la cosecha, el método de extraccion del AE, etc. (81,82). De igual forma, el analisis de TPC brind6 una
primera vision requerida para predecir y comprender posibles actividades bioldgicas por parte de los AEs

utilizados en la presente tesis.
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Figura 4. Contenido fendlico total (TPC) de aceites esenciales de canela, comino, limén, tomillo y orégano (CAN,
COM, LIM, TOM y ORE, respectivamente) expresado como mg de equivalente de acido galico por gramo de AE (mg
EAG g' AE). Cada barra representa el promedio + desviacién estandar. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

3.4.1.2. Anadlisis GC-FID/MS

La identificacion de los compuestos quimicos presentes en AEs resulta de gran utilidad cuando el
analisis tiene el propdsito de investigar adulteracion, comparar, caracterizar y clasificar sus componentes
principales. La cromatografia de gases es una técnica de separacion ampliamente utilizada en el analisis de
mezclas multicomponentes, tales como AEs. Ademads, para poder identificar los compuestos quimicos que
estan presentes en dicha mezcla, es necesario el empleo de un detector especifico (por ejemplo,

espectrometro de masas) (188).

Para examinar la composicion quimica de CAN, COM, LIM, TOMy ORE, se llevo a cabo un analisis
de GC-FID/MS. La Tabla 2 muestra los compuestos identificados en cada AE, con su correspondiente
tiempo de retencion (t, min) y contenido relativo (CR, %). En todas las muestras, los compuestos
identificados representaron mas del 99,20% del total, con excepcion de ORE, para el cual fue posible

identificar el 97,60% de los componentes.

En primer lugar, 8 compuestos fueron identificados en CAN, siendo el componente mayoritario el
trans-cinamaldehido (3-fenil-2-propenal), que presenté un valor de CR de 83,70% (Tabla 2). Ademas,
o-metoxi-cinamaldehido fue el segundo compuesto en orden de CR (9,83%) y acetato de cinamilo también
fue identificado, siendo el tercer compuesto mas abundante con un valor de CR de 3,58%. El acido

o-hidroxiciamico presenté un CR de 1,12%, y los demas compuestos identificados en CAN exhibieron
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valores de CR que representaron menos del 1%. Estos resultados fueron consistentes con Hu y col. (2018)
(189), quienes reportaron que trans-cinamaldehido fue el principal componente presente en AE comercial
de canela, pero el CR fue menor que el indicado en el presente trabajo (64,94%). Ademas, indicaron la
presencia de acetato de cinamilo y eugenol, los cuales exhibieron valores de CR considerablemente altos
(10,78% y 4,30%, respectivamente). Por otro lado, Sihoglu Tepe y col. (2020) (190) también sefialaron a
trans-cinamaldehido como el componente mayoritario (81,39%) de AE extraido de corteza de canela
(Cinnamomum zeylanicum). 1.os compuestos acetato de cinamilo y cis-cinamaldehido fueron identificados

con valores de CR de 4,20 y 3,42%, respectivamente.

El trans-cinamaldehido es un aldehido aromdtico a.f-insaturado perteneciente a la clase de los
fenilpropanoides. Es ampliamente utilizado en la industria alimentaria debido a que esta clasificado como
sustancia generalmente reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés Generally Recognized As
Safe) por la FDA y sustancia segura por la FEMA (Flavor and Extract Manufacturers Association), ambos
organismos estadounidenses (191). Entre las propiedades bioldgicas que se han adjudicado al
trans-cinamaldehido, se destacan su elevada actividad antimicrobiana (192,193). Por otro lado, se ha
demostrado que frans-cinamaldehido disminuye los niveles de productos de la peroxidacion lipidica e
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes, tales como la enzima superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa (194). Ademas, este compuesto ha sido capaz de aumentar la absorcion de glucosa,
mejorar la sensibilidad a la insulina en tejido adiposo y musculo esquelético, regular la actividad de enzimas
tales como proteina tirosina fosfatasa 1B y a-amilasa, entre otros efectos evaluados tanto in vitro como in

vivo, convirtiéndolo en un promisorio agente antidiabético (157).

Como se observa en la Tabla 2, 8 componentes fueron identificados en COM vy, entre ellos, los
compuestos mayoritarios resultaron 2-metil-3-fenil-propanal y y-terpineno, los cuales presentaron un CR
de 37,03 y 28,70%, respectivamente. Ademas, los compuestos a-pineno, o-cimeno y 2-caren-10-al
exhibieron un CR considerable en COM (15,85, 10,27 y 6,52%, respectivamente). Los compuestos
restantes identificados en COM exhibieron valores de CR que representaron menos del 1%. Por su parte,
Karimirad y col. (2019) (195) obtuvieron COM a partir de semillas secas y reportaron que cuminaldehido
(4-isopropilbenzaldehido) y y-terpinen-7-al fueron los compuestos mayoritarios, con similar CR (23,60 y
22,23%, respectivamente). Ademas, los compuestos y-terpineno (19,20%) y f-pineno (15,40%) exhibieron
elevados valores de CR. Otros autores informaron que el compuesto mayoritario en AE de semilla de
comino resultd ser cuminaldehido, con un valor de CR de 19,54% (196). Luego, los compuestos alcohol
cuminico, a-pineno, y-terpineno y una mezcla de anetol y estragol presentaron valores de CR cercanos a
8%. Aunque varios estudios han demostrado la presencia de cuminaldehido en COM, incluso siendo el
componente mas abundante, no se ha identificado este compuesto en el andlisis llevado a cabo en el presente
trabajo (197). La ausencia de cuminaldehido en el perfil cromatografico obtenido podria atribuirse a

diferencias en el quimiotipo de la planta utilizada, asi como a factores asociados a la variabilidad genética,
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las condiciones agroclimaticas, el estado de maduracion de las semillas o el método especifico de extraccion

empleado, los cuales pueden influir notablemente en la composicion cuali-cuantitativa del AE.

El 2-metil-3-fenil-propanal ha sido identificado en extracto metandlico de jengibre (Zingiber
officinale) y ha evidenciado actividad antibacteriana, aunque los autores han atribuido dicha propiedad
principalmente a otros componentes presentes en la muestra (198). Al margen del estudio mencionado, no
se han encontrado en la literatura suficientes trabajos cientificos que identifiquen y evalten la bioactividad

de 2-metil-3-fenil-propanal, y sus propiedades deberian ser investigadas con mayor detenimiento.

El y-terpineno es un monoterpeno perteneciente a la familia de los ciclohexadienos, el cual ha
demostrado actividad antibacteriana, antifiingica y antioxidante (199,200). Se ha identificado en AEs de
diversas plantas aromaticas y especias. Sin embargo, escasos estudios sobre la bioactividad de y-terpineno

han sido hallados en literatura.

Por otra parte, D-limoneno (1-metil-4-(1-metiletenil)ciclohexeno) resulto el principal componente
entre 10 compuestos identificados en LIM, presentando un valor de CR de 75,18% (Tabla 2). Ademas,
fueron identificados los compuestos a-pineno y y-terpineno (CR de 13,56 y 7,43%, respectivamente). Por
ultimo, el a-ocimeno exhibié un CR de 1,63%, y los demés compuestos identificados en LLIM exhibieron
valores de CR que representaron menos del 1%. Esta caracterizacion fue consistente con lo reportado por
El Aboubiy col. (2023) (201), quienes obtuvieron AE de céscara de limon (Citrus limon) e informaron que
D-limoneno fue el compuesto més abundante, con valores de CR entre 48,56 y 53,44%. Los autores también
indicaron que f-pineno y y-terpineno se encontraron presentes en alta proporcion (superior al 12%). En otro
estudio, se analizd AE obtenido a partir de flores de limon (Citrus limon) y la composicion quimica fue
similar a lo reportado previamente, con elevado CR de D-limoneno (39,74%) y S-pineno (25,44%) (202).
Nuevamente, las diferencias observadas en la proporcion relativa de ciertos compuestos, particularmente

[f-pineno, podrian deberse a un gran nimero de factores que influyen en la diversidad quimica de los AEs.

D-limoneno es un monoterpeno ciclico, siendo uno de los terpenos mas abundantes en la naturaleza
ya que se encuentra en AEs de numerosas especies de citricos. Es ampliamente utilizado en la industria
cosmética y alimentaria debido a su intenso aroma a limén y, fundamentalmente, a que esta clasificado
como sustancia GRAS por la FDA (203). Los efectos bioldgicos de D-limoneno han sido extensamente
estudiados, y se le ha atribuido actividad antiviral, anticancerigena, antiinflamatoria, antidiabética y
antioxidante, entre otras (204). Shah y col. (2018) (205) han evaluado la capacidad antioxidante de
D-limoneno mediante seis técnicas in vitro. En todas ellas, el compuesto ha presentado elevada actividad,
con excepcion del ensayo correspondiente a la actividad quelante de hierro. Por su parte, se ha demostrado
que D-limoneno fue capaz de restablecer pardmetros relacionados con el control de DM en un modelo in
vivo, tales como nivel de glucosa en sangre, nivel de hemoglobina Alc y nivel de insulina en suero (206).
Ademas, D-limoneno ha evidenciado efecto inhibitorio frente a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa,

claves en el metabolismo de la glucosa, incluso superior al standard acarbosa (207). Otros autores
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reportaron fuerte actividad inhibitoria in vitro de la enzima LOX por parte del compuesto D-limoneno

(208).

Tabla 2. Composicidén quimica de aceite esencial de canela, comino, limén, tomillo y orégano (CAN, COM, LIM,

TOM y ORE, respectivamente) determinada por GC-FID/MS. t:: tiempo de retencién, expresado en min.

CR: contenido relativo, expresado en %.

Aceite esencial Compuesto

Benzaldehido
Salicilaldehido
Hidrocinamaldehido
o—anisaldehido
CAN
trans—cinamaldehido
Cinamilacetato
Acido o-hidroxi—cidmico
o—metoxi—cinamaldehido
a—ocimeno
Tujeno
o—pineno
o—cimeno
COM )
y—terpineno
Felandral
2-metil-3—fenil-propanal
2—caren—10-al
a—ocimeno
a—pineno
D-limoneno
y—terpineno
LIM p—menta—1,4(8)—dieno
trans—citral
cis—citral
Neril acetato
2—norpineno—2,6—dimetil-6—(4-metil-3—pentenil)
o—bisaboleno

TOM o—ocimeno

t: (min) CR (%)

6,41
8,52
11,74
13,88
15.45
19,21
19,34
21.48
5,55
6,52
6,75
7.95
8,90
12,65
14,37
15,38
5,46
6.66
8,17
8,76
9,38
13,69
14,50
16,66
18,51
20,36
5,60

077
0,19
0.15
0,26
83,70
3,58
1,12
9,83
0,76
0,14
15,85
10,27
28,70
0,52
37,03
6,52
1,63
13.56
75,18
7.43
0,20
0,40
0,68
0.25
0,23
0,37
2,91
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o—mirceno 6,89 1,35
o—cimeno 8,08 35,24
y—terpineno 8,85 7,85
o—linalool 10,01 5,79
Timol 15,56 44,61
Cariofileno 18,47 0,87
Oxido de cariofileno 22,49 0,62
o—mirceno 6,86 1,01
o—cimeno 7,96 8,84
y—terpineno 8,81 6,91
ORE o—linalool 9,92 1,87
Carvacrol 15,89 76,73
Cariofileno 18.46 1,73
Oxido de cariofileno 22,46 0,50

Como se observa en la Tabla 2, los principales componentes identificados en TOM fueron timol
(5-metil-2-propan-2-ilfenol, CR 44,61%) y o-cimeno (CR 35.24%). Luego, los compuestos yp-terpineno y
o—linalool presentaron valores de CR de 7,85y 5,79%, respectivamente. Por tltimo, a-ocimeno y a-mirceno
también fueron identificados en TOM, los cuales presentaron valores de CR de 2,91 y 1,35%,
respectivamente. Otros dos compuestos identificados exhibieron valores de CR que representaron menos
del 1%. Con respecto a estos resultados, Radiinz y col. (2021) (72) hallaron una composiciéon quimica
similar para TOM siendo timol el compuesto mayoritario (54,5%), seguido por o-cimol (27,0%). Del mismo
modo, Aljabeili y col. (2018) (177) reportaron que timol fue el componente principal identificado en TOM,
el cual exhibié un valor de CR de 41,04%. Sin embargo, los compuestos eugenol y y-terpineno fueron
también identificados presentando valores de CR considerables (14,26 y 12,06%, respectivamente). Por su
parte, Hu y col. (2018) (189) informaron que o-cimeno fue el componente mayoritario identificado en AE
comercial de tomillo (24,60%), mientras que timol fue el segundo compuesto mas abundante (23,15%).
Como se menciono previamente, estas variaciones en la proporcion relativa de timol y o-cimeno, asi como
la presencia o ausencia de otros compuestos como eugenol, podrian explicarse por una serie de factores
internos y externos que influyen en la composicion quimica del AE (e.g., quimiotipo, origen de la materia

vegetal, condiciones de almacenamiento, proceso de extraccion, etc.).

El timol es un monoterpeno fendlico que se encuentra en AEs de plantas aromaticas de diversas
especies. Las industrias cosmética, farmacéutica y alimentaria han demostrado gran interés en el empleo de
este compuesto debido a que ha presentado gran potencial terapéutico, exhibiendo efecto antiviral,

antibacteriano, antioxidante, antidiabético, antiinflamatorio, etc. (209,210). Algunos autores han evaluado
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en estudios in vitro la capacidad de captacion de radicales libres (DPPH y ABTS™) y la capacidad reductora
de timol obteniendo resultados interesantes (211,212). Por otro lado, Ranjbaran y col. (2019) (213)
analizaron la capacidad antioxidante de timol mediante ensayos in vifro 'y en cultivo celular de macrdofagos.
Este compuesto fue capaz de captar radicales ABTS™, radicales DPPH, radicales superoxido y 6xido nitrico
y de inhibir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad. Ademas, la produccion de ROS y de 6xido
nitrico disminuy6 significativamente cuando las células fueron cultivadas en presencia de timol. Este
compuesto también disminuy¢ la expresion génica de enzimas involucradas en la produccion de especies
oxidantes en macrofagos. Por su parte, Saravanan y Pari (2015) (214) demostraron el potencial antidiabético
de timol en ratones con DM2 inducida por una dieta alta en grasas. Los autores pudieron observar una
disminucion del nivel de glucosa en sangre, disminucion del indice de resistencia a la insulina y disminucion
del nivel de hemoglobina A 1c cuando los animales fueron tratados con timol. Ademas, Cutillasy col. (2018)
(208) y Marsik y col. (2005) (215) reportaron fuerte actividad inhibitoria in vitro de las enzimas LOX y

COX-1, respectivamente, por parte de timol.

El compuesto o-cimeno es un monoterpeno hidrocarbonado que consiste en un anillo bencénico
sustituido con un grupo metilo y un grupo isopropilo. Se encuentra en AEs de plantas aromaticas de diversas
especies, que al ser analizados han presentado actividad antimicrobiana (216). Sin embargo, en
comparacion con su isdémero p-cimeno que ha sido extensamente estudiado, se han encontrado escasos

trabajos en literatura que evaluen las propiedades bioldgicas de o-cimeno.

Finalmente, @7 compuestos fueron identificados en ORE, siendo carvacrol
(2-metil-5-propan-2-ilfenol) el componente mayoritario con un CR de 76,73% (Tabla 2). Ademas, los
compuestos o-cimeno y y-terpineno presentaron valores de CR considerables (8,84 y 6,91%,
respectivamente). También fueron identificados en ORE los compuestos a-linalool (1,87%), cariofileno
(1,73) y a-mirceno (1,01%). El componente restante identificado en este andlisis presenté un CR menor al
1%. Estos resultados fueron comparables con los de Zinno y col. (2023) (59), quienes indicaron porcentajes
entre 80,59 y 84,7% para el contenido de carvacrol y porcentajes entre 5,33 y 7,11% para el contenido de
y-terpineno (segundo componente mas abundante) en AE extraido a partir de hojas y flores de orégano
(Origanum vulgare). Otros autores, por su parte, informaron que los componentes mayoritarios en tres
muestras de AE extraido a partir de tallos y hojas de la planta de orégano (Origanum vulgare) resultaron
cariofileno y timol. En dicho andlisis, no se inform¢ la presencia de carvacrol entre los compuestos
identificados (217). La variabilidad en los perfiles quimicos reportados para ORE podria deberse a factores
ambientales, practicas de cultivo o al tipo de procesamiento postcosecha, asi como también al quimiotipo
utilizado, que pueden influir notablemente en la proporciéon de compuestos como carvacrol, timol o

cariofileno.

El carvacrol es un monoterpeno fendlico, isdmero de timol, que se encuentra en AEs de plantas

aromaticas de diversas especies (218). Es ampliamente utilizado en la industria alimentaria y sus
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propiedades biologicas (antibacteriana, antiviral, anticancerigena, antioxidante, entre otras) han sido
extensamente estudiadas y comprobadas (209). Numerosos autores han informado la capacidad que
presenta carvacrol para captar radicales DPPH y ABTS* y para neutralizar radicales hidroxilo, aunque
muchos de ellos coinciden en que la actividad antioxidante es menor a la presentada por su isdémero timol
(211,212,219). Por otro lado, Bayramoglu y col. (2014) (220) reportaron que carvacrol fue capaz de
disminuir el nivel de glucosa en suero en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Un efecto similar
fue observado por Li y col. (2020) (221), quienes indicaron que el nivel de glucosa en plasma disminuyé
en ratones con diabetes inducida por el mismo compuesto luego de ser tratados con carvacrol. Ademas,
carvacrol exhibi6 actividad inhibitoria de enzimas a-amilasa y a-glucosidasa en estudios in vitro (222). Por
su parte, Taibi y col. (2024) (223) evaluaron la accién antiinflamatoria de carvacrol mediante la
determinacion de las actividades enzimaticas de 5-LOX, COX-1 y COX-2, las que fueron inhibidas en

presencia de dicho compuesto.

En sintesis, para comprender estos resultados deberia considerarse que diferentes factores internos y
externos controlan la sintesis de metabolitos secundarios en plantas aromaticas. Generalmente, la genética
(variedad y quimiotipo), diversos factores ambientales tales como la ubicacion geografica, altitud,
temperatura, luz solar, caracteristicas agrondmicas, practicas de cultivo y estadio de maduracion de la
planta, condiciones de secado y almacenado del material vegetal cosechado, entre otros parametros, afectan
en gran medida la composicion quimica de AEs (77,81,197). Ademas, la variacién en la composicion
quimica entre AEs obtenidos a partir de una misma especie podria estar relacionada con el método de

extraccion empleado (224).

Debido a lo expuesto previamente y a las diferencias halladas entre los resultados del analisis del
presente trabajo y la literatura, el conocimiento de la composicion quimica de AEs utilizando GC-FID/MS
es de gran relevancia, particularmente cuando se desea comprender y justificar las potenciales actividades

bioldgicas que los AEs podrian presentar.

3.4.2. Caracterizacion de complejos EWPn—-AE

3.4.2.1. Distribucion de tamario de particula y potencial
Se ha comprobado que para obtener elevada estabilidad coloidal en medios acuosos se requieren
pequefios tamafios de particula y altos valores de potencial { (21). Por lo general, las particulas con potencial

€ mas positivos que +30 mV o mas negativos que -30 mV son consideradas altamente estables (225).

Por otro lado, el pH del medio acuoso en el que se encuentra una proteina determina el tipo y la
distribucion de cargas sobre su superficie, afectando tanto el plegamiento intramolecular como las
interacciones proteina-proteina (226). De este modo, las fuerzas electrostaticas y las repulsiones estéricas

son responsables de la estabilidad de los sistemas proteicos frente a los fenomenos de agregacion (227).
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En el presente trabajo se evalud, mediante DLS, la PSD de los complejos EWPn—AE y los controles
EWPn obtenidos a concentracion de proteina 1% m/v y ajustados a valores de pH 7.0, 9,0 y 11,4. En la
Tabla 3 se presenta el du de particula expresado en nm, el cual fue determinado a partir de la PSDi (%), y
el volumen correspondiente determinado a partir de la PSDv (%). Como puede observarse, todos los
sistemas evaluados presentaron dos o tres poblaciones de particulas (representadas en curvas bimodales o
trimodales), con excepcion del control EWPn a pH 7,0, el cual presentd una tnica poblacion de particulas
(96%). Tanto los sistemas EWPn—AE como los controles EWPn exhibieron un pico principal (volumen
mayor a 50% en la PSDv) con valores de du en el rango de tamafio nanométrico (es decir, menores a 100
nm), y esto ocurri6 bajo todas las condiciones de pH evaluadas. En general, el control EWPn a pH 9,0 y
11,4 presentd los menores di (10 £ 1y 10 + 3 nm, respectivamente) y el mayor valor de du fue exhibido

por EWPn—COM a pH 7,0 (65 = 12 nm).

La Fig. 5 muestra el du de particula (expresado en nm) determinado a partir de la PSDi (%)
correspondiente al pico principal, es decir, al pico que presentd volumen mayor a 50% en la PSDv (%) para
los nanocomplejos EWPn—AE y los controles EWPn a concentracion de proteina de 1% m/v y pH 7,0, 9,0
y 11.4. En primer lugar y considerando los picos principales, los valores de dy aumentaron cuando los AEs
fueron encapsulados en EWPn, excepto en el caso de los nanocomplejos EWPn—CAN a pH 7.0 y
EWPn—ORE a pH 7,0 y 9,0. En dichos casos particulares no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre
los valores de di de los nanocomplejos y del control, al ser analizados en la misma condicion de pH (Fig.
5). El aumento de tamafio que se observo cuando cada AE es encapsulado en EWPn fue variable, sugiriendo
que su asociacion a la nanoparticula proteica se llevaria a cabo de forma diferencial, segiin las moléculas

presentes en los AEs, es decir, segun su composicion quimica discutida previamente (Seccion 3.4.1.2).

Por otro lado, cuando sistemas proteicos se encuentran a valores de pH significativamente menores
o mayores que su pl (cercano a 5,0 para las principales proteinas de EW), las macromoléculas de proteina
se alejan unas de otras debido a la repulsion electrostatica existente, condicion que promueve una
agregacion minima y controlada durante un tratamiento térmico. Del mismo modo, una modificacion en el
valor de pH de 7,0 a 11,4 podria conducir a la obtencion de particulas mas pequefias, debido al incremento
de las repulsiones electrostaticas (166). Efectivamente, en casi todos los sistemas evaluados los valores de
du correspondientes al pico principal disminuyeron con el aumento de pH de 7,0 a 9,0, pero no hubo
diferencias significativas (p<0,05) cuando el pH se modificé de 9,0 a 11,4. Sin embargo, los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn—ORE exhibieron los menores valores de dg a pH 9,0 (Tabla 3). Ademas, el
comportamiento de las poblaciones de particulas correspondientes al segundo y tercer pico de las curvas
bimodales y trimodales siguié la misma tendencia, es decir, los valores de di resultaron menores a valores
de pH mas altos y los nanocomplejos EWPn—TOM y EWPn—ORE exhibieron los menores tamafios de
particula a pH 9,0.
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Tabla 3. Valores de diametro hidrodinamico (dg, nm) y volumen (%) de los sistemas EWPn y EWPn—AE evaluados
a diferentes valores de pH (7,0, 9,0 y 11,4). Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes

letras indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo sistema y pico (p<0,05).

dupicol Volumen dypico2 Volumen du pico 3 Volumen
Sistema pH
(nm) () (nm) () (nm) (%)
7,0 24 £ 42 96 £ 6 - - - -
EWPn 9,0 10+ 1° 93+11 161 £ 117 10+9 - -
11,4 10 +£3° 92 +7 114 £+ 578 11+0 - -
7,0 34 +£52 91+1 191 £ 92 9+1 - -
EWPn-CAN 9,0 23 £ 5b 95+4 209 £282 6+2 - -
11,4 19 £2b 93 +4 103 £ 9b 5+3 - -
7,0 65+ 128 50+10 393 +£65* 44 +10 4.965 + 4342 6=+3
EWPn-COM 9,0 34 £ 8b 78 £3 348 £241* 1546 1.514 £312° 8+5
11,4 25 + 4b 82 +4 108 &+ 19b 6+1 616 £41° 14+2
7,0 58+ 72 69 +4 349 £ 10° 29+5 5.186 £ 3267 2+1
EWPn-LIM 9,0 24 £ 6° 91 +3 368 £ 412 8+2 - -
11,4 33+ 5P 82+4 208 + 112b 9+6 2.564 + 1514° 542
7,0 39 +£28 83+1 268 £24%>  17+1 - -
EWPn-TOM @ 9,0 24 +6° 94 +3 232 +33b 5+£2 - -
11,4 38+ 18 88+ 1 304+ 12 12+1 - -
7,0 30+28 89+1 214 + 6 7+3 - -
EWPn-ORE 9,0 19 +3° 90+0 194 + 6 9+1 - -

11,4 28 £ 58 96 £ 1 224 + 112 4+1 - -

A partir de lo expuesto en la Tabla 3 y la Fig. 5, fue posible concluir que el di de particula de los
nanocomplejos EWPn—AE resultd dependiente tanto del AE encapsulado como del pH del medio. Del

mismo modo, el du del control EWPn resulté dependiente del pH del medio.

En un estudio similar, Deseta y col. (2022) (168) encapsularon timol y carvacrol en EWPn obtenidas

a pH 11,5. Contrariamente a lo observado en el presente trabajo, se obtuvieron curvas monomodales en la
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PSDv (%) en todos los casos evaluados. Cuando timol fue encapsulado en EWPn, no se evidenci6 diferencia
significativa entre el di del nanocomplejo (18 nm) y del control (23 nm). Sin embargo, la encapsulacion de
carvacrol provocd un aumento significativo en este pardmetro, condicion que promovid un tamafio de
particula de 32 nm. Es importante considerar que, aunque los nanocomplejos se han obtenido bajo
condiciones similares, los ligandos evaluados en dicho estudio corresponden a compuestos que presentan
estructura quimica simple, mientras que los AEs son mezclas complejas de compuestos con diversas

caracteristicas fisicoquimicas.

Por otra parte, Wang y col. (2020) (228) encapsularon curcumina en EWP y, luego de modificar el
pH en un rango de 5,0 a 7,0, evaluaron el tamafio de particula de los complejos obtenidos y del control
EWP. Se pudo observar que a bajos valores de pH, la encapsulacion resultd en una disminucion del dg
cuando fue comparado con el control EWP, y a pH cercanos a 7,0 no hubo diferencia significativa entre
ellos. Los autores sugieren que la estructura de la proteina se comprimiria cuando las moléculas de
curcumina interactian con ella, lo que reduciria el tamafio de particula. Ademas, el du del complejo
disminuy6 significativamente con el aumento gradual del pH, y el mismo efecto fue evidenciado para el

control EWP.
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Figura 5. Diametro hidrodinamico (dy, nm) (correspondiente al pico principal en PSDv) de los sistemas EWPn y
EWPn-AE evaluados a pH 7,0 (A), 9,0 (B) y 11,4 (C). Cada barra representa el promedio + desviacion estandar.

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

El pH es uno de los pardmetros mas influyentes en la determinacion del potencial {, especialmente
en dispersiones acuosas. El pl corresponde al valor de pH en el que el potencial  es cero. Cuando el pH se
acerca a dicho valor, la estabilidad de los sistemas coloidales se pierde y estos tienden a formar diferentes

asociaciones (225).

El potencial { (mV) de los nanocomplejos EWPn-AE y los controles EWPn a concentracion de
proteina 1% m/vy pH 7,0, 9,0 y 11,4 también fue evaluado (Tabla 4). Como se puede observar, los valores
de los nanocomplejos EWPn—AE y el control EWPn resultaron negativos en todo el rango de pH evaluado.
Este comportamiento se ajustd a lo esperado debido a que, como se menciond anteriormente, el pl de la
proteina mas abundante (OVA) es 4,5. Ademas, el potencial { se encontr6 entre -21,1 + 1,4 mV (EWPn—
COMapH7,0)y -38,1 £0,3 mV (EWPn—CAN a pH 11,4), por lo cual los nanocomplejos formados serian
coloidalmente estables (225).

En primer lugar, no se evidenciaron cambios significativos (p<0,05) en el valor del potencial { luego

de la encapsulacion de los AEs en EWPn a pH 7,0 y 9,0, sugiriendo que el comportamiento coloidal de los
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nanocomplejos estaria gobernado por la nanoparticula proteica (Tabla 4). Sin embargo, a pH 11,4 el
nanocomplejo EWPn—ORE presentd un valor de potencial { significativamente menor en términos
absolutos (p<0,05) que el control EWPn. Por otra parte, los nanocomplejos EWPn—CAN, EWPn—COM y
EWPn-LIM exhibieron mayor potencial { comparados con los sistemas EWPn—TOM y EWPn—ORE.

En general, la modificacion del pH de 7,0 a 11,4 provocé un aumento en el valor absoluto del
potencial ¢, lo que indicaria que el valor de pH mas alto seria la condicion de mayor estabilidad coloidal

para estos sistemas (Tabla 4).

Al respecto, Deseta y col. (2022) (168) observaron valores de potencial { negativos al encapsular
timol y carvacrol en EWPn a pH 11,5. Los autores sefialaron que la complejacion de los ligandos no produjo
cambios significativos en el potencial { respecto al control EWPn y, de forma similar a lo reportado en el

presente trabajo, los valores resultaron cercanos a -28 mV.

En otro estudio, se encapsulo acido folico (vitamina esencial para la sintesis de ADN, la division
celular, etc.) en EWPn a pH 3 (123). Bajo esta condicion, el potencial { resultd positivo tanto para los
complejos (20,9-28,4 mV) como para los controles EWPn (20,7-31,5 mV), y el valor se mantuvo
significativamente constante luego de la encapsulacion del ligando. El acido félico presenta un pKa de 2,3,
por lo que, a pH 3 predominarian las moléculas neutras de 4cido f6lico en el equilibrio. L.os autores sugieren
que esta condicion del acido folico seria la razén por la cual no se modificaria el potencial { luego de la

union de este compuesto a EWPn cargada positivamente.
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Tabla 4. Valores de potencial { expresado en mV de los sistemas EWPn y EWPn—AE evaluados a diferentes pH (7,0,
9,0 y 11,4). Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas indican
diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo sistema y diferentes letras mayusculas indican

diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo pH (p<0,05).

Sistema pH Potencial { (mV)
7,0 -28.2 + 0,62
EWPn 9,0 -31,3 +£0,9%4
11,4 -35,4 +£(,328C
7,0 -26,1 + 0,334
EWPn-CAN 9,0 -30,1 £ 0,734
11,4 -38,1 +£0,3%¢
7,0 21,1+ 1,43
EWPn-COM 9,0 -29,0 £ 2,84
11,4 -37,3 £1,2¢¢
7,0 -28,5+1,3%
EWPn-LIM 9,0 -37,5+£ 0,5
11,4 -37,0 £0,2°¢
7,0 -25.2 + 0,434
EWPn-TOM 9,0 -30,3 + 0,624
11,4 -33,8 + 0,68
7,0 27,1 £1,9%4
EWPn-ORE 9,0 -33,6 + 0,5
11,4 -29,0 £ 1,104

3.4.2.2. Espectroscopia de fluorescencia intrinseca y extrinseca

Se ha reportado previamente que el fenomeno de union de ligandos a proteinas para dar lugar a la
formacion de complejos promueve modificaciones en la estructura conformacional y en la superficie de los
sistemas proteicos (229). Ademas, las condiciones de formacion de las nanoparticulas proteicas (tiempo y
temperatura del tratamiento térmico, pH, etc.) y de formacion de los complejos (concentracion, pH, etc.)

también pueden definir las caracteristicas estructurales y superficiales de la proteina (229).
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La espectroscopia de fluorescencia es una herramienta util para el estudio de la estructura
conformacional de las proteinas, las interacciones proteina-ligando y el efecto del pH sobre estas. El
comportamiento fluorescente de una proteina (fluorescencia intrinseca) se debe a la emision de
fluorescencia de los aminoacidos aromaticos triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr) presentes
en la misma (230). La proteina mayoritaria en EWP, la OVA, presenta tres residuos triptofano (Trpis, Trpaez
y Trpiss), los cuales contribuyen globalmente a la intensidad de emision de fluorescencia cuando la longitud

de onda de excitacion es 295 nm (21,120).

En el presente trabajo se evalu6 la fluorescencia intrinseca de los nanocomplejos EWPn—AE y los
controles EWPn obtenida en condiciones de concentracion de proteina 0,01% m/vy pH 7,0, 9,0 y 11,4. En
la Tabla 5 se presentan los valores de la [Fmaxmp (u.a.) y de la Amaxtp (nm). Es posible observar que la
variacion del pH en el rango 7,0-11,4 provoco cambios significativos (p<0,05) en el valor de IF max_Tip, l0
que indicaria modificaciones en la estructura conformacional del sistema proteico. Tanto los nanocomplejos
EWPn-AE como el control EWPn exhibieron los mayores valores de IF max-rp cuando fueron analizados a
pH 9,0, con excepcion del nanocomplejo EWPn—CAN que no presentd diferencia significativa (p<0,05)
cuando el pH vari6 de 7,0 a 9,0 y, posteriormente, la IF maxmp disminuy6 considerablemente a pH 11.4.
Ademas, el aumento del pH provoco una disminucion significativa (p<0,05) en los valores de Amax—rp de
los nanocomplejos EWPn—AE y del control EWPn, es decir, se observo un corrimiento hacia el azul en el
espectro electromagnético (Tabla 5). Este fendmeno indicaria que los cambios conformacionales ocurridos

expondrian a los residuos Trp a un entorno menos polar a pH 11,4 (229).

La Fig. 6 muestra la IFnactp (u.a.) de los nanocomplejos EWPn—AE y los controles EWPn en
condiciones de concentracion de proteina de 0,01% m/v, evaluada a pH 7,0, 9,0 y 11,4. En general, los
valores de IFmaxmp disminuyeron en diferente medida cuando el AE fue encapsulado en EWPn. Sin
embargo, los nanocomplejos EWPn-LIM y EWPn-TOM formados a pH 11,4 no presentaron diferencias
significativas (p<0,05) en dichos valores con respecto al control EWPn evaluado en la misma condicion de
pH (Fig. 6C). Estos resultados sugieren que a pH 7,0 y 9,0 las moléculas presentes en los AEs se unirian lo
suficientemente cerca de residuos Trp en EWPn de forma tal que la emision de fluorescencia disminuya
con la formacion del nanocomplejo. A pH 11,4, el mismo efecto podria ocurrir con las moléculas presentes
en CAN, COM y ORE. Por el contario, las moléculas que componen LIM y TOM podrian unirse en
dominios particulares de EWPn alejados de los residuos Trp a pH 11,4, de modo que los cambios
conformacionales no serian detectados mediante esta técnica. Otra hipdtesis propondria que LIM y TOM
podrian unirse a EWPn en menor proporcion, lo que no provocaria cambios sustanciales en la estructura

del sistema proteico (21).

Por otro lado, la Fig. 7 muestra 1a Amax-rp (nm) de los nanocomplejos EWPn—AE y los controles
EWPn en condiciones de concentracion de proteina de 0,01% m/v, evaluada a pH 7,0, 9,0 y 11,4. En todo

el rango de pH evaluado se observo un aumento significativo (p<0,05) en la Amaxtp de EWPn—CAN y
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EWPn—COM con respecto al control EWPn, mientras que los nanocomplejos EWPn-TOM y EWPn—-ORE
no evidenciaron cambios significativos (p<0,05) en dicho parametro. Por otra parte, el valor de Amaxtrp del
nanocomplejo EWPn—LIM result6 significativamente mayor (p<0,05) que el control EWPn a pH 7,0, pero
no se exhibieron cambios significativos (p<0,05) entre los valores de este parametro para los sistemas
EWPn-LIMy EWPn a pH 9,0 y 11.4. E]l aumento de la Amax-1p luego de la encapsulacion de CAN, COM
y LIM correspondid a un corrimiento hacia el rojo en el espectro electromagnético relacionandose con la

exposicion de los residuos Trp de EWPn a un entorno mas polar.

La hidrofobicidad superficial de una proteina puede ser estimada utilizando la sonda fluorescente
ANS, la cual se une a dominios proteicos mediante fuerzas atractivas no covalentes, principalmente a través
de interacciones hidrofobicas. Cuando el ANS se une a los sitios hidrofobicos de la superficie de las

proteinas, la intensidad de la emision de fluorescencia (denominada fluorescencia extrinseca) incrementa

(230).

En el presente trabajo se evalu6 la fluorescencia extrinseca de los nanocomplejos EWPn—AE vy los
controles EWPn obtenida a concentracion de proteina 0,01% m/v y ajustados a los valores de pH 7,0, 9.0 y
11,4. En la Tabla 5 se presentan los valores de la [Fnaans (u.a.) y de la Amaxans (nm). Como es posible
observar, los valores de IF nax-ans de los nanocomplejos EWPn—AE y del control EWPn decrecieron gradual
y notablemente con la variacion del pH de 7,0 a 11,4. Esto sugiere que la exposicion de dominios
hidrofébicos en EWPn estaria profundamente influenciada por el pH del medio, y que la condicion de

mayor hidrofobicidad superficial de EWPn corresponderia al menor pH evaluado.

A partir del andlisis del parametro Amax-ans fue posible observar que la variacion de pH de 7,0 2 9,0
no provoco cambios en los valores de los nanocomplejos EWPn—AE y del control EWPn, con excepcion
del sistema EWPn—CAN, el cual presenté un aumento significativo (p<0,05) (corrimiento hacia el rojo en
el espectro) (Tabla 5). Posteriormente, el aumento del pH de 9,0 a 11,4 provoco un considerable incremento
en los valores de Amacans en todos los casos. Nuevamente, el corrimiento hacia el rojo en el espectro

electromagnético indicaria que el ANS unido a EWPn se encontraria en un entorno mas polar a pH 11,4.
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Tabla 5. Valores de intensidad de fluorescencia maxima debida al Trp (IFmaxmp, u.a.), longitud de onda
correspondiente a la maxima intensidad de fluorescencia debida al Trp (Amax-Tmp, nm), intensidad de fluorescencia
méxima debida a la sonda fluorescente ANS (IFmax-ans, u.a.) y longitud de onda correspondiente a la maxima
intensidad de fluorescencia debida a la sonda fluorescente ANS (Amax-ans, nm) de los sistemas EWPn y EWPn—AE
evaluados a diferentes pH (7,0, 9,0 y 11,4). Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes

letras indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo sistema (p<0,05).

Sistema PH  IFuaxtep (U.a.)  Amax-trp (Nm) | IFpayx ans (W.2.)  Amax-ans (nm)
7,0  2.096+152° 354 £ 02 873 £1° 471 £ 1°
EWPn 9,0 2.556 £ 592 352+ 00 559 + 65° 471 £ 1°
11,4 1.969 +106° 341 £0° 223 +39¢ 483 + 32
7,0 1.095 + 42 361 + 02 660 + 512 471 £1¢
EWPn-CAN 9,0 1.138 =732 360 + 1° 372 +40° 474 £ 2°
11,4 385+ 15" 358+ 1¢ 181 & 12¢ 492 £ 12
7,0 1.679 +£33° 359+ 12 738+ 61° 471 £ 0
EWPn-COM 9,0 1.903 + 732 356+ 1° 443 + 24 471 £ 0
114 1.114 £ 59° 347+ 1¢ 235+ 15¢ 484 + 1@
7,0 1.745 + 89 357+ 32 727 £ 732 471 £ 1°
EWPn-LIM 9,0 2.236+160° 352+3b 637 £ 1207 470 £ 1°
11,4 1.897+102° 341 +0°¢ 227+ 13b 483 + 1@
7,0 1.855 £ 75¢ 353+ 12 787 +90° 471 £ 1°
EWPn-TOM 9,0 2.221+104° 352+ 1% 538 + 64° 471 £ 1°
11,4 2.012 £4° 341 £1° 228 £ 16° 478 £2°
7,0  1.691+137° 355+ 08 626 + 322 472 £ O°
EWPn-ORE 9,0 2.166+180° 355+ 1% 461 + 75° 472 £ 1°
11,4 1.797 £87° 341 £0° 245 £ 17¢ 482 £ 0?

La Fig. 6 muestra la IFmacans (u.a.) de los nanocomplejos EWPn—AE y los controles EWPn en
condiciones de concentracion de proteina de 0,01% m/v, evaluada a pH 7,0, 9,0 y 11,4, Como se puede
observar, a pH 7,0 los valores de IFmaxans de los nanocomplejos EWPn—AE disminuyeron con respecto al

control EWPn, es decir, la encapsulacion de los AEs en EWPn provoco una disminucion en la emision de
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fluorescencia, excepto para el caso del sistema EWPn—TOM, que no presentd diferencia significativa

(p<0,05) respecto al control EWPn (Fig. 6A).

A pH 9,0 el valor de IFmaans no presentd variaciones significativas (p<0,05) luego de la
encapsulacion de AE en EWPn en la mayoria de los casos, con excepcion del nanocomplejo EWPn—CAN,
que exhibid un valor significativamente menor (p<0,05) que el control EWPn evaluado a la misma
condicion de pH (Fig. 6B). El mismo comportamiento fue observado a pH 11,4, siendo el sistema EWPn—

CAN el tnico nanocomplejo que presentd menor IF max—ans que el control EWPn (Fig. 6C).

En general, se puede hipotetizar que, a pH 7,0, la unién de los compuestos presentes en los AEs
ocurriria a nivel de los mismos sitios hidrofobicos de la superficie de EWPn afines al ANS, dejando una
menor cantidad de sitios disponibles para la union de esta sonda fluorescente (231). Sin embargo, a pH 9,0
y 11,4 la unién de los compuestos presentes en los AEs sucederia en dominios particulares de EWPn
(diferentes a los sitos de unién del ANS), o bien el ANS podria provocar el desplazamiento de los

compuestos que componen a los AEs de la superficie de EWPn (232).
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia maxima (IFmax, u.a.) debida al Trp (liso) y debida a la sonda fluorescente ANS
(rayado) de los sistemas EWPn y EWPn—AE evaluados a pH 7,0 (A), 9,0 (B) y 11,4 (C). Cada barra representa el
promedio + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas y mayusculas indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos de un mismo parametro (p<0,05).

Finalmente, la Fig. 7 muestra 1a Amax-ans (nm) de los nanocomplejos EWPn—AE y los controles EWPn
en condiciones de concentracion de proteina de 0,01% m/v, evaluada a pH 7,0, 9,0 y 11,4. Como se puede
observar, a pH 7,0 la formacion de los nanocomplejos EWPn—AE no provocd cambios significativos
(p<0,05) en la Amax_ans con respecto al control EWPn (Fig. 7A). El mismo efecto se evidencio a pH 9,0 y
11,4, excepto para el nanocomplejo EWPn—CAN, que presentd mayor Amacans que el control EWPn
evaluado bajo la misma condicion de pH (Fig. 7B y 7C). En este caso, estaria ocurriendo un corrimiento
hacia el rojo en el espectro electromagnético, indicando la exposicion de los dominios de unién al ANS de

EWPn en un entorno mas polar.

El estudio de la fluorescencia intrinseca y extrinseca de los nanocomplejos EWPn—AE y los controles
EWPn bajo diferentes condiciones de pH resultd una herramienta util para deducir que la estructura
conformacional de los sistemas proteicos y la hidrofobicidad superficial de EWPn resultd claramente

dependiente tanto del pH del medio como de la naturaleza del AE encapsulado.
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Figura 7. Longitud de onda correspondiente a la maxima intensidad de fluorescencia (Amax, nm) debida al Trp (liso)
y debida a la sonda fluorescente ANS (rayado) de los sistemas EWPn y EWPn—AE evaluados a pH 7,0 (A), 9,0 (B) y
11,4 (C). Cada barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas y mayusculas indican

diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo parametro (p<0,05).

3.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion

Numerosos estudios han evaluado la incorporacién de AEs en diferentes materiales mediante
diversos métodos de encapsulacion. El conocimiento de la eficiencia de encapsulacion es un punto critico

en el disefio y la comparacion de sistemas que vehiculizan CBs.

En el presente trabajo, se evaluo la eficiencia de encapsulacion (EE, %) de los nanocomplejos
EWPn-AE formados a pH 7,0, 9,0 y 11,4, y los resultados se exponen en la Tabla 6. Como se puede
observar, la encapsulacion de CAN en EWPn apH 7,0 y 9,0 generd nanocomplejos con los menores valores
de EE (28 £ 4 y 27 + 3%, respectivamente). Por otro lado, el sistema EWPn—TOM obtenido a pH 11,4
presento el mayor valor de EE (86 = 0%).

En primer lugar, el nanocomplejo EWPn—CAN no exhibi6 diferencias significativas (p<0,05) entre
los valores de EE obtenidos a pH 7,0 y 9,0 (Tabla 6). Sin embargo, una mayor eficiencia fue obtenida

cuando este nanocomplejo fue formado a pH 11,4, alcanzando un valor de EE de 44 + 5%. Recientemente,
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diferentes microcapsulas capaces de vehiculizar CAN fueron disefiadas y obtenidas mediante secado spray,
evidenciando el impacto de la composicion del material de pared en sus caracteristicas. De este modo, se
alcanz6 una EE de 70% con una combinacion de maltodextrina y goma arabiga, y cerca de 90% de EE al
utilizar una formulacion Optima de aislado de proteina de suero, maltodextrina y alginato de sodio
(233,234). Por su parte, Yang y col. (2021) (235) vehiculizaron CAN en nanocépsulas obtenidas mediante
el método de nanoprecipitacion utilizando quitosano y aislado de proteina de suero como material de pared.

Los autores informaron que la EE resulté mayor a 91%.

Por otro lado, los valores de EE registrados para el nanocomplejo EWPn—COM no variaron
significativamente (p<0,05) en todo el rango de pH evaluado, lo que sugiere que este pardmetro no estaria
influenciado por las caracteristicas estructurales discutidas en las secciones previas, las cuales si
dependieron del pH del medio (Tabla 6). En este caso, la EE se encontré entre 74 + 1y 76 + 1%. En otro
estudio, Karimirad y col. (2019) (195) obtuvieron nanoparticulas de quitosano cargadas con COM mediante
el método de gelificacion ionica, las cuales evidenciaron un valor de EE mucho menor (17,89%) que el
exhibido por el nanocomplejo EWPn—COM en el presente trabajo. En contraste, Hemmatkhah y col. (2020)
(236) reportaron una EE de 78,45% para microcdpsulas cargadas con COM, las que fueron obtenidas
mediante el método de ultrasonicacion utilizando aislado de proteina de suero e inulina como materiales de

pared.

Los valores de EE correspondientes al nanocomplejo EWPn-LIM resultaron claramente
dependientes del pH de formacion (Tabla 6). El aumento del pH de 7,0 a 11,4 provoco un gradual y
significante incremento (p<0,05) en dicho parametro, alcanzando un méximo de 79 + 1%. Diversas
combinaciones de material de pared (goma de mezquite y mucilago de chia, poli-¢(caprolactona),
etilcelulosa, quitosano y almiddn) fueron utilizadas para producir nano y microcapsulas capaces de
vehiculizar LIM mediante métodos de liofilizacion, secado spray y gelificacion idnica. En general, los
autores informaron valores de EE mayores a 85% (237-240). Sin embargo, se debe tener en cuenta que
ninguno de estos trabajos ha implementado la utilizacion de sistemas proteicos como carriers. Por su parte,
Liuy col. (2023) (241) disefiaron coacervados complejos de aislado de proteina de cafiamo y goma arabiga

con ¢l objetivo de encapsular LLIM. Las capsulas obtenidas de este modo presentaron una EE de 34%.

Al igual que EWPn—CAN, el nanocomplejo EWPn—TOM presentd un valor de EE (86 = 0%)
significativamente mayor (p<0,05) cuando fue formado a pH 11,4 (Tabla 6). En otro estudio, Marques y
col. (2021) (242) reemplazaron una parte de aislado de proteina de suero por una mezcla de maltodextrina
y quitosano con el objetivo de generar microparticulas capaces de encapsular TOM mediante secado spray,
alcanzando valores de EE mucho menores a los obtenidos en el presente trabajo (20-30%). En contraste,
otros autores informaron una EE similar a la exhibida por el nanocomplejo EWPn—TOM (85%
aproximadamente), encapsulando este AE en una mezcla de gelatina y goma ardbiga mediante coacervacion

compleja (243).
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Ademas, el nanocomplejo EWPn—ORE present6 el mismo comportamiento que EWPn—COM frente
a la variacion de pH, con valores de EE entre 78 £ 1y 80 + 0% (Tabla 6). Previamente, ORE fue encapsulado
mediante coacervacion compleja utilizando mezclas de gelatina y mucilago de chia o goma aradbiga como
materiales de pared. De este modo, se obtuvieron valores de EE entre 76,39y 91,79% (244). En otro estudio,
Fernandes y col. (2018) (245) emplearon el método de secado spray para desarrollar particulas de aislado

de proteina de suero capaces de vehiculizar ORE, permitiendo la obtencion de una EE de 90%.

Es importante remarcar que las principales diferencias observadas entre los valores de EE obtenidos
en el presente trabajo y los reportados en la bibliografia pueden atribuirse fundamentalmente a las
variaciones en la composicién y naturaleza de los materiales de pared, asi como a los métodos de
encapsulacion empleados. En este estudio, la encapsulacion de los AEs se llevd a cabo exclusivamente
utilizando EWPn y mediante un procedimiento de complejacion a diferentes valores de pH, sin la adicion
de PSs u otros materiales comunes en formulaciones més complejas. En contraste, muchos de los sistemas
descritos en la literatura incorporaron combinaciones de biopolimeros (como maltodextrina, goma arabiga,
quitosano o alginato de sodio) y métodos como la liofilizacion, el secado spray o la gelificacion idnica, que

impactan notablemente en la EE lograda.

Al contrastar los datos informados en la Tabla 6 con lo reportado hasta el momento en la literatura,
seria posible concluir que la encapsulacion de AE en nanoparticulas EWPn podria considerarse una
estrategia conveniente para vehiculizar estos compuestos bioactivos, particularmente si es llevada a cabo a
pH 11.4. Los resultados de EE, junto con los analizados en las secciones previas, sugieren que la formacion
de los nanocomplejos EWPn—AE seria mas favorable cuando es producida a pH 11.4. Por tal motivo, los
nanocomplejos EWPn—AE y el control EWPn fueron obtenidos a pH 11,4 para efectuar todos los analisis

posteriores del presente trabajo.
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Tabla 6. Valores de eficiencia de encapsulacion (EE, %) de los nanocomplejos EWPn—AE evaluados a pH 7,0, 9,0 y
11,4. Resultados expresados como promedio =+ desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

Nanocomplejo pH EE (%)
7,0 28 £4h

EWPn—-CAN 9,0 27 +3h
11,4 44 +5¢

7,0 76+ 1%

EWPn—-COM 9,0 76+ 1¢d
11,4 74+1¢
7,0 58 £1f
EWPn-LIM 9,0 62 £2¢
11,4 79+1°

7,0 77+ (Qbed
EWPn-TOM 9,0 80 £ 0P
11,4 86 +0?

7,0 78 £0bc
EWPn-ORE 9,0 80 £ 0P

11,4 78+ 1bed

3.4.3. Actividad antioxidante de nanocomplejos EWPn-AE

Esta ampliamente aceptado que los AEs pueden actuar como importantes agentes antioxidantes a
través de sus componentes, tales como terpenos y aldehidos aromaticos (202,246). Algunos autores, sin
embargo, han reportado que las interacciones quimicas existentes entre proteinas y compuestos fenolicos
(como los monoterpenos fendlicos) serian responsables de la disminucion de la actividad antioxidante de
los ultimos (139). Por este motivo, resulta relevante evaluar la capacidad antioxidante de los AEs luego de

su encapsulacion en EWPn.

Por otro lado, la actividad antioxidante de un AE podria deberse a diferentes mecanismos, tales como
prevencion de la iniciacion de la cadena de radicales libres, prevencion de la descomposicion de peroxidos,

prevencion de la abstraccion continua de hidrégeno, captacion o reduccion de radicales libres, captacion o
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reduccion de iones catalizadores, etc. (77). Por lo tanto, diversas técnicas analiticas y diferentes sustratos
deberian ser empleados para una evaluacion mas detallada de la efectividad de las muestras, y de este modo

cubrir la mayoria de los aspectos mencionados (247.248).

En el presente trabajo, la actividad antioxidante de los nanocomplejos EWPn—AE y del control EWPn
formados a pH 11,4 fue determinada mediante el empleo de 3 técnicas in vitro complementarias: ensayo de
actividad de captacion de radical ABTS", ensayo de actividad de poder reductor y ensayo de actividad
quelante de hierro. Estos métodos son los més utilizados en la determinacion de la actividad antioxidante

de extractos de plantas en general (246,248).

3.4.3.1. Actividad de captacion de radical ABTS*

En la Tabla 7 se presentan los valores de ICso de la actividad de captacion de radical ABTS* (Aasrs+)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE y al control EWPn obtenidos a pH 11,4, expresados como
mg proteina g"'. Como puede observarse, los nanocomplejos EWPn-ORE y EWPn-TOM exhibieron mayor
Aaprs:+ frente al resto de los nanocomplejos y al control EWPn, cuyos valores de ICso (1,2 +0,0y 1,7+£0,2
mg proteina g!, respectivamente) no presentaron diferencia significativa (p<0,05) entre ellos. Por su parte,
Liuy col. (2023) (241) obtuvieron coacervados complejos de aislado de proteina de cafiamo y goma arabiga
con el objetivo de encapsular cuatro AEs. Entre ellos, las capsulas cargadas con ORE presentaron la mayor

capacidad para captar radicales ABTS™.

En un estudio reciente, se utilizd aislado de proteina de soja para generar matrices capaces de
incorporar TOM y formar films (249). Luego, la capacidad antioxidante de los films fue evaluada mediante
ensayo de Aagrs+ y fue posible observar que la menor actividad fue exhibida por el film sin TOM y que
dicha actividad aument6 notablemente con el aumento de la cantidad de TOM incorporada. Los autores
indicaron que TOM no formaria interacciones fuertes con la matriz proteica, lo que permitiria que las

propiedades antioxidantes del AE se mantengan luego de su incorporacion.

Otros trabajos también han evaluado la actividad antioxidante de TOM encapsulado en diferentes
materiales no proteicos mediante el ensayo de captacion de radical ABTS*. Sampaio y col. (2022) (98)
informaron que la capacidad antioxidante de nanoemulsiones de aceite de girasol cargadas con TOM
aumento6 gradualmente con el aumento de la concentracion de AE. La menor actividad fue exhibida por la
nanoemulsion sin TOM, mientras que TOM libre (sin encapsular) presentd la mayor capacidad
antioxidante. Por el contrario, Gonzalez Reza y col. (2021) (250) determinaron que TOM encapsulado en
quitosano evidencié mayor capacidad antioxidante que TOM libre. Los autores sugirieron que este efecto

se produciria debido a la capacidad antioxidante propia del PS.

Como se observa en la Tabla 7, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre la Aaprs+ del

nanocomplejo EWPn—CAN y el control EWPn, presentando valores de ICso de 10,2 £ 0,4y 9,9 = 0,3 mg
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proteina g'!, respectivamente. Hasta el momento, escasos trabajos han evaluado la capacidad antioxidante
de CAN encapsulado. Liang y col. (2022) (107) sintetizaron nanoemulsiones de glucoproteina de suero y
CAN, y reportaron que estas nanoemulsiones presentaron mayor capacidad de captacion de radicales
ABTS* que CAN libre, e incluso que el acido ascorbico utilizado como control positivo. Por otro lado,
Bhatia y col. (2023) (251) obtuvieron films de alginato de sodio y goma arabiga cargados con diferentes
concentraciones de CAN. Los autores observaron un aumento del porcentaje de inhibicion del radical
ABTS* con el aumento de la concentracion de CAN. A su vez, observaron que el film control (sin CAN)

evidencid la menor inhibicion del radical ABTS™.

Por otra parte, el nanocomplejo EWPn—LIM exhibi6 un valor de ICsy de 16,4 + 0,8 mg proteina g/,
mientras que EWPn—COM present6 la menor Agrs: (18,4 = 1,0 mg proteina g'!) entre todos los sistemas
evaluados (Tabla 7). Ambos nanocomplejos evidenciaron una Aagrs+ significativamente menor (p<0,05)
que el control EWPn. Contrariamente a lo ocurrido con CAN, TOM y ORE, la encapsulacion de COM y
LIM afectaria la capacidad de captacion de radicales ABTS" de EWPn. Esto sugiere que, en los
nanocomplejos EWPn—COM y EWPn-LIM, los componentes de estos AEs podrian estar interactuando con
grupos funcionales clave de la proteina (como grupos tiol o aromaticos), reduciendo su disponibilidad para
actuar como captadores de radicales ABTS*. Xue y col. (2019) (252) obtuvieron films compuestos por
aislado de proteina de sojay goma arabiga, los cuales fueron utilizados para encapsular diferentes AEs. En
este caso, los autores indicaron que el film que contuvo LIM presentd la mayor A aprs+, mientras que el film
sin AE no exhibi¢ capacidad antioxidante. Con respecto a COM, no se ha reportado hasta el momento la
capacidad de captacion de radicales ABTS* cuando este AE se encuentra encapsulado en matrices

poliméricas.

Esta ampliamente aceptado que la Aaprs+ de AEs, y extractos de plantas en general, se correlaciona
con el TPC de dichas muestras (77,177,253). De este modo, un AE que presente elevado TPC exhibiria
potencial antioxidante a través del ensayo de captacion de radicales ABTS*. Ademas, se ha demostrado que
timol y carvacrol exhiben, generalmente, mayor capacidad de captar radicales libres que otros compuestos
volatiles comunmente presentes en AEs (218,254). Debido a su estructura quimica correspondiente a
monoterpenos oxigenados, ambos isdmeros serian capaces de donar dtomos de hidrogeno de los grupos
hidroxilo a radicales libres y convertirlos en productos no radicales mas estables (255). Por lo tanto, los
resultados discutidos se ajustan con lo observado en la Seccion 3.4.1.1y en la Seccion 3.4.1.2, donde TOM
y ORE evidenciaron elevado TPC (Fig. 4) y alto CR de timol y carvacrol (Tabla 2), respectivamente. Fue
posible concluir que la encapsulacion de TOM y ORE en EWPn no afectaria la capacidad antioxidante

esperada por parte de estos AEs.
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Tabla 7. Valores de actividad antioxidante de los sistemas EWPn y EWPn—AE evaluada mediante ensayos de actividad
de captacion de radical ABTS* (Aagrs+), actividad de poder reductor (Apr) y actividad quelante de hierro (ICA).
Resultados expresados como promedio + desviacidn estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos de un mismo parametro (p<0,05). ND: no determinado.

AApTs+ Apr ICA
Sistema ICs Pendiente ICsy
mg proteina g & spi::)igzag-l mg proteina g!

EWPn 9,9 +0,3¢ 17,2 +1,2¢ 0,19 +£0,01¢
EWPn-CAN 10,2 +0,4¢ 19,7 +1,3¢ 0,50 £0,02¢

EWPn-COM 184+ 1,0° 11,9 +0,9¢ ND
EWPn-LIM 16,4 +0,8 17,1 +0,84 0,71 + 0,02
EWPn-TOM  1,7+02¢ 282 +0,9° 1,470,100
EWPn—ORE 1,2+0,04 36,2+ 1,42 0,71 £ 0,05"

3.4.3.2. Actividad de poder reductor

En la Tabla 7 se presentan los valores de la pendiente correspondiente a la actividad de poder reductor
(Arr) para los nanocomplejos EWPn—AE y el control EWPn obtenidos a pH 11,4, expresados como g
sistema g'! proteina. Como se puede observar, la mayor Apr fue exhibida por el nanocomplejo EWPn—ORE,
registrandose una pendiente de 36,2 + 1,4 g sistema g'! proteina. Por su parte, Sampaio Paulo y col. (2021)
(256) encapsularon ORE en goma ardbiga y maltodextrina y, posteriormente, obtuvieron films conteniendo
microcapsulas de ORE y ORE libre. Mediante el método de capacidad para reducir el hierro férrico (FRAP,
por sus siglas en inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), los autores evidenciaron elevada capacidad

de reducir Fe** por parte de los films con ORE (libre o encapsulado) frente al film control (sin ORE).

El nanocomplejo EWPn—TOM mostr6 elevada Apr, aunque significativamente menor (p<0,05) que
la registrada para el nanocomplejo EWPn-ORE, exhibiendo una pendiente de 28,2 + 0,9 g sistema g
proteina, respectivamente (Tabla 7). Jayari y col. (2022) (257) encapsularon AE de tomillo (Thymus
capitatus) en diversas nanoemulsiones y nanoparticulas biopoliméricas. Se inform¢6 que la encapsulacion
de dicho AE mejor6 notablemente la actividad antioxidante (determinada mediante el ensayo FRAP) con
respecto a la actividad del AE libre, excepto cuando el material utilizado para la obtencion de la

nanoparticula fue goma arabiga.

Seguidamente, el nanocomplejo EWPn—CAN presentd Apr intermedia en comparacion con el resto

de los nanocomplejos evaluados, con una pendiente de 19,7 + 1,3 g sistema g™! proteina (Tabla 7). En un
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estudio reciente, se encapsuld CAN en 5 tipos de fS-ciclodextrinas y se reportd que el poder reductor
evaluado mediante el método FRAP disminuyd en diferente medida luego de dicha encapsulacion con
respecto al AE libre (258). Ademas, se informd que las fS-ciclodextrinas no presentaron actividad al ser

evaluadas mediante el mismo ensayo.

Segun los resultados informados en la Tabla 7, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre el
valor de la pendiente del nanocomplejo EWPn-LIM (17,1 + 0,8 g sistema g! proteina) y el valor de la
pendiente del control EWPn (17,2 + 1,2 g sistema g! proteina). Hasta el momento, no se ha estudiado la
capacidad de reducir Fe*> de LIM encapsulado en biopolimeros. Sin embargo, Tongnuanchan y col. (2012)
(259) obtuvieron films de gelatina a los cuales les incorporaron cuatro AEs del género Citrus. Entre ellos,
los films con LIM presentaron mayor poder reductor (evaluado mediante el ensayo FRAP), mientras que

los controles (films sin AE) evidenciaron muy baja actividad.

Finalmente, el nanocomplejo EWPn—COM exhibi6 la menor Apr entre todos los sistemas evaluados,
presentando una pendiente de 11,9 + 0,9 g sistema g' proteina (Tabla 7). Segun este resultado, la
encapsulacion de COM afectaria la capacidad de reducir Fe** de EWPn. Al igual que LIM, no se ha
estudiado la capacidad de reducir Fe** de COM encapsulado en biopolimeros. Por otro lado, se ha evaluado
el poder reductor de COM extraido mediante diferentes técnicas, presentando actividades similares a los

compuestos de referencia vitamina C y butilhidroxitolueno (260).

Estudios previos han demostrado que los monoterpenos oxigenados, tales como timol y carvacrol,
podrian actuar como agentes reductores debido a sus propiedades redox. Nuevamente, los resultados
discutidos son consistentes con lo observado en la Tabla 2, donde TOM y ORE evidenciaron elevados CR
de timol y carvacrol, respectivamente (213). Fue posible concluir que la encapsulacion de TOM y ORE en
EWPn no afectaria la capacidad reductora esperada por parte de estos AEs. Sin embargo, a diferencia del
ensayo de Aaprs+, la Apr resultd significativamente mayor (p<0,05) para el caso del nanocomplejo

EWPn-ORE.

3.4.3.3. Actividad quelante de hierro

En la Tabla 7 se presentan los valores de ICso de la actividad quelante de hierro (ICA)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE y al control EWPn obtenidos a pH 11,4, expresados como
mg proteina g''. Como se puede observar, el control EWPn exhibi la mayor ICA (0,19 + 0,01 mg proteina
g’ entre todos los sistemas evaluados, y esta capacidad fue afectada en diferente medida dependiendo del
AE encapsulado en EWPn. Tanto péptidos como proteinas son capaces de actuar como quelantes de metales
cuando ciertos residuos de aminodcidos tales como histidina, acido glutdmico, acido aspartico, serina
fosforilada y treonina se encuentran disponibles en el medio o expuestos en la superficie del biopolimero

(173,261).
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Luego, el nanocomplejo EWPn—CAN present6 un valor de ICso de 0,50 +0,02 mg proteina g, siendo
el nanocomplejo con mayor ICA entre los evaluados en el presente trabajo (Tabla 7). Hasta el momento, no
se ha estudiado la capacidad quelante de Fe*> de CAN encapsulado en biopolimeros. Sin embargo, dicha
propiedad ha sido evaluada para CAN libre y comparada frente a otros AEs (262). La capacidad quelante
de CAN libre aument6 linealmente con la concentracion (en el rango 2-12 mg mL-'), alcanzando una

capacidad quelante mayor al 60%.

Segun lo observado en la Tabla 7, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de ICsg
de los nanocomplejos EWPn—LIM (0,71 + 0,02 mg proteina g'') y EWPn—ORE (0,71 + 0,05 mg proteina
gh). Himed y col. (2019) (150) encapsularon LIM en diéxido de silicio amorfo y observaron que dicha
encapsulacion no modificé la capacidad quelante de Fe*? de LIM libre. Sin embargo, en ambos casos esta
propiedad resulté menor frente al compuesto de referencia utilizado (EDTA). Por otro lado, Kulawik y col.
(2023) (263) obtuvieron emulsiones de quitosano, furcellaran y péptidos conteniendo ORE. Los autores

informaron que la capacidad quelante de Fe™ resultd muy baja en todos los casos.

El nanocomplejo EWPn—TOM presenté un valor de ICso de 1,47 + 0,10 mg proteina g!, siendo
considerablemente mayor al valor del resto de los nanocomplejos (‘Tabla 7). Con respecto a la capacidad
quelante de Fe™ de TOM, no se ha evaluado dicha propiedad para este AE encapsulado en biopolimeros.
Por otra parte, en su forma libre TOM exhibié un valor de ICso de 13,29 mg mL-! cuando la ICA fue
determinada (248).

Finalmente, el nanocomplejo EWPn—COM no evidencié ICA en todo el rango de concentracion
evaluado (Tabla 7). Al igual que para el caso de TOM, la capacidad quelante de Fe™ de COM no ha sido
evaluada hasta el momento, ya sea en su forma libre o encapsulado en biopolimeros. No obstante, Bettaieb
Rebey y col. (2012) (264) reportaron la capacidad quelante de Fe*? de distintos extractos organicos de

semillas de comino (Cuminum cyminum), con valores de ICso entre 22,71 y 32,75 mg mL™.

A partir de lo discutido, fue posible concluir que la encapsulacion de AE en EWPn involucraria, en
menor o mayor grado, grupos funcionales (presentes en los componentes del AE) y/o residuos de

aminodcidos (presentes en EWPn) relevantes para la quelacion de Fe'2.

Numerosos estudios han demostrado la actividad antioxidante de AEs en forma libre (sin encapsular)
a través de diferentes ensayos in vitro, entre ellos, los realizados en el presente trabajo (72,190,197,201).
Sin embargo, existen escasos articulos disponibles que reporten la capacidad de captacion de radical
ABTS", la capacidad reductora y la capacidad quelante de Fe*?> de AEs encapsulados. Mas ain, aquellos
estudios que han analizado las propiedades antioxidantes de CAN, COM, LIM, TOM y ORE encapsulados,
han empleado biopolimeros no proteicos o coacervados complejos como material de pared, tal como se
expuso previamente. Por tal motivo, la encapsulacion de AEs en EWPn se propone como una técnica
simple, econdmica y novedosa capaz de preservar y potenciar la actividad antioxidante de los compuestos

volatiles, fundamentalmente de TOM y ORE.
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3.44. Actividad antidiabética de nanocomplejos EWPn—AE

3.4.4.1. Actividad inhibitoria de a-amilasa

La enzima a-amilasa cataliza la hidrolisis de los enlaces a-glucosidicos en el almidon y el glucogeno,
liberando glucosa a partir de estas macromoléculas. Por lo tanto, la inhibicion de esta enzima se considera
una importante estrategia para la prevencion y el tratamiento de desdrdenes metabdlicos y enfermedades

relacionadas con la DM2 (2).

En la Tabla 8 se presentan los valores de ICsy de la actividad inhibitoria de a-amilasa (Aami)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE y al control EWPn obtenidos a pH 11,4, expresados como

ug mL!. Ademas, el compuesto de referencia acarbosa fue analizado del mismo modo.

En primer lugar, el control EWPn no evidencio Aami en el rango de concentraciones evaluado (datos
no mostrados). Segun lo observado en la Tabla 8, la mayor A.mi fue exhibida por los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn—ORE. Asi, estos nanocomplejos presentaron los menores valores de ICs (35,9 £ 0,8
ug mL! para EWPn-TOM y 36,6 + 0,5 pg mL"! para EWPn—ORE) y no hubo diferencia significativa
(p<0,05) entre ellos. Sin embargo, ambos valores de ICso resultaron significativamente mayores (p<0,05)
al valor obtenido para el compuesto de referencia acarbosa (1,25 + 0,10 pg mL!). Algunos autores han
informado la capacidad de inhibir a-amilasa de TOM y ORE libres (AEs no encapsulados). Entre ellos,
Laftouhiy col. (2024) (80) analizaron diferentes muestras de TOM y reportaron valores de ICsg entre 37,67
y 57,88 mg mL", las cuales resultaron notablemente menos efectivas para inhibir la enzima que el
compuesto de referencia acarbosa (0,4 mg mL™!, aproximadamente). Por otro lado, Radiinz y col. (2021)
(72) informaron que TOM y ORE fueron capaces de inhibir el 81,3 y 81,4% de la actividad de a-amilasa,
respectivamente, presentando mayor efectividad que el compuesto de referencia acarbosa (73,4%). Sin
embargo, la Aami de TOM y ORE encapsulados en biopolimeros ha sido escasamente estudiada hasta el
momento. En este sentido, Siahbalaei y col. (2020) (160) encapsularon AE de Thymus kotschyanus en
particulas de gelatina y pectina y, posteriormente, evaluaron su capacidad inhibitoria de a-amilasa. E1 AE
encapsulado de dicho modo presentd mayor A.mi que la particula de gelatina y pectina sin AE incorporado,
pero menor Aami que el compuesto de referencia acarbosa. Es importante mencionar que el AE analizado
por estos autores corresponde a una especie diferente a la utilizada en el presente trabajo. Particularmente,
el compuesto mayoritario del AE de Thymus kotschyanus resulté carvacrol (CR de 43,39%), y timol
representd un bajo CR (1,18%). Con respecto a ORE, hasta el momento no se ha estudiado la Aami en su

forma encapsulada, como tampoco la de carvacrol encapsulado.

Por otro lado, el nanocomplejo EWPn-LIM presenté un valor de ICso de 205,8 + 2.2 pg mL",
implicando una A.mi significativamente menor (p<0,05) que la registrada para los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn—ORE (Tabla 8). Escasos estudios han reportado la capacidad de inhibir a-amilasa
de LIM libre (AE no encapsulado) y, hasta el momento, no se ha evaluado este efecto para LIM o limoneno

en sus formas encapsuladas. Al evaluar la Aami de LIM libre, Oboh y col. (2017) (71) indicaron un valor de
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ICso de 8,16 pg mL!, resultando menor que el correspondiente a AE de Citrus sinensis, pero mayor al valor
presentado por el compuesto de referencia acarbosa. Ademas, EI Aboubi y col. (2023) (201) analizaron la
Aami de diferentes muestras de LIM libre. Los autores reportaron que el menor valor de IC s result6 1.689,06
ug mL !, mientras que la muestra menos efectiva para la inhibicion de a-amilasa presentd un valor mayor

a4.000 pg mL'. El compuesto de referencia acarbosa evidencié el menor valor de ICs (619,11 pg mL™).

Por otro lado, el nanocomplejo EWPn—COM presento un valor de ICso de 219,9 £ 1,2 pg mL™! al
evaluar la A.mi (Tabla 8). Al respecto, es preciso remarcar que existe escasa informacion relacionada a la
capacidad inhibitoria de a-amilasa de COM, tanto en su forma libre como encapsulada. Tahir y col. (2016)
(265) analizaron el potencial antidiabético de COM y AE de Syzygium aromaticum (y de emulsiones
conteniendo estos AEs), mediante la determinacion de la Aami. Los autores reportaron que la Aami de AE de
Syzygium aromaticum (ICso de 74,53 pug mL™") resulto significativamente mayor (p<0,05) que la de COM
(ICso de 80,01 pg mL"), y que ambos AEs presentaron menor capacidad para inhibir a-amilasa que el
compuesto de referencia acarbosa (ICso de 14,79 ug mL"). Ademas, diferentes emulsiones compuestas por
Tween 80, etanol, agua y COM fueron capaces de inhibir a-amilasa, exhibiendo entre 14,32 y 83,09% de

inhibicién de la enzima.

Finalmente, el nanocomplejo EWPn—CAN evidencio la menor Aami entre todos los nanocomplejos
evaluados (ICso de 273,7 + 10,0 ug mL"). Algunos estudios han reportado el potencial antidiabético (tanto
en ensayos in vitro como in vivo) de AEs de diferentes especies del género Cinnamomum. Sihoglu Tepe y
Ozaslan (2020) (190) evaluaron la capacidad de inhibir a-amilasa de AE de Cinnamomum zeylanicum. Los
autores informaron un valor de 15,25% de inhibicion de la enzima para AE de Cinnamomum zeylanicum 'y
un porcentaje de inhibicion significativamente superior (p<0,05) para acarbosa (66,66%). Cabe mencionar
que, aunque el AE analizado fue extraido a partir de una especie diferente a la empleada en el presente
trabajo, se identifico a trans-cinamaldehido como su componente principal (CR de 81,39%). Hasta el
momento, no se ha encapsulado CAN con el objetivo de evaluar su capacidad antidiabética mediante
ensayos in vitro. Nawaz y col. (2023) (266) compararon el porcentaje de inhibicion de a-amilasa de un
extracto etanolico de Cinnamomum zeylanicum y una nanosuspension de dicho extracto en alcohol
polivinilico, los cuales representaron el 39,3 y 6,3%, respectivamente. Sin embargo, la composicion
quimica del extracto etanolico resultd drasticamente diferente a las discutidas anteriormente para un AE
proveniente de una especie del género Cinnamomum, por lo que deberia evitarse la comparacion directa

entre ambas muestras.

Es importante sefialar que todos los nanocomplejos EWPn—AE evaluados evidenciaron menor A ami
que el compuesto de referencia acarbosa. Sin embargo, debido a los efectos adversos que este inhibidor
sintético generalmente presenta sobre el organismo, el empleo de AEs protegidos mediante la encapsulacion
en biopolimeros deberia continuar siendo explorado como estrategia alternativa frente a las drogas

convencionales disponibles comercialmente (2,267).
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Tabla 8. Valores de actividad antidiabética evaluada mediante ensayos de actividad inhibitoria de a-amilasa (Agmi),
actividad inhibitoria de o-glucosidasa (Agn) y actividad inhibitoria de lipasa pancreatica (Ajyp), y actividad
antiinflamatoria evaluada mediante ensayo de actividad inhibitoria de lipooxigenasa (Ai,x) de los nanocomplejos
EWPn—AE obtenidos a pH 11,4, expresadas como ICso (ug mL™"). Resultados expresados como promedio = desviacién
estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos de un mismo parametro

(p<0,05). NI: no inhibe. (*): ICas, concentraciéon de AE (ug mL™") necesaria para inhibir el 25% de la actividad

enzimatica.
Aami Aglu Aiip Alox
Nanocomplejo ICso ICso ICso ICso
pg mL! pg mL! pg mL! pg mL!
EWPn—-CAN 273,7 £ 10,02 118,6 £2,42 68,8 +1,8° 7,9 +£0,1°
EWPn-COM 219,9 £1,2° 82,8 £2,4° 62,0 +£0,2° NI
EWPn-LIM 205,8 £2,2°¢ 109,8 = 7,6° 55,1 £1,8 20,2 £0,7*
EWPn-TOM 35,9 £0,8¢ 7.2+0,1¢ 15,2+0,1¢ 0,2 +£0,0°
EWPn—ORE 36,6 = 0,5¢ 7,7+0,1¢ 13,0 +0,3¢ 0,1 +£0,0°
Acarbosa 1,3+0,1¢ 25,0 + 1,04 - -
Orlistat - - 0,1 +0,0f -
Naproxeno - - - 14,0 £0,72

3.4.4.2. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa

La enzima a-glucosidasa cataliza el paso final en el proceso digestivo de los carbohidratos
hidrolizando enlaces glucosidicos a(1-4). De este modo, cumple un rol fundamental controlando la cantidad
de glucosa, liberada de oligosacaridos y glicoconjugados, en el intestino. Los inhibidores de a-glucosidasa
son capaces de retardar la absorcion de carbohidratos de la dieta y suprimir la hiperglucemia posprandial,

representando una herramienta util para el control y/o tratamiento de DM2 (268).

En la Tabla 8 se presentan los valores de ICso de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa (Agi)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 y al compuesto de referencia

acarbosa, expresados como pg mL™.

En primer lugar, el control EWPn no evidenci6 Ay en el rango de concentraciones evaluado (dato
no mostrado). De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 8, la mayor A, fue exhibida por los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn-ORE, siendo esto consistente con las determinaciones de A.mi. Sin embargo, a

diferencia de lo que ocurri6 al evaluar el efecto inhibitorio de a-amilasa, los valores de ICso de estos
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nanocomplejos (7,2 + 0,1 pg mL*! para EWPn-TOM y 7,7 + 0,1 pg mL! para EWPn-ORE) resultaron
significativamente menores (p<0,05) que el valor de ICsy del compuesto de referencia acarbosa (25,00 +
1,00 pg mL"). La capacidad de inhibir a-glucosidasa de TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) se ha
reportado en algunos trabajos cientificos. En particular, Laftouhi y col. (2024) (80) analizaron la Ay, de
diferentes muestras de TOM y reportaron valores de ICso entre 4,66 y 48,97 mg mL", resultando en una
menor efectividad para inhibir la enzima que el compuesto de referencia acarbosa (0,2 mg mL!,
aproximadamente). Ademds, Radiinz y col. (2021) (72) informaron que TOM y ORE fueron capaces de
inhibir el 98,9 y 50,5% de la actividad de a-glucosidasa, respectivamente, presentando mayor efectividad
que el compuesto de referencia acarbosa (34,5%). En este caso, el componente mayoritario de TOM resultd
timol (CR de 54,5%), pero no se informo la presencia de carvacrol en ORE. Por otro lado, AEs de 5 especies
de tomillo con CR de timol entre 13,8 y 48,3% fueron analizados segun su capacidad de inhibir
a-glucosidasa, presentando porcentajes de inhibicion entre 79,4 y 89,5% bajo la condicion de mayor
concentracion evaluada (269). Sin embargo, la Ay, de AEs del género Thymus encapsulados en
biopolimeros ha sido escasamente estudiada hasta el momento. Respecto a dicha condicion, Siahbalaei y
col. (2020) (160) encapsularon AE de Thymus kotschyanus en particulas de gelatina y pectina y,
posteriormente, evaluaron su capacidad inhibitoria de a-glucosidasa. El AE encapsulado de dicho modo
presentd mayor A (238 pg mL1) que la particula de gelatina y pectina sin AE incorporado (512 ug mL!),
pero menor Ag, que el compuesto de referencia acarbosa (139 pug mL!). Como se resaltd previamente, el
AE analizado por estos autores corresponde a una especie diferente a la utilizada en el presente trabajo.
Particularmente, el compuesto mayoritario del AE de Thymus kotschyanus resultdo carvacrol (CR de
43,39%), y timol representd un bajo CR (1,18%). Hasta el presente y del mismo modo que en la evaluacion
de la Aami, no se ha estudiado la Ay, de ORE en su forma encapsulada (como tampoco la A, de extracto

de orégano o carvacrol encapsulado).

Por otro lado, el nanocomplejo EWPn—COM presentd un valor de ICsy de 82,8 + 2.4 pg mL,
resultando significativamente mayor (p<0,05) que el valor de los nanocomplejos EWPn-TOM vy
EWPn-ORE y el compuesto de referencia acarbosa (Tabla §). Hasta el momento, no se ha reportado la
capacidad inhibitoria de a-glucosidasa de COM libre o encapsulado en biopolimeros. Sin embargo, Ghalib
y Mehrotra (2022) (270) obtuvieron un extracto de Cuminum cyminum utilizando una solucion de acetona
y evaluaron la Agn del extracto puro, del extracto encapsulado en nanoparticulas de 6xido de zinc y del
compuesto de referencia acarbosa, obteniendo valores de ICso de 122,83, 90,97 y 1.720,9 pg mL,

respectivamente.

Como se expone en la Tabla 8, el nanocomplejo EWPn—LIM exhibi6 un valor de ICso de 109,8 + 7,6
ug mL-! al determinar la Agy,. Escasos autores han reportado la capacidad de inhibir a-glucosidasa de LIM
libre (AE no encapsulado) y, hasta el momento, no se ha evaluado este efecto para LIM, extracto de Citrus
limon o limoneno en sus formas encapsuladas. Oboh y col. (2017) (71) evaluaron la Ag, de LIM libre y, tal

como se indico para la Ami, €l valor de ICso (7,56 ug mL™") resultd menor que el valor correspondiente a
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AE de Citrus sinensis (también determinado por estos autores), pero significativamente igual (p<0,05) al
valor presentado por el compuesto de referencia acarbosa. Por su parte, EI Aboubi y col. (2023) (201)
analizaron la Ay, de diferentes muestras de LIM libre y reportaron valores de ICso entre 1.021,58 y 2.467,62

ug mL!. El compuesto de referencia acarbosa evidencié el menor valor de ICso (374,98 ug mL™").

Finalmente, el nanocomplejo EWPn-CAN evidenci6 la menor Ag, entre los nanocomplejos
evaluados (ICso de 118,6 + 2,4 ug mL™") (Tabla 8). Existen algunos trabajos de investigacion que reportan
la capacidad de AEs de diferentes especies del género Cinnamomum de inhibir la enzima a-glucosidasa. En
un estudio reciente, se determiné la Ay, de AE de Cinnamomum zeylanicum, presentando un valor de ICs
de 90 ug mL! (271). Este resultado fue comparado con el compuesto de referencia acarbosa (ICso de 75 pg
mL") y con un extracto etandlico de la misma especie (ICso de 180 pg mL"). A partir del andlisis de la
composicion quimica del AE de Cinnamomum zeylanicum, se reportd que el componente principal fue
trans-cinamaldehido (CR de 95,89%). Por otro lado, Kuttithodi y col. (2023) (272) reportaron un valor de
ICso de 47,07 pg mL™! al evaluar la Ay, de AE de Cinnamomum malabatrum. En este caso, el componente

principal del AE resultd linalool, mientras que trans-cinamaldehido presentd un CR de 12,01%.

La capacidad de inhibir la enzima a-glucosidasa de CAN encapsulado en biopolimeros no se ha
evaluado hasta el momento. Sin embargo, Purbowatingrum y col. (2018) (273) encapsularon
trans-cinamaldehido en nanoparticulas de quitosano y, posteriormente, analizaron la Ag,. De este modo,
obtuvieron un valor de ICso de 134,13 ppm. Ademas, Wanniarachchi y col. (2023) (274) evaluaron la A
de un extracto acuoso de Cinnamomum zeylanicum y de microparticulas de albumina sérica bovina cargadas
con dicho extracto. Los autores hallaron valores de ICso entre 112,40 y 137,75 pug mL para las
microparticulas, mientras que el extracto acuoso puro exhibié un valor de ICsy de 141,25 pg mL".
Interesantemente, el compuesto de referencia acarbosa presentd A,y significativamente menor (ICso de

224,45 pg mL).

Cabe destacar que, entre todos los nanocomplejos evaluados, EWPn—TOM y EWPn—ORE resultaron
los mas efectivos para inhibir tanto a-amilasa como a-glucosidasa (Tabla 8). Adicionalmente, los
nanocomplejos EWPn-TOM y EWPn—ORE fueron ain mas efectivos que el compuesto de referencia
acarbosa al estudiar la inhibicion de la enzima a-glucosidasa. Por su parte, el nanocomplejo EWPn—CAN

present6 la menor Aumi Y Ag €ntre todos los nanocomplejos evaluados.

3.4.4.3. Actividad inhibitoria de lipasa pancredtica

La lipasa pancreatica cataliza la escision de enlaces €ster presentes en triglicéridos para dar lugar a
monoglicéridos y acidos grasos libres, moléculas que pueden ser absorbidas y almacenadas en el tejido
adiposo. De este modo, la lipasa pancredtica representa una enzima clave para la digestion de triglicéridos

ingeridos en la dieta (182).
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En la Tabla 8 se presentan los valores de ICso de la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica (Aiip)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 y al compuesto de referencia orlistat,

expresados como pg mL.

En primer lugar, el control EWPn no evidencidé Ay, en el rango de concentraciones evaluado (dato
no mostrado). Como se expone en la Tabla 8, la mayor Ay, entre todos los nanocomplejos evaluados fue
exhibida por EWPn—-TOM y EWPn-ORE, aunque en este caso EWPn—ORE present6 un valor de ICsg
significativamente menor (p<0,05) que EWPn—TOM (13,0 = 0,3 y 15,2 + 0,1 pg mL!, respectivamente).
Sin embargo, ambos valores de ICsy resultaron considerablemente mayores al valor obtenido para el
compuesto de referencia orlistat (0,08 + 0,01 pg mL"). Hasta el momento, no se ha reportado la capacidad
de inhibir lipasa pancredtica de TOM libre o encapsulado. Por su parte, Sayariy col. (2024) (275) evaluaron
la Aip, de diferentes extractos de Thymus vulgaris. El extracto mas efectivo para inhibir la enzima
(extraccidn con acetato de etilo) presentd un valor de ICsy de 803,8 ug mL!. Por otro lado, tampoco se ha
estudiado la capacidad de inhibir lipasa pancreatica de ORE libre o encapsulado. Ali-Shtayeh y col. (2018)
(276) obtuvieron AEs a partir de la especie Origanum syriacum bajo diferentes condiciones de crecimiento
y, posteriormente, evaluaron la Ay, de estos AEs, timol y carvacrol. Los autores informaron que el valor de
ICso de los AEs se encontrd entre 20,9 y 25,9 mg mL!. Ademas, los AEs presentaron menor ICso que timol
(31,44 mg mL") y menor o igual ICsy que carvacrol (25,46 mg mL™'). En todos los casos, los AEs
evidenciaron alto CR de timol (entre 25,10 y 57,60%) y carvacrol (entre 19,08 y 66,68%).

Al determinar la Ay, del nanocomplejo EWPn—LIM, se observd un valor de ICso de 55,1 £ 1,8 pg
mL-!, que result6 significativamente mayor (p<0,05) comparado con EWPn-TOM y EWPn-ORE. No se ha
reportado en la literatura la evaluacion in vitro de la capacidad inhibitoria de lipasa pancreatica por parte
de LIM, como tampoco la de extractos de Citrus limon o limoneno, en forma libre o encapsulada. Por su
parte, Abdul Razak y col. (2024) (277) compararon la capacidad inhibitoria de lipasa pancreatica de
extractos de hoja, cdscara y fruto de 5 especies del género Citrus (C. aurantifolia, C. grandis, C. hystrix,
C. medicay C. microcarpa). Los valores de porcentaje de inhibicion de la enzima se encontraron entre 5,59
y 62,57%, mientras que el compuesto de referencia orlistat present6 un valor de 84,75%. Ademas, Ortega
Pérez y col. (2022) (278) obtuvieron un extracto etandlico de hojas de Callistemon citrinus con alto CR de
limoneno. Al determinar la A, los autores informaron un valor de ICso de 392,00 ug mL-, el cual resulto

mayor que el valor presentado por el compuesto de referencia orlistat (35,10 pg mL1).

Por otro lado, el nanocomplejo EWPn—COM exhibié un valor de ICsy de 62,0 + 0,2 pg mL-! (Tabla
8). Hasta el momento, no se ha estudiado la capacidad inhibitoria de lipasa pancredtica in vitro de COM
libre o encapsulado. Sin embargo, Sellami y col. (2016) (156) determinaron los valores de porcentaje de
inhibicion de lipasa pancredtica de diferentes extractos de Cuminum cyminum, encontrando valores

comprendidos entre 37,07 y 50,37%.
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Finalmente, el nanocomplejo EWPn-CAN exhibi6 la menor Ay, (ICso de 68,8 + 1,8 ug mL!) entre
los nanocomplejos evaluados (Tabla 8). No se ha reportado en la literatura la evaluacion in vitro de la
capacidad inhibitoria de lipasa pancreatica de CAN, como tampoco la de extractos de Cinnamomum cassia
o trans-cinamaldehido, en forma libre o encapsulada. Sin embargo, existen algunos trabajos cientificos que
reportan este efecto para AEs y extractos de especies pertenecientes al género Cinnamomum. Wang y col.
(2023) (279) obtuvieron AEs a partir de la especie Cinnamomum burmannii utilizando diferentes métodos
de extraccion. Posteriormente, los autores evaluaron la Ay, de estos AEs e indicaron que los valores de ICsg
se encontraron entre 23,56 y 54,45 mg mL-!, mientras que el compuesto de referencia orlistat presentd un
valor de 0,72 mg mL!. Cabe sefialar que el componente principal de los AEs result6 el 1,8-cineol, en tanto
que trans-cinamaldehido presenté bajo CR. Por otro lado, Abeysekera y col. (2017) (280) informaron
valores de ICso de 297,57 y 301,09 pg mL! al evaluar la Ay, de extractos de Cinnamomum zeylanicum,
resultando considerablemente menos efectivos que el compuesto de referencia orlistat (ICso de 26,78 pg
mL!). En este caso, el compuesto trans-cinamaldehido resultd el componente principal de los extractos

evaluados.

A partir de estas determinaciones, podria concluirse que EWPn—TOM y EWPn—ORE resultarian ser
los nanocomplejos mas efectivos para inhibir enzimas relacionadas con DM2 (a-amilasa, a-glucosidasa y
lipasa pancredtica). Por el contrario, el nanocomplejo EWPn—CAN present6 la menor capacidad para

inhibir estas enzimas digestivas entre todos los nanocomplejos evaluados.

3.4.5. Actividad inhibitoria de lipooxigenasa de nanocomplejos EWPn—AE

La enzima LOX cataliza la biosintesis de leucotrienos a partir de 4cido araquidonico, y su
hiperactividad ha sido relacionada con diversas enfermedades inflamatorias, tumorales, isquémicas, entre
otras, y con DM (208). Las reacciones de oxidacion de acidos grasos poliinsaturados catalizadas por esta
enzima corresponden a uno de los varios procesos que generan ROS como subproducto. Se conoce que la
enzima LOX cumple una importante funcion regulando los niveles de ROS en la sefializacion
proinflamatoria, por lo que su inhibicion podria ser beneficiosa tanto para disminuir la respuesta

inflamatoria como para reducir los niveles de ROS asociados (281).

En la Tabla 8 se presentan los valores de ICso de la actividad inhibitoria de lipooxigenasa (Aiox)
correspondientes a los nanocomplejos EWPn—AE obtenidos a pH 11,4 y al compuesto de referencia

naproxeno, expresados como pg mL!.

En primer lugar, el control EWPn no evidencié Aiox en el rango de concentraciones evaluado (dato
no mostrado). Como se observa en la Tabla 8, la mayor Aix fue exhibida por los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn-ORE. Los valores de ICsy de ambos nanocomplejos (0,21 £ 0,04 ug mL! para
EWPn-TOMy 0,12 + 0,03 ug mL"!' para EWPn—ORE) resultaron significativamente menores (p<0,05) que
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el valor de ICsy del compuesto de referencia naproxeno (14,0 + 0,7 ug mL"). Algunos autores han
informado la capacidad de inhibir LOX de TOM y ORE libres (AEs no encapsulados). Entre ellos, Kamdem
y col. (2015) (282) hallaron un valor de ICso de 0,192 mg mL! al evaluar la Aj,x de TOM. Sin embargo,
dicha actividad resulté menor que la obtenida para el compuesto de referencia 4cido nordihidroguaiarético
(ANDG), el cual presentd un valor de ICso de 0,0007 mg mL'. A partir del analisis de la composicion
quimica, los autores informaron que el componente principal de TOM resulto timol (CR de 57,9%). En otro
trabajo cientifico, se informé que TOM evidencié mayor capacidad de inhibir LOX que ORE (90,24 y
82,92% de inhibicion, respectivamente), y ambos AEs presentaron menor capacidad que el compuesto de
referencia quercetina (92,39%) (283). Cabe mencionar que, a diferencia de lo expuesto en el presente
trabajo, carvacrol fue reportado como el componente principal de TOM y ORE (CR de 80,68 y 67,95%,
respectivamente). Por otro lado, no se ha reportado la encapsulacion de AEs de plantas de Thymus u
Origanum, extractos de tomillo u orégano, timol o carvacrol para la evaluacion in vitro de la capacidad

inhibitoria de LOX.

Como se expone en la Tabla 8, el nanocomplejo EWPn—CAN exhibio moderada Ajox, presentando
un valor de ICsp de 7,9 + 0,1 pg mL'. Al igual que EWPn—-TOM y EWPn-ORE, este nanocomplejo
evidencio una actividad inhibitoria significativamente mayor (p<0,05) a la del compuesto de referencia
naproxeno. Aunque la propiedad antiinflamatoria de Cinnamomum spp. se ha demostrado mediante
diferentes estudios in vivo, la capacidad de inhibir LOX (in vitro) de AEs o extractos (libres o encapsulados)
obtenidos a partir de Cinnamomum spp., o de trans-cinamaldehido (libre o encapsulado), no se ha reportado

hasta el momento (284).

Por otro lado, no fue posible obtener un valor de 1Cs para el nanocomplejo EWPn—LIM debido a su
baja Aix. Por este motivo, en la Tabla 8 se expone el valor de IC»s (concentracién de AE en pug mL-!
necesaria para inhibir el 25% de la actividad enzimatica) correspondiente al nanocomplejo EWPn—LIM,
resultando ser este de 20,2 + 0,7 pg mL™!. Algunos autores han estudiado la capacidad de inhibir LOX de
LIM libre (no encapsulado). Entre ellos, Hamdan y col. (2013) (285) informaron que LIM presentd
considerable Ajox (ICso de 32,05 pg mL'), aunque menor que la exhibida por el compuesto de referencia
ANDG (ICsp de 0,24 pg mL-"). Los autores atribuyeron el efecto inhibitorio al alto CR de limoneno
(52.73%), ya que este compuesto puro evidencio un valor de ICso de 13 pg mL-'. Ademas, Dongmo y col.
(2013) (286) evaluaron la Aix de LIM y AE de Citrus aurantifolia y observaron valores de ICso de 46,50 y
49.35 ppm, respectivamente. En este caso, el componente principal de los AEs resulté limoneno, con un
CR de 81,4% en LIM y de 52,0% en AE de Citrus aurantifolia. Ambos AEs presentaron menor A« que la
del compuesto de referencia ANDG (ICso de 0,70 ppm). Por otro lado, la capacidad de inhibir LOX in vitro

no se ha reportado para LIM, AE de Cifrus spp. o limoneno encapsulado en biopolimeros.

Finalmente, el nanocomplejo EWPn—COM no evidencié A bajo las concentraciones evaluadas en

el presente trabajo (Tabla 8). La actividad antiinflamatoria de COM ha sido evaluada mediante diversos
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ensayos tanto in vitro como in vivo. Hanafi y col. (2014) (165) determinaron la Ajx de COM y AE de
Coriandrum sativum y obtuvieron valores de ICso de 35,81 y 38,67 pug mL!, respectivamente. Ademas, los
autores compararon estas actividades con la del compuesto de referencia ANDG, el que presentd un valor
de ICso de 0,24 pg mL-!. Al analizar la composicién quimica de COM, se inform6 que el componente
principal result6 y-terpineno, el que presentd CR de 22,7% (valor similar al de COM evaluado en el presente
trabajo). Sin embargo, la capacidad inhibitoria de LOX in vitro de COM, extracto de Cuminum cyminum o

y-terpineno encapsulado en biopolimeros no ha sido estudiada hasta el momento.

A partir de estas determinaciones, podria concluirse que EWPn—TOM, EWPn—ORE y EWPn—CAN
resultaron ser los nanocomplejos mas efectivos para inhibir LOX, presentando incluso mayor A que el
compuesto de referencia naproxeno. Por ¢l contrario, ¢l nanocomplejo EWPn—LIM evidencid baja Aoy,
mientras que la actividad del nanocomplejo EWPn—COM no pudo ser determinada bajo las condiciones

experimentales del presente trabajo.

3.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 1

En el presente capitulo se abord¢ el desarrollo de EWPn para la encapsulacion de AEs con potencial
actividad antidiabética, y su posterior caracterizacion fisicoquimicay biologica. Los resultados alcanzados

permiten concluir lo siguiente, en funcion de los objetivos propuestos:

Caracterizacion de AEs: Mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, se
identificaron y cuantificaron en términos relativos los principales compuestos volatiles presentes en CAN,
COM, LIM, TOM y ORE. Se evidencio una marcada variabilidad en la composiciéon quimica entre ellos,
con predominancia de monoterpenos oxigenados, fenoles y aldehidos aromaticos, todos con actividad
biologica previamente demostrada. Esta caracterizacion permiti6 seleccionar AEs con perfiles quimicos

adecuados para aplicaciones funcionales, orientadas a la inhibicion de enzimas asociadas a la DM?2.

Formacion y caracterizacion de nanoparticulas proteicas que encapsulan AEs: Se lograron desarrollar
con éxito complejos nanoestructurados a partir de EWPn y diferentes AEs, obteniendo sistemas estables
con tamafios en el rango nanométrico, potencial { negativo y adecuada eficiencia de encapsulacion. La
interaccion EWPn—AE fue confirmada por espectroscopia de fluorescencia y se observo que algunos AEs
inducen modificaciones estructurales relevantes en la nanoparticula. En todos los casos, las nanoparticulas

actuaron como vehiculos eficaces para los AEs, protegiendo sus componentes bioactivos.

Evaluacion de la actividad bioldgica: La actividad inhibitoria de los nanocomplejos EWPn—AE fue
evaluada frente a cuatro enzimas clave en la fisiopatologia de la DM2 (a-amilasa, a-glucosidasa, lipasa
pancreatica) y en el estado inflamatorio asociado (LLOX). En general, los nanocomplejos exhibieron una
capacidad inhibitoria significativa, siendo el sistema EWPn—ORE uno de los mas destacados por su efecto

frente a todas las enzimas evaluadas. La encapsulacion permitié conservar la actividad bioldgica de los
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AEs, posiblemente por el aumento de la estabilidad. Estos resultados respaldan el potencial de las
nanoparticulas proteicas como vehiculos funcionales para modular respuestas enzimaticas relevantes en el

contexto metabdlico.

Por lo tanto, este capitulo demuestra la viabilidad tecnologica y funcional del uso de EWPn para
vehiculizar AEs con potencial actividad antidiabética. Se establece asi una base so6lida para futuras
investigaciones orientadas a la optimizacion de estos sistemas y su aplicacion en matrices alimentarias o

nutracéuticos.
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4.1. INTRODUCCION

4.1.1. Interacciones proteina-polisacarido

En solucion, dos o mas biopolimeros de diferente naturaleza quimica pueden asociarse mediante
diversas interacciones dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas y de las condiciones del medio. Las
fuerzas que gobiernan este comportamiento son principalmente de naturaleza electrostatica (atraccion y
repulsion), aunque también pueden ocurrir otras interacciones no covalentes tales como interacciones
hidrofobicas, de van der Waals y puentes de hidrogeno que estabilizan el sistema biopolimérico. La
comprension de estas interacciones resulta importante para el disefio de particulas destinadas a la

incorporacion de CBs (287).

La incorporacion de un PS puede conferir mayor estabilidad coloidal a un complejo proteina-ligando
y mayor proteccion a un CB frente a agentes externos. Esto se debe a la potencial capacidad de los PSs para
formar una cubierta protectora (o estructuras con caracteristicas funcionales interesantes) cuando
interaccionan con proteinas en solucion. En particular, las interacciones entre proteinas y PSs dependen de
sus propiedades fisicoquimicas (e.g., PM, densidad de carga, flexibilidad, etc.), de la relacion proteina:PS
en la solucién, de la concentracion total de biopolimeros y de las condiciones del medio (e.g., pH, fuerza
ionica, etc.) (34). Las interacciones electrostaticas se deben a la carga neta que presenta cada biopolimero
en las condiciones en que se produce la mezcla. Por un lado, las proteinas poseen grupos que confieren
carga tanto positiva (grupos amino) como negativa (grupos carboxilos) a la macromolécula. La carga neta
total de la proteina depende de su pl y del pH del medio. Es importante considerar que, aunque la carga
neta de una proteina sea cero en su pl, la macromolécula atin presenta regiones positivas y negativas en su
superficie y, por lo tanto, puede estar involucrada en interacciones electrostéticas atractivas y/o repulsivas.
Por su parte, la carga eléctrica de un PS depende de la naturaleza de los grupos idnicos a lo largo de su
cadena polimérica, como también de las condiciones de la solucion acuosa. Algunos PSs son neutros (e.g.,
almidon, celulosa, etc.), otros anidnicos (e.g., alginato, carrageninas, goma arabiga, etc.) y otros cationicos
(quitosano). La magnitud de la carga eléctrica de los PSs idnicos varia con el pH en relacion con el pKa de
los grupos cargados. L.os PSs anidnicos tienden a ser neutros a valores de pH suficientemente menores al
pKa, pero negativos cuando el pH se encuentra por encima. Los grupos funcionales cargados que se
encuentran con mayor frecuencia en PSs son los grupos sulfato (pKa cercano a 2), grupos carboxilo (pKa
cercano a 3,5) y grupos amino (pKa cercano a 6,5). Ademas, la carga eléctrica de los PSs puede ser alterada
en presencia de otras especies en solucion, como iones monovalentes o divalentes que se unen a grupos con

carga opuesta (16).

La presencia de una proteina y un PS en solucion puede derivar en un sistema de una o dos fases,
segun las propiedades fisicoquimicas de los biopolimeros y las condiciones del medio acuoso. En una
mezcla de proteina y PS anidnico existe un rango de pH (valores mayores al pl) en el que ambos

biopolimeros poseen carga negativa, lo que conduce principalmente a interacciones repulsivas
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promoviendo la cosolubilidad y/o la incompatibilidad termodindmica, dependiendo de la concentracion
(Fig. 8). Cuando la concentracion total de biopolimeros es baja se produce la cosolubilidad. En este caso,
el sistema presenta una sola fase, con biopolimeros distribuidos homogéneamente en la solucion. Por otro
lado, la incompatibilidad termodinamica ocurre cuando la concentracion total de biopolimeros es elevada.
Bajo esta condicion, el sistema presenta dos fases, cada una de ellas rica en uno de los biopolimeros
(separacion de fases segregativa). Generalmente, el fundamento molecular de este efecto es la exclusion
estérica (43). Por otro lado, cuando el pH se encuentra levemente por debajo del pl de la proteina se forman
complejos solubles, ya que la carga neta positiva que adquiere la proteina permite la atraccion electrostatica
entre los biopolimeros (Fig. 8). De este modo, el sistema presenta una sola fase con complejos distribuidos
homogéneamente en la solucion y la solubilidad se debe al exceso de cargas en estos complejos. Ademas,
un exceso de PS favorece la solubilidad y estabilidad de estos complejos debido a que las cargas negativas
predominantes provocan repulsion electrostatica entre ellos e impiden la precipitacion isoeléctrica de la
proteina. Sin embargo, cuando el valor del pH es considerablemente menor respecto al valor del pl de la
proteina, la carga neta de los complejos se aproxima a la neutralidad, lo que se traduce en un fendmeno de
agregacion y sedimentacion. En consecuencia, se obtiene un sistema de dos fases (separacion de fases
asociativa), siendo una de ellas rica en ambos biopolimeros (fase continua) y la otra mayormente
enriquecida en solvente acuoso (fase de equilibrio). Dicho fendmeno se denomina coacervacion compleja

y los agregados formados se denominan coacervados complejos (Fig. 8) (43).
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Figura 8. Representacion esquematica de las interacciones posibles entre dos biopolimeros en solucién acuosa (Figura

modificada de Matalanis y col. (2011) (43)).

Los sistemas proteina-PS exhiben varias propiedades interesantes para su aplicacion en alimentos,
tales como actividad superficial para estabilizar interfaces aire-agua o aceite-agua, propiedades espesantes
y gelificantes y, ademads, presentan capacidad para encapsular diversos CBs. La gran variedad de proteinas
y PSs naturales ampliamente disponibles y de bajo costo permite el disefio de particulas biopoliméricas
destinadas especificamente a la liberacion controlada de CBs, que puede ser facilitada por procesos
mecanicos, variaciones de pH (condiciones de acidez en el estomago y de neutralidad en el intestino) o
accion enzimatica. Sin embargo, es importante sefialar que los complejos electrostaticos pueden ser
sensibles al pH, a la fuerza idnica y a los cambios de temperatura, lo que puede causar fenomenos de
disociacion o agregacion no deseados. Ademas, estos complejos no son adecuados para la obtencion de
particulas transparentes. Esto se debe al elevado PM de los biopolimeros involucrados, lo que implica que

los complejos formados generen una gran dispersion de luz (43).

A partir de lo expuesto, es posible obtener coacervados complejos compuestos por una proteina y un
PS controlando las fuerzas atractivas que ocurren entre estos biopolimeros. Para ello, se debe considerar

que el pH de la solucion es critico en la formacion de estas estructuras y que las cargas superficiales de
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ambas macromoléculas se pueden modular controlando este parametro (Fig. 9). Inicialmente, los
coacervados se presentan como pequeiias gotas ricas en biopolimeros suspendidas en la fase acuosa, pero
son muy propensas a la coalescencia debido a su baja carga neta y el sistema tiende a la separacion de fases
asociativas. Si el pH se reduce lo suficiente, los biopolimeros se empaquetan tan estrechamente formando
estructuras de gran tamafio que finalmente precipitan. Por tltimo, si el pH se encuentra muy por debajo del
valor de pKa del PS anidnico, no se produce formacion de complejos debido a la disminucion de carga del

PS (288).
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Figura 9. Representacion esquematica del mecanismo para producir coacervados complejos proteina-polisacarido en

términos del pH del medio (Figura modificada de Zhang y col. (2024) (288)).
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En un trabajo cientifico, Sponton y col. (2017) (169) desarrollaron nanoparticulas de OVA y pectina
de alto metoxilo (PAM) con el objetivo de estudiar diferentes relaciones proteina:PS. Los autores
propusieron que PAM se puede unir a OVA mediante interacciones electrostaticas formando una cubierta
protectora a su alrededor. Para determinar la concentracion de PS suficiente para recubrir completamente
la superficie de la proteina, llevaron a cabo un estudio de potencial { en funcion del pH correspondiente a
nanoparticulas de OVA, PAM vy distintas relaciones nanoparticula de OVA:PAM. A partir de las curvas
obtenidas se pudo calcular el pl de las nanoparticulas, el cual evidencié un valor de 4,73, y se observd que
PAM present6 carga negativa en todo el rango de pH evaluado. Por otro lado, la relacion masica
nanoparticula de OVA:PAM 3.3:1 exhibi6 una curva de potencial { en la cual se observo la presencia de
carga positiva (correspondiente a grupos cargados positivamente en la proteina) en ciertos valores de pH.
Esto indic que la concentracion de PAM no fue suficiente para cubrir la superficie de la nanoparticula en
su totalidad. Finalmente, la neutralizacion total de los grupos positivos ocurrié cuando la relacion masica
nanoparticula de OVA:PAM fue 1:1 y 2:1. Debido a que la relacion 2:1 se corresponde con una mayor
cantidad de nanoparticula de OVA (y, por lo tanto, mayor capacidad de carga del CB), fue seleccionada por

los autores para continuar con los analisis.

4.1.1.1. Caracteristicas generales de las pectinas

Las pectinas pertenecen a la familia de PSs presentes en la pared celular primaria y en la lamela
media de plantas vasculares. Son importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas ya que tienen
un fuerte impacto sobre la integridad y rigidez de los tejidos vegetales. Ademas, estan involucradas en el
transporte de iones, definen la porosidad de las paredes celulares e influyen en la activacion del sistema
inmunitario de las plantas. Las numerosas funciones de las diversas pectinas dependen de su estructura y
concentracion en la pared celular, y esto es muy variable debido a modificaciones quimicas y enzimaticas
que se producen durante el crecimiento, maduracion y, posteriormente, durante el almacenamiento y

procesamiento de cada parte de la planta (289).

Debido a que se clasifican como sustancias GRAS y presentan propiedades gelificantes y
emulsionantes, las pectinas son ampliamente utilizadas en la industria alimenticia para la produccion de
jaleas, confituras, mermeladas, jugos frutales, etc. Es importante sefialar que, como constituyentes
esenciales de la fibra dietética soluble, presentan numerosos beneficios para la salud (e.g., contribuyen al
control del nivel de colesterol en sangre, unen metales pesados contaminantes, presentan actividad

antitumoral, etc.) (289).

Aunque la mayoria de las plantas contienen pectina, cerca del 85% se extrac de las cascaras de
citricos y de la pulpa de manzana debido a su alto contenido (entre 18 y 30%) y a la elevada disponibilidad
y bajo costo de estos residuos industriales. Entre los diversos métodos de extraccion, el mas empleado

consiste en convertir la pectina insoluble presente en las células (protopectina) en su forma soluble a través
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del calentamiento en medio acido. Dependiendo de la fuente y el método de separacion, el PM del PS puede

encontrarse entre 60 y 130 kDa (290).

Las pectinas empleadas como aditivos alimentarios son heteropolisacaridos anidnicos que contienen
al menos 17 monosacdridos diferentes. En su estructura basica, un 65% m/m corresponde a unidades de
acido galacturdnico, el cual puede estar presente como 4acido libre (sal de Na*, K*, Ca™ o NH4"), metil éster
(esterificado naturalmente con metanol) o conteniendo grupos amida (pectinas aminadas). Sin embargo,
este porcentaje varia segun la metodologia de extraccion, el material vegetal, el estadio de desarrollo
fisioldgico, etc. De modo general, la cadena lineal del PS presenta monomeros de acido galacturonico
unidos entre si por enlaces al-4, a la cual se unen residuos de azicares neutros como la L-arabinosa,
D-galactosa, [.-ramnosa, D-xilosa, entre otros (Fig. 10) (291). Dado que las pectinas comerciales
pertenecen a un grupo heterogéneo, son clasificadas en funcion del grado de metil-esterificacion o
metoxilacion de las unidades de acido galacturonico. El grado de metoxilacion es un porcentaje que expresa
la relacion molar de grupos carboxilo metil-esterificados presentes sobre la cantidad total de unidades de
acido galacturdonico (en forma libre y sustituida). Asi, pectinas con valores de grado de metoxilacion por
debajo del 50% se clasifican como pectinas de bajo metoxilo, mientras que aquellas que presentan valores
mayores al 50% se clasifican como pectinas de alto metoxilo. Este parametro tiene relacion directa con la
capacidad gelificante y emulsionante del PS, y puede ser determinado mediante técnicas espectroscopicas

(291).
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Figura 10. Unidades de acido galacturdnico encontradas en pectinas (Figura modificada de Chan y col. (2017) (291)).
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4.1.1.2. Aceites esenciales encapsulados en coacervados complejos

La coacervacion compleja es una de las técnicas mas empleadas para la encapsulacion de CBs en
general. Corresponde a un método relativamente simple y econémico que puede dividirse en 4 etapas: (i)
suspension del “nucleo” biopolimérico en fase liquida, (ii) suspension de la “cubierta” biopolimérica en
fase liquida, (iii) deposicion electrostatica de la cubierta alrededor del nucleo, y (iv) gelificacion y
solidificacion de la capsula obtenida (etapa opcional). Los coacervados complejos formados de este modo
son resistentes a las altas temperaturas y, en general, evidencian elevada EE y permiten la liberacion

controlada del CB (292).

Como se mencion6 previamente, la implementacion de AEs en la industria encuentra limitaciones
tecnologicas debido a su elevada volatilidad, baja solubilidad acuosa, susceptibilidad frente al oxigeno, luz
UV vy altas temperaturas, interacciones con otros componentes, impacto negativo en la aceptabilidad
sensorial, etc. (95). A partir de esta problemadtica, se ha sugerido en numerosos trabajos cientificos la
encapsulacion de AEs en coacervados complejos como una promisoria estrategia que permita el
aprovechamiento de estos CBs. En un estudio, Manaf'y col. (2018) (293) encapsularon AE de citronela en
coacervados complejos de gelatinay goma ardbiga (relacion masica 1:1). Mediante este método, fue posible
obtener capsulas de forma esférica y superficie lisa. Ademas, se alcanzé una EE de aproximadamente 94%
y se observd que la liberacion del AE desde el interior de las capsulas ocurrié a través de difusion pasiva.
Por otro lado, Muhoza y col. (2019) (294) utilizaron gelatina y PAM en una relacién masica 3:1 y acido
tanico como agente de entrecruzamiento para obtener coacervados complejos. Las microcapsulas formadas
de este modo fueron capaces de incorporar AE de menta, presentando una EE de 75%. Adicionalmente, los
autores indicaron que los coacervados mejoraron significativamente las propiedades térmicas del AE. En
otro trabajo, se encapsuld AE de jengibre en coacervados complejos formados por aislado de proteina de
suero y goma arabiga presentes en una relacion masica 3:1 (295). Los autores sefialaron que la
incorporacion del AE en las microparticulas no implico la formacion de enlaces covalentes, lo que sugiere
que los CBs son encapsulados en los coacervados por medio de interacciones fisicas. Ademads, indicaron
que la eficiencia de entrampamiento, definida como el porcentaje de AE encapsulado en los coacervados
respecto de la cantidad de AE total, resultdé 55%. Por ultimo, se observo que los coacervados obtenidos
fueron capaces de proteger a los CBs de la degradacion térmica. Por su parte, Hernandez Nava y col. (2020)
(244) encapsularon ORE mediante el método de coacervacion compleja utilizando dos sistemas diferentes.
En primer lugar, se obtuvieron coacervados de gelatina y mucilago de chia en una relacion masica 2:1 y
Tween 80 como agente emulsionante, los cuales fueron comparados con coacervados de gelatina y goma
arabiga en una relacion masica 1:1 y el mismo agente emulsionante. Mediante microscopia Optica, fue
posible observar estructuras aglomeradas junto a capsulas individuales para ambos sistemas. Ademas, los
autores reportaron que la EE de los coacervados se encontré entre 76 y 92%, aproximadamente. Finalmente,
Qiuy col. (2022) (296) desarrollaron coacervados complejos utilizando aislado de proteina de frijol mungo

y pectina de cascara de damasco. Las condiciones Optimas para la formacion del coacervado complejo
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fueron pH 4,1 y relacion masica de biopolimeros 4:1 (proteina:PS). Los autores indicaron que el coacervado
disefiado fue capaz de incorporar AE de rosa con una EE cercana a 90%. Adicionalmente, sefialaron que
las interacciones involucradas en la asociacion de los biopolimeros fueron de tipo electrostaticas, mientras
que entre los materiales de la cubierta (proteina y PS) y el nucleo (AE) se observd la formacion de puentes
de hidrégeno. Por tltimo, el AE de rosa encapsulado en el coacervado exhibié mayor estabilidad térmica

que el AE en forma libre.

4.1.2. Meétodos in vitro basados en cultivos celulares para la evaluacion de la actividad
antidiabética

Como se menciond previamente, el potencial antidiabético de un CB puede evaluarse a través de
diferentes modelos in vitro. Sin embargo, algunos de ellos utilizan reactivos sintéticos o involucran
reacciones quimicas demasiado simplificadas, por lo que no reflejan completamente el efecto de un CB
sobre el organismo, mas aun si dicho compuesto se encuentra incorporado en un sistema biopolimérico. El
avance continuo en el disefio de modelos in vitro basados en cultivos celulares permite obtener informacion
cada vez mas exhaustiva de los mecanismos de accion especificos y evaluar la citotoxicidad de CBs sin
recurrir a modelos animales y ensayos clinicos que implican elevados costos y la aprobacion ética de los

protocolos (297).

Para la implementacion de técnicas basadas en cultivos celulares se obtienen lineas celulares a partir
de una unica célula, la cual es clonada en condiciones controladas. Esto asegura la homogeneidad de las
poblaciones de células que seran empleadas en los ensayos, eliminando factores aleatorios genéticos o
ambientales. En cada subcultivo, las muestras replicadas son idénticas entre si y las caracteristicas de la
linea pueden perpetuarse por varias generaciones, o incluso indefinidamente si la linea celular se almacena
en nitrogeno liquido. Asi, se pueden analizar numerosas variables y obtener una gran cantidad de réplicas
de forma relativamente econdémica. Con respecto a los factores ambientales, el cultivo de células permite
controlar el entorno fisicoquimico (e.g., pH, temperatura, presion osmdtica, tension de O, y COa, etc.) y
condiciones fisioldgicas como la concentracion de hormonas y nutrientes especificos. De este modo, los
datos obtenidos presentan altos niveles de confiabilidad, reproducibilidad y consistencia que no pueden
alcanzarse cuando se estudian 6rganos u organismos (297). Por otro lado, los métodos in vitro basados en
cultivos celulares permiten la seleccion de lineas humanas. Esto es particularmente importante cuando se
desea evaluar la actividad antidiabética de un CB, ya que el desarrollo de esta patologia presenta leves o

importantes diferencias entre especies (298).

Las técnicas basadas en cultivos celulares deben llevarse a cabo bajo estrictas condiciones que
implican un elevado nivel de destreza e interpretacion por parte del operador para reconocer los diferentes
desafios que puedan surgir y actuar en consecuencia. Ademads, la contaminacién causada por bacterias,

hongos, virus, micoplasmas, contaminantes quimicos, entre otros agentes, es un problema recurrente en el
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cultivo de células que puede conducir a cambios en la morfologia, velocidad de crecimiento y fenotipo,
generar mutaciones o culminar en la destruccion total del cultivo. Este gran inconveniente puede evitarse
si el operador posee una sélida capacitacion y amplia experiencia en los procedimientos involucrados que
le permita implementar buenas practicas de cultivo (299). Por su parte, en la desdiferenciacion celular se
pierden las propiedades diferenciadas dificultando la relacion entre las células cultivadas y las células
funcionales provenientes de un 6rgano o tejido. Cuando esto ocurre, se pierden las interacciones celulares
especificas de la histologia del tejido. La disociacion de las células a partir de una geometria tridimensional
para su propagacion en un sustrato bidimensional induce la mayoria de las diferencias observadas en el
comportamiento celular entre células cultivadas y sus equivalentes formando parte de un érgano o tejido.
Ademas, un cultivo celular carece de varios componentes sistémicos involucrados en la regulacion
homeostatica in vivo, lo que ha conducido a la incorporacion de diferentes hormonas en los medios de
cultivo. Finalmente, la baja tensién de O» debido a la ausencia de su transportador (hemoglobina) resulta
en un metabolismo energético in vitro producido principalmente por glucélisis. Aunque el ciclo del acido
citrico continua siendo funcional en células cultivadas, juega un papel menor respecto al que se observa in
vivo. A pesar de estas limitaciones, un importante numero de vias especificas y funciones especializadas
son expresadas también en cultivo, lo que convierte a los métodos in vitro basados en cultivos celulares en

valiosas herramientas para su estudio (300).

Todos los métodos in vitro basados en cultivos celulares requieren la evaluacion previa de la
viabilidad celular o citotoxicidad, fundamental para establecer las condiciones de cultivo y corroborar que
la concentracion de CB propuesta para dicho ensayo no sea citotoxica. Las pruebas de viabilidad celular
indican la fraccion de células funcionales y metabolicamente activas con respecto a una poblacion inicial,
mientras que los ensayos de citotoxicidad determinan la fraccion de células muertas (ya sea por apoptosis
0 necrosis) con respecto a una poblacion inicial. Existe un gran numero de ensayos de viabilidad celular y
citotoxicidad reportado en la literatura que comprenden simples técnicas colorimétricas o andlisis
complejos de células individuales. Con el objetivo de estimar la cantidad de células viables luego de ser
enfrentadas a un CB, se han desarrollado ensayos de viabilidad celular que incluyen diversas metodologias
con diferentes enfoques, tales como exclusion de colorantes, evaluacion de actividad metabdlica, ensayos
de actividad enzimatica, determinacion de produccién de ATP, pruebas con sustratos especificos de

proteasas, evaluacion de la permeabilidad de las membranas, etc. (301).

Los ensayos con sales de tetrazolio permiten evaluar la viabilidad, actividad y proliferacion celular.
Estos procesos se basan en la reduccion enzimatica de un colorante de tetrazolio mediante enzimas
deshidrogenasas localizadas en las mitocondrias y el citoplasma. Una de las pruebas con sales de tetrazolio
mas empleadas cuando se desea analizar la viabilidad celular y la citotoxicidad de CBs es el ensayo MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro). EIl MTT es un compuesto de color amarillo que
exhibe solubilidad en aguay es capaz de ser internalizado por células viables, donde es transformado en un

compuesto de color azul-violeta insoluble en agua denominado formazan. La posterior disolucion de este
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compuesto en dimetilsulfoxido (DMSO) permite su cuantificacion mediante espectroscopia, la cual se
correlaciona directamente con la actividad enzimatica y es directamente proporcional al numero de células
viables. Una mayor intensidad de color azul-violeta se corresponde con un mayor nivel de viabilidad
celular, mientras que la disminucion de la intensidad indica un menor nimero de células viables y la
existencia de efecto citotdxico. El ensayo MTT es simple, implica el empleo de una sal de bajo costo, puede

realizarse en cultivos en suspension o monocapa y otorga resultados rapidos y reproducibles (301).

Existen numerosas lineas celulares que pueden emplearse para analizar el potencial antidiabético de
un CB, entre las cuales se debe seleccionar la més adecuada dependiendo del mecanismo de accion que se
desea evaluar. Como se menciond previamente, pancreas, higado, musculo e intestino son los érganos
afectados directamente en esta patologia, mientras que el tejido adiposo juega un papel clave en la
sefializacion de la insulina. Por lo tanto, las células pancreaticas, hepatocitos, miocitos, enterocitos y
adipocitos son principalmente utilizados para determinar la actividad antidiabética de un CB (298). En un
estudio, Semaany col. (2018) (302) evaluaron el potencial antidiabético de extractos de Allophylus cominia
a través de la determinacion de la capacidad de absorcion de glucosa utilizando las lineas celulares de
carcinoma hepatocelular humano HepG2, fibroblastos embrionarios y adipocitos diferenciados de raton
3T3-L1 y musculo esquelético de rata 6. Los autores reportaron que las células incrementaron su
capacidad de absorcion de glucosa al ser tratadas con estos extractos, sugiriendo que los CBs presentes
favorecerian la homeostasis de la glucosa mediante la disminucion del nivel de glucosa en sangre. Por otro
lado, el retardo de la absorcion de glucosa intestinal representa otro enfoque a través del cual es posible
modular la hiperglucemia posprandial (303). En este sentido, Schreck y Melzig (2021) (304) analizaron el
efecto de extractos de diversas especies de plantas sobre la capacidad de absorcion de glucosa utilizando la
linea celular epitelial de carcinoma de colon humano Caco-2. A partir de estas determinaciones, los autores
pudieron confirmar la actividad antidiabética de la mayoria de los extractos evaluados, ya que fueron
capaces de inhibir entre un 40 y 80% la absorcion de glucosa. Uno de los posibles mecanismos de accion
relacionado con el retardo del transporte de glucosa desde el lumen intestinal hacia el torrente sanguineo
corresponde a la inhibicion de la expresion de genes que codifican para los transportadores SGLT1 y
GLUT?2 presentes en la membrana basolateral de los enterocitos. En un trabajo reciente, Liu y col. (2023)
(305) determinaron el nivel relativo de transcripcion de los genes que codifican para SGLT1 y GLUT2
empleando la linea celular Caco-2, luego de que estas células intestinales sean tratadas con un extracto de
Cinnamomum cassia. 1os autores indicaron una marcada disminucion de la expresion génica de estos
transportadores de glucosa en las células cultivadas en presencia del extracto frente a las células control,
confirmando el efecto hipoglucemiante de los compuestos presentes en dicho extracto. Por otro lado, Kadan
y col. (2016) (306) utilizaron la linea celular de musculo esquelético de rata [.6 para evaluar la translocacion
de la proteina transportadora GLUT4 hacia la membrana plasmatica luego de que las células sean
enfrentadas a extractos de albahaca. Considerando que la translocacion de GLUT4 en miocitos es un

importante mecanismo de la insulina para mantener la homeostasis de la glucosa, un aumento de esta
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proteina transportadora en la membrana plasmatica sugiere que las células incrementan la sensibilidad a la
insulina. En otro trabajo, se analizo el potencial antidiabético de AEs obtenidos a partir de las especies
Pinus nigra'y Pinus radiata, y de los CBs a-pineno, f-pineno y eucaliptol, evaluando el nivel de expresion
del gen que codifica para GLUT4 en una linea celular de mioblastos de musculo esquelético de ratén C2C12

(307).

Los CBs también pueden manifestar actividad antidiabética sobre un organismo aumentando la
secrecion de insulina por parte de las células B pancredticas. Al respecto, Sriramavaratharajan y col. (2022)
(308) utilizaron una linea celular de insulinoma de raton MING6 para analizar su capacidad de secrecion de
insulina en respuesta a una alta concentracion de glucosa al ser tratadas con una nanoemulsion preparada
con Tween 80, propilenglicol y lecitina de soja conteniendo AE de Cinnamomum travancoricum. Los
autores informaron un aumento considerable de la secrecion de la hormona en las células tratadas frente a

las células control, confirmando el potencial antidiabético de los CBs presentes en el AE.

4.1.2.1. Expresion génica de SGLTI y GLUT2 en células Caco-2

La linea celular Caco-2 es una de las mas empleadas en el estudio del efecto antidiabético de CBs ya
que representa el modelo in vitro mas realista del epitelio intestinal humano. Las células Caco-2 son células
epiteliales originadas a partir de adenocarcinoma de colon humano que se diferencian espontaneamente (es
decir, sin la necesidad de suplementar el medio con factores de diferenciacion) desarrollando un fenotipo
similar al de los enterocitos cuando son cultivadas durante 2 semanas (18,304,309). Luego de la
diferenciacion, estas células cultivadas en monocapa presentan morfologia polarizada, uniones estrechas y
microvellosidades en la membrana apical. Ademas, expresan diferentes enzimas digestivas, enzimas
involucradas en el metabolismo de medicamentos y proteinas transportadoras de membrana. Por otro lado,
los coeficientes de permeabilidad en cultivos monocapa de Caco-2 son comparables con los valores de
permeabilidad del intestino humano (310). Sin embargo, cuando se emplean cultivos de células Caco-2
deben considerarse algunas limitaciones del modelo. En primer lugar, estas células no son capaces de
diferenciarse en todos los tipos de células que estdn comtinmente presentes en el epitelio intestinal de un
organismo, como las células caliciformes que secretan moco. Por otro lado, las células Caco-2 exhiben
considerable heterogeneidad, generando subpoblaciones celulares en funcion del numero de pasajes, del

medio utilizado y de la composicidn sérica en el cultivo (310).

Particularmente, las células Caco-2 son empleadas para determinar el potencial antidiabético de un
CB através de ensayos de absorcion de glucosa 'y de expresion de SGLT1 y de transportadores de la familia
GLUT involucrados en la difusion facilitada de glucosa (GLUT2 y GLUTSY). Los co-transportadores de
sodio y glucosa (SGLT, por sus siglas en inglés Sodium Glucose Linked Transporters) pertenecen a una
amplia familia de transportadores de solutos presentes en la membrana plasmatica denominada SLC. En

particular, este tipo de transportadores requiere la presencia de iones Na* para permitir la captacion de
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moléculas de glucosa por parte de la célula. Inicialmente, la union de dos iones Na* en la parte exterior de
la proteina transportadora provoca un cambio conformacional en dicha proteina a partir del cual una
molécula de glucosa es capaz de unirse al sitio correspondiente. Luego de que la glucosa se une al
transportador, la proteina experimenta un nuevo cambio conformacional mediante el cual se produce el
ingreso de dos iones Na* y una molécula de glucosa a la célula al mismo tiempo y en contra del gradiente
de concentracion. Ademas de glucosa, los SGLT son capaces de transportar galactosa, fructosa y urea, entre
otros solutos (50). Tanto SGLT1 como SGLT2 estan estrechamente asociados a DM2 debido a su rol en el
proceso de absorcion de glucosa. Sin embargo, SGLT1 se encuentra principalmente en la membrana apical
de los enterocitos y esta involucrado en la absorcion de glucosa luego de la digestion de los carbohidratos
ingeridos, mientras que SGLT2 se encuentra principalmente en el rifion, mas precisamente en el tibulo
proximal de los nefrones, y cumple un rol fundamental en el proceso de reabsorcion de glucosa (311). Por
otro lado, los transportadores GLUT son glicoproteinas que, al igual que los SGLT, pertenecen a la familia
SL.C. Se encuentran en la membrana plasmatica de una gran variedad de células y son capaces de transportar
glucosa, galactosa, fructosa y manosa, entre otros solutos, mediante difusion facilitada. Hasta el momento
se han identificado 14 transportadores GLUT, los cuales cumplen funciones importantes en la disminucion
de la hiperglucemia a través de diferentes mecanismos segun el tejido en el cual se expresan. Entre ellos,
los transportadores que estan mas asociados al desarrollo de DM2 son GLUT2 y GLUT4, ya que estan
involucrados en el proceso de homeostasis de la glucosa. El transportador GLUT2 se encuentra
principalmente en la membrana basolateral de los enterocitos y transporta moléculas de glucosa desde el
interior de la célula hacia el sistema porta, mientras que GLUT4 se expresa principalmente en miocitos y

adipocitos donde cumplen la funcion de transportar moléculas de glucosa hacia el interior de la célula (50).

El transportador SGLT1 es una proteina de alta afinidad, baja capacidad y transporte activo, mientras
que el transportador GLUT2 es una proteina de baja afinidad, alta capacidad y transporte facilitado. Se ha
observado que cuando la concentracion de glucosa luminal es lo suficientemente elevada, el transportador
SGLT1 expresado en enterocitos se satura y GLUT2 puede ser translocado desde vesiculas citosolicas
preformadas hacia la membrana apical de la célula intestinal, incrementando la capacidad de absorcion de
glucosay promoviendo la hiperglucemia. A su vez, la Rl en DM2 puede conducir a que dicha translocacion

se encuentre menos regulada, aumentando atin mas la cantidad de GLUT2 en la membrana apical (50).

Cuando se propone el empleo de células Caco-2 para analizar la expresion de SGLT1 y GLUT?2 se
deben considerar ciertas diferencias entre el modelo y lo que ocurre en los enterocitos. Generalmente, la
expresion de SGLT1 en Caco-2 es menor respecto a la expresion en enterocitos humanos, y esta diferencia
es mas o menos significativa dependiendo de la sublinea clonal. Por otro lado, la glucosa no es capaz de
inducir la translocacion de proteinas transportadoras desde el interior de la célula Caco-2 hacia su
membrana apical como ocurre en los enterocitos. Finalmente, algunos fenoémenos relacionados con la

sefializacion de insulina que ocurren naturalmente en enterocitos no son observados en células Caco-2

(310).
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4.1.3.  Digestion gastrointestinal in vitro de coacervados complejos

La digestion es un proceso complejo mediante el cual, luego de la ingesta de un alimento, se
proporcionan nutrientes al organismo y se liberan moléculas en el TGl que pueden tener efectos
beneficiosos o perjudiciales para la salud. Comprender el destino de los alimentos en el TGI es importante,
no sélo para conocer su efecto sobre la salud, sino también para disefiar sistemas de encapsulacion que
potencien los efectos beneficiosos de los diferentes CBs. El destino de los alimentos en el TGI puede
estudiarse utilizando varios métodos o modelos, incluyendo modelos in vitro estaticos o dindmicos, diversos

cultivos celulares, modelos ex vivo, modelos animales y ensayos clinicos (312,313).

Dentro de los modelos de digestion gastrointestinal in vitro se encuentran los de tipo estatico y
dindmico. Los métodos estaticos comprenden las técnicas mas simples e incluyen dos o tres pasos de
digestion (oral, gastrica e intestinal) cuyos productos permanecen en gran medida inmoviles en un solo
biorreactor estatico. Estos métodos simulan un nimero limitado de parametros de digestion fisioldgica. Son
muy utilizados, pero se llevan a cabo siguiendo protocolos que difieren unos de otros en las condiciones
experimentales (e.g., pH, duracion de los diferentes pasos, cantidad de enzimas digestivas y bilis, etc.)
haciendo imposible la comparacion de resultados entre estudios (312). Por tal motivo, a través de la red
internacional COST Action Infogest se ha propuesto un protocolo de consenso que permite estandarizar la
metodologia y obtener resultados comparables con otros trabajos (314). Los modelos estiticos son
particularmente ttiles cuando se desea evaluar la digestion en pasos especificos, pero proporcionan
informacion limitada en cuanto al proceso de digestion total, donde es necesario incluir la fermentacion
colonica. De este modo, los métodos estaticos se pueden emplear para evaluar la influencia de las
condiciones de digestion y para estudiar el efecto positivo o negativo de la estructura, composicion y
procesamiento de alimentos sobre la bioaccesibilidad de nutrientes y CBs, a fin de establecer el valor
nutricional de los alimentos y mejorar su formulacion o disefio. En general, los modelos estaticos se utilizan
para estudios de digestion en alimentos simples e ingredientes aislados o purificados. Son métodos
relativamente reproducibles, rapidos, simples y econdmicos. Sin embargo, a pesar de su potencial y su
amplia aplicabilidad, ninguno de los modelos estaticos reproduce el entorno dindmico del TGI. En primer
lugar, carecen de la barrera mucosa compleja con todos sus procesos reguladores, de la complejidad de los
movimientos peristalticos, del vaciado géstrico, de los cambios continuos en el pH y las tasas de flujo de
secrecion, de los efectos de la microflora intestinal y del metabolismo hepatico. Ademas, tanto las enzimas

como las SB se agregan al inicio y permanecen constantes durante todo el experimento (313).

Debido a las limitaciones de los modelos estaticos, se han desarrollado modelos in vitro de digestion
dindmicos. En ellos, las condiciones dentro de los diferentes compartimentos cambian con el tiempo para
simular los procesos de digestion que ocurren in vivo. L.os modelos de digestion dindmicos generalmente
poseen varias secreciones digestivas diferentes que se agregan a los compartimentos del modelo a lo largo
del tiempo. Esta adicion puede seguir una velocidad de secrecion constante, seguir un patrén

preprogramado permitiendo que la velocidad cambie con el tiempo o programarse para cambiar en
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respuesta a otros parametros, como ¢l volumen de llenado. En los modelos dinamicos, es posible controlar
el pH en tiempo real para adecuar la velocidad de adicion de HCI, permitiendo que la acidificacion del
alimento dentro del compartimento gastrico siga una curva predeterminada. Cuando estos métodos
incorporan un paso duodenal, el pH del quimo se neutraliza en dicha etapa mediante la adicion controlada
de solucion de bicarbonato de sodio, y se agregan secreciones biliares y pancredticas. Ademas, los
compartimentos intentan imitar las diferentes formas, tamafios y orientaciones de los 6rganos del TGI
humano. Finalmente, los alimentos son sometidos a diferentes fuerzas fisicas, como también a la presion
ejercida por los movimientos peristalticos en el estdmago ¢ intestino. Asi, la geometria de algunos modelos
dindmicos ha sido disefiada de tal manera que simule estas fuerzas fisicas (315). Existen diversos modelos
de digestion dinamicos, los cuales se clasifican en mono o multicompartimentados. Entre ellos, los mas
utilizados son el modelo gastrico dinamico, el simulador gastrico humano, el modelo gastrointestinal TNO,
el sistema DIDGI y el sistema SHIME. Cada sistema presenta estructuras, mecanismos y limitaciones
propias del método, con ventajas y desventajas a partir de las cuales es posible seleccionar sus principales
aplicaciones. Es importante remarcar que ninguno de los modelos dindmicos desarrollados hasta el
momento ha logrado imitar en su totalidad los procesos que ocurren in vivo, particularmente con relacion
al control hormonal y nervioso, los mecanismos de retroalimentacion, la actividad de las células de la
mucosa, la complejidad de los movimientos peristalticos y la participacion del sistema inmunitario y

microbiota locales (315,316).

Ademas de los modelos estaticos y dinamicos, existen cultivos celulares, tales como el cultivo en
monocapa de células Caco-2, utilizadas para estudios de absorcion de nutrientes y medicamentos. Son
particularmente empleadas ya que, como ya se ha mencionado, desarrollan microvellosidades y uniones
estrechas similares a las de los enterocitos del intestino delgado. Por otro lado, las células HT-29 de
carcinoma de colon humano también son empleadas en estos estudios debido a que son capaces de secretar
mucina y formar una capa de mucosa bajo determinadas condiciones. De este modo, son utiles cuando se

desea imitar la capa mucosa del intestino delgado (313).

Por ultimo, los métodos de digestion in vivo realizados en animales pueden resultar apropiados en
algunas situaciones particulares. Sin embargo, los costos elevados, la mayor complejidad de los protocolos,
las instalaciones requeridas y los aspectos €ticos limitan considerablemente su aplicacion en estudios de

digestion gastrointestinal (312).

En la actualidad existen numerosos estudios de digestion gastrointestinal in vifro que evalian el
proceso de digestion de diferentes alimentos o medicamentos, la influencia de las interacciones entre los
componentes de la matriz alimentaria sobre dicho proceso y la liberacion de CBs a partir de diferentes
sistemas de encapsulacion (18,317). Con respecto a la digestion gastrointestinal in vitro de OVA y de
agregados de OVA (obtenidos mediante tratamiento térmico bajo condiciones controladas de pH,

temperatura, tiempo y concentracion), se observé que todos los agregados proteicos fueron mas susceptibles
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a la digestion causada por enzimas gastrointestinales en comparacion con la OVA en su forma nativa (118).
Mas del 60% de OVA permaneci6 intacta luego de la digestion gastrica y mas del 37% después de la
digestion intestinal. Ademas, los agregados obtenidos presentaron morfologia lineal, lineal ramificada,
esférica y esférica aglomerada. Para todos ellos la digestion fue total, con excepcion de los agregados
esféricos aglomerados que evidenciaron un 30% de mondmeros atin después de la digestion intestinal. A
partir de estos resultados, los autores sugiriecron que la modificacién estructural de la proteina
(desnaturalizacion y agregacion) inducida por el tratamiento térmico aumentaria la accesibilidad de los
sitios de clivaje de las enzimas digestivas. Ademas, otros autores observaron que OVA resulto resistente a
la accion de la pepsina a valores de pH iguales o superiores a 2,0 (318). En estas condiciones, la proteina
intactay su principal producto de degradacion (un fragmento de 40 kDa resultante de la escision del extremo
N-terminal) persistieron durante al menos 2 h de digestion, aunque también se observo la presencia de un
fragmento de 10 kDa. A este pH la proteina adoptaria una conformacion muy estable, desprovista de
interacciones de estructura terciaria, resistiendo la accion de la pepsina. Posteriormente, la proteina se
sometio a una digestion con tripsina y quimotripsina. En este caso, los autores hallaron que tanto la OVA
como su fragmento de 40 kDa resistieron la hidrolisis durante al menos 60 min. En otro trabajo, se evalu6
la digestion con pepsina de EW conteniendo OVA, ovotransferrina y lisozima, durante 10 min a pH 1,5
(319). Los autores observaron fragmentos de diferente PM (12, 14, 17, 27 y 40 kDa), atribuidos a la
digestion de OVA. Ademds, EW fue tratada térmicamente a 60 y 80°C y, posteriormente, sometida al
proceso de digestion bajo las mismas condiciones. Se pudo observar que la digestibilidad de las proteinas
no fue afectada por el calentamiento a 60°C. Sin embargo, el calentamiento a 80°C aumentd
significativamente la susceptibilidad de OVA a la digestion enzimatica, ya que no se hallaron fragmentos
proteicos luego de la digestion. Los autores sugieren que el tratamiento térmico a elevada temperatura
resultaria en un aumento de la digestibilidad de las proteinas de EW debido a cambios estructurales
inducidos por calor. De este modo, los sitios de clivaje que se encontraban inaccesibles para las enzimas

digestivas estarian mas expuestos luego de dicha modificacion estructural.

Aunque existen diversos trabajos que analizan la digestion in vitro de OVA y EWP, la mayoria de
ellos sigue su propia metodologia estableciendo pardmetros experimentales de forma independiente, lo que
conlleva a que la comparacion de resultados entre los estudios sea compleja o inadecuada. En un trabajo
mas reciente, Visentini y col. (2020) (320) evaluaron la digestion gastrointestinal in vitro de OVA 'y de
nanoparticulas de OVA obtenidas mediante tratamiento térmico a través de un modelo secuencial conforme
a un protocolo de consenso ampliamente aceptado por la comunidad cientifica. Los autores indicaron que
a partir de la digestion de OVA con pepsina y pancreatina se obtuvieron fragmentos proteicos de 20 y 40
kDa. Sin embargo, cuando las nanoparticulas de OVA fueron sometidas al mismo proceso de digestion in
vitro no se observaron fragmentos proteicos, indicando la presencia de péptidos pequefios o la hidrdlisis

total de la proteina. En consistencia con lo mencionado anteriormente, los resultados sugieren que las

131



CAPITULO 2

modificaciones estructurales que ocurren durante el tratamiento térmico de OVA incrementarian la

accesibilidad de las enzimas digestivas a sus sitios de clivaje.

Por otro lado, la digestion in vitro de coacervados complejos ha sido ampliamente estudiada en las
ultimas décadas. Al respecto, se obtuvieron coacervados complejos de aislado de proteina de semilla de
chia y mucilago de semilla de chia con el objetivo de evaluar su comportamiento frente a un proceso de
digestion in vitro (321). Los autores observaron que las proteinas no sufrieron hidrolisis en la fase oral de
la digestion, pero fueron marcadamente hidrolizadas en péptidos de bajo PM por accion de la pepsina
durante la fase gastrica. Sin embargo, al analizar la digestion géstrica del aislado proteico en ausencia del
PS (a modo de control) se evidencidé mayor susceptibilidad de las proteinas a la pepsina. Finalmente, cuando
el coacervado complejo fue sometido a digestion intestinal las proteinas fueron hidrolizadas en péptidos
aun mas pequefios debido a la accion de la pancreatina y, nuevamente, el aislado proteico en ausencia del
PS resultd mas susceptible a la enzima bajo condiciones intestinales. En otro estudio, Wang y col. (2017)
(322) desarrollaron coacervados complejos de lactoferrina y alginato de sodio, los cuales fueron sometidos
a un protocolo de consenso internacional de digestion in vitro. Los autores informaron que la fase oral no
provoco cambios en la estructura de la lactoferrina presente en el coacervado. Sin embargo, el 73% de la
proteina que formaba parte del coacervado complejo fue degradada a péptidos pequefios de PMs cercanos
a 10 kDa en la fase gastrica. Por tltimo, se evidenci6 hidrolisis completa de la lactoferrina presente en el
coacervado luego de la fase intestinal. Cabe destacar que, al analizar la digestion de la lactoferrina sin la
proteccion del PS, el total de la proteina fue hidrolizada a péptidos pequefios de PMs cercanos a 10 kDa
luego de la digestion gastrica. A partir de estos resultados, fue posible hipotetizar que el alginato de sodio
protegeria a la proteina de la degradacion enzimatica gracias a la formacion de complejos insolubles,
bloqueando algunos de los sitios de clivaje de la pepsina. Ademas, los autores compararon dos relaciones
masicas de biopolimeros e informaron que la proteccion de la lactoferrina por parte del alginato de sodio
luego de la digestion gastrica fue mayor para la relacion 8:1 que para la relacion 16:1 (proteina-PS). En el
primer caso, los sitios sensibles a la proteolisis estarian mas bloqueados por las moléculas de alginato. Por
otro lado, la mayor viscosidad del coacervado obtenido en una relacion 8:1 disminuiria la difusion de la

pepsina y de su sustrato en la matriz afectando la accidon enzimatica.

4.1.3.1. Actividad bioldgica de digestos

Cuando un CB es incorporado en un sistema de encapsulacion con el objetivo de que sea vehiculizado
a través del TGl y liberado de forma controlada sin que pierda el efecto bioldgico deseado, es fundamental
analizar el impacto de la digestion gastrointestinal sobre la estructura del sistema y la bioaccesibilidad del
compuesto encapsulado (323). Ademads, es importante comprobar la actividad bioldgica del sistema luego
de cada fase de la digestion y obtener, de este modo, informacion sobre el comportamiento del CB bajo las

diferentes condiciones (324). Para analizar todos estos aspectos, los modelos de digestion gastrointestinal
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in vitro constituyen herramientas experimentales simples y econdmicas de gran utilidad. En un trabajo, Li
y col. (2020) (325) propusieron la incorporacion de isoquercetina en coacervados complejos de gelatina y
pectina con el objetivo de proteger su propiedad hipoglucémica luego de atravesar el TGI. Al evaluar la
capacidad de inhibicion de a-glucosidasa, el CB en su forma libre evidencio elevada actividad inhibitoria
(96,8%). Sin embargo, cuando la isoquercetina libre fue sometida a un proceso de digestion in vitro, dicha
actividad disminuy6 considerablemente hasta un valor de 41,7%. Segun lo previsto, la capacidad de
inhibicion de a-glucosidasa de isoquercetina cargada en el coacervado resultd de 78,4% luego del proceso
de digestion, es decir, la actividad inhibitoria del CB fue significativamente mayor cuando se encontrd
incorporado en el coacervado. De este modo, los autores resaltaron que el sistema biopolimérico
desarrollado otorgaria a la isoquercetina proteccion eficiente frente a la descomposicion inducida por

enzimas digestivas y el medio acido del entorno géstrico.

El efecto de la digestion sobre la bioactividad de compuestos incorporados en coacervados complejos
ha sido escasamente estudiado hasta el momento. En contraste, existen numerosos trabajos que han
analizado dicho efecto cuando el CB fue encapsulado en otros sistemas biopoliméricos. Al respecto, Vuli¢
y col. (2019) (326) encapsularon un extracto del residuo industrial de pimiento rojo en aislado de proteina
de suero con el objetivo de evaluar la actividad biologica de los CBs luego de cada paso del proceso de
digestion gastrointestinal in vitro. A partir de los resultados obtenidos se observo que, en general, la
actividad antioxidante del extracto encapsulado disminuyd luego de la digestion géstrica respecto a la
condicion inicial antes de la digestion, pero aumentd nuevamente bajo condiciones intestinales.
Adicionalmente, se determiné la capacidad de inhibicion de a-glucosidasa del extracto encapsulado antes
y después de la digestion gastrica e intestinal. L.a mayor actividad inhibitoria fue obtenida antes del proceso
de digestion, mientras que la fase gastrica evidencio la menor inhibicion enzimética. Bajo condiciones
intestinales el extracto encapsulado exhibio considerable actividad inhibitoria, la cual resulto
significativamente mayor que la actividad obtenida luego de la digestion gastrica. Finalmente, se evalud la
actividad antiinflamatoria del extracto encapsulado antes y después de la digestion gastrica e intestinal. A
partir de los resultados obtenidos, se observo que la actividad disminuy6 considerablemente luego de la
digestion gastrica respecto a la condicion inicial (sin digerir). Bajo condiciones intestinales, la actividad
antiinflamatoria del extracto encapsulado fue significativamente mayor que la actividad exhibida en la fase
gastrica. Sin embargo, la actividad antiinflamatoria antes del proceso de digestion resultd notablemente
mayor que la actividad determinada en ambos pasos de la digestion in vitro. Por otro lado, Ferreira Santos
y col. (2021) (327) evaluaron el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la actividad antioxidante
de un extracto de corteza de pino rico en compuestos fendlicos en su forma libre y encapsulado en
maltodextrina mediante el método de secado spray. Para ello, determinaron el poder reductor de iones Fe*3,
la capacidad de captacion de radicales DPPH y el nivel intracelular de ROS en células Caco-2. En primer
lugar, el extracto libre disminuy6 considerablemente su poder reductor en todas las fases de la digestion

(oral, gastrica e intestinal) y su capacidad para captar radicales bajo condiciones gastricas e intestinales,
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respecto al extracto libre sin digerir. Sin embargo, cuando el extracto se encontré encapsulado el poder
reductor en la fase oral se mantuvo aproximadamente igual que el exhibido por el extracto encapsulado
antes del proceso de digestion, mientras que en la fase gastrica evidencié una actividad significativamente
mayor que el extracto libre bajo las mismas condiciones. En relacion con la capacidad de captacion de
radicales DPPH, el extracto encapsulado exhibié menor reduccion de la actividad antioxidante que el
extracto libre luego de la digestion gastrica e intestinal. Por otro lado, las células Caco-2 sometidas a estrés
oxidativo exogeno incubadas en presencia del extracto libre y encapsulado disminuyeron
considerablemente la produccion de ROS respecto a las células control. Sin embargo, luego de la digestion
gastrointestinal in vitro de ambos extractos (libre y encapsulado) se observd una menor actividad
antioxidante. Los extractos digeridos presentaron menor efecto preventivo en cuanto a la generacion
intracelular de ROS que los extractos sin digerir, aunque el extracto encapsulado evidenci6 un nivel de ROS
significativamente menor luego del proceso de digestion respecto al extracto libre bajo la misma condicion,
sugiriendo una funcién protectora de la maltodextrina sobre los CBs. En otro trabajo, de Alencar y col.
(2023) (328) estudiaron el efecto del proceso de digestion gastrointestinal in vitro utilizando un modelo de
tipo dindmico sobre la actividad antioxidante y antiinflamatoria de un extracto de propoleo rojo en su forma
libre y encapsulado en goma arabiga mediante liofilizacion. En general, la digestion gastrointestinal in vitro
disminuy6 la capacidad antioxidante del extracto tanto en su forma libre como encapsulada, respecto del
extracto libre sin digerir. Sin embargo, la encapsulacion en goma arabiga potencio el efecto antioxidante de
los CBs luego del proceso de digestion. Ademads, los autores evaluaron la activacion de NF-kB y la
liberacion de TNF-a en cultivos de macrdfagos incubados en presencia del extracto libre y encapsulado
luego de la digestion in vitro. En ambos ensayos de actividad antiinflamatoria, el extracto libre digerido

exhibi6é mayor bioactividad que el extracto encapsulado digerido.

4.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:

Objetivo 1: Estudiar y caracterizar la formacion de coacervados proteina-polisacarido que encapsulan

aceites esenciales.

Objetivo 2: Evaluar la expresion de genes relacionados con diabetes mellitus tipo 2 en células Caco-2

incubadas en presencia de aceites esenciales encapsulados.

Objetivo 3: Evaluar la digestibilidad y bioaccesibilidad de aceites esenciales encapsulados en coacervados

proteina-polisacarido mediante un método estatico de digestion gastrointestinal in vitro.

Objetivo 4: Evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la actividad bioldgica de aceites

esenciales encapsulados.
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4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Materiales

Para los estudios desarrollados en el presente capitulo se utilizo clara de huevo (EW) industrial, aceite
esencial de tomillo (TOM) y aceite esencial de orégano (ORE) descriptos en la Seccion 3.3.1. Ademas, se
utilizé pectina de alto metoxilo (PAM) comercial extraida de cascara de citricos con grado de esterificacion
de 68,0 £ 2,0%, la cual fue provista por Cargill (Argentina). L.a composicion de PAM en base seca segliin
datos del fabricante fue 87,0% de azticares, 11,0% de humedad y 2,0% de cenizas, incluyendo Na* (480
mg/100 g), K* (160 mg/100 g), Ca™ (200 mg/100 g), Mg*? (30 mg/100 g), and Fe™ (2 mg/100 g). El
contenido de acido galacturdnico resultdé 74% (valor informado por el fabricante) y el PM resulté de 189
kDa, el cual fue determinado segiin Hosseini y col. (2013) (329) y Masuelli (2011) (330). Los reactivos

analiticos fueron suministrados por Cicarelli (Argentina), Biopack (Argentina) y Merck (Alemania).

4.3.2. Obtencion de coacervados EWPn—-AE-PAM

Con el objetivo de obtener coacervados EWPn-AE-PAM (EWPn-TOM-PAM vy
EWPn-ORE-PAM), una solucion de PAM 2% m/v fue adicionada a una solucién de nanocomplejo
EWPn-AE (EWPn—-TOM o EWPn—ORE, segun corresponda) a pH 11,4 (cuya metodologia de obtencion
se describi6 en la Seccion 3.3.4), en unarelacion 1:1 (EWPn—AE:PAM) en masa y bajo agitacion magnética
(169). Como coacervado control, la misma soluciéon de PAM fue adicionada a una solucion del control
EWPn a pH 11.4, siguiendo el mismo procedimiento (Seccion 3.3.4). Los coacervados EWPn—AE-PAM y
el control EWPn—PAM fueron mantenidos a 4°C durante toda la noche con el objetivo de alcanzar la

estabilizacion.

4.3.3. Caracterizacion de coacervados EWPn—-AE-PAM

4.3.3.1. Comportamiento de fase

El comportamiento de fase de los coacervados EWPn-AE-PAM obtenidos previamente fue evaluado
mediante mediciones de ABS, potencial { (mV) y apariencia visual de las mezclas de biopolimeros
(232,331). Para ello, las muestras fueron diluidas con agua desionizada de manera de obtener una
concentracion de proteina de 0,1% m/v y una concentracion de PAM de 0,05% m/v. Luego, el pH de las
soluciones obtenidas fue corregido a diferentes valores en un rango de 2,0 a 7,0, incrementandose este cada
0,5 unidades. Inmediatamente después del procedimiento mencionado, los valores de ABS (indicativos de
la turbidez de las muestras) fueron registrados a 400 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway
7305 (Reino Unido), y el potencial { fue determinado utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido) ejecutado bajo el sofiware Zetasizer version 7.12. Ademads, la apariencia

visual de las muestras fue registrada a 0 y 24 h de su preparacion mediante una camara fotografica
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Cyber-shot 12.1 mpx (Sony, Estados Unidos), para lo cual fueron mantenidas a 25°C durante todo el ensayo.
Como controles, los nanocomplejos EWPn—AE, EWPn y PAM fueron evaluados siguiendo la misma
metodologia. Las determinaciones de ABS y potencial { fueron llevadas a cabo a 25°C y se realizaron por

triplicado.

4.3.3.2. Microscopia

Las caracteristicas estructurales de los coacervados EWPn-AE-PAM y del control EWPn—-PAM
fueron examinadas utilizando un microscopio optico Leica DM E (Austria) equipado con lentes objetivos
de 10x, 40x y 100x y una camara digital Leica EC3 (Austria). Para ello, las muestras fueron diluidas con

agua desionizada, de forma de obtener una concentracion de proteina de 0,04% m/v, y llevadas a pH 3,0.

Por otro lado, los coacervados EWPn—AE-PAM vy el control EWPn—PAM fueron analizados por
AFM (21). Las imégenes fueron obtenidas por adsorcion de 2 pl. de muestra sobre la superficie de mica
exfoliada (1 cm?) en camara de vacio, a valor de pH de coacervacion determinado por el estudio de
comportamiento de fase y concentracion de proteina 0,0002% m/v, utilizando un microscopio Agilent 5400
(Estados Unidos) en modo intermitente. Para ello, se utilizaron cantilevers recubiertos con aluminio (OPUS
modelo: 160AC-NA), de 160 um de longitud, radio de punta menor a 7 nm, 40 + 2 um de ancho medio, 4
+ 0,5 um de grosor, altura de la punta de 14 pum, fuerza del resorte de 26 N m™! y frecuencia de oscilacion
de 280 kHz. Las muestras fueron escaneadas a 1 linea s™!. Las imégenes topograficas fueron obtenidas

utilizando el software Gwyddion 2.44.,

4.3.4. Modulacion de la expresion génica en células Caco-2

4.3.4.1. Cultivo celular

Las células Caco-2 fueron amablemente proporcionadas por el Centro de Investigacion y Desarrollo
en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, CONICET-UNLP-CIC)y cultivadas en DMEM (Gibco BRL Life
Technologies, Estados Unidos) conteniendo 10% v/v de suero fetal bovino (PAA Laboratories, GmbH,
Austria), 1% v/v de aminoacidos no esenciales (Gibco BRL Life Technologies, Estados Unidos) y 1% v/v
de una solucion de penicilina-estreptomicina (100 U mL™! de penicilinay 100 uL. mL! de estreptomicina
en 0,85% de solucion de NaCl). Las células fueron incubadas a 37°C en atmosfera de CO, al 5% y un 95%
de humedad relativa. Luego de 21 dias de incubacion, las células estuvieron disponibles para ser sembradas

durante 48 h en DMEM, previo a cada ensayo.
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4.3.4.2. Viabilidad celular

Los ensayos en cultivos de células Caco-2 exigen que, previamente, se determine la viabilidad celular
a fin de corroborar que los sistemas a analizar no presenten efecto citotoxico en las concentraciones
propuestas y, de este modo, establecer las condiciones dptimas de cultivo. El ensayo de viabilidad celular
se basd en la capacidad de las células viables de internalizar el MTT soluble en agua (amarillo) y
transformarlo en un compuesto de color azul-violeta insoluble en agua denominado formazan. La posterior
disolucion de formazan en DMSO permite su cuantificacion mediante espectroscopia a 550 nm, siendo la

ABS directamente proporcional al numero de células viables.

El ensayo de viabilidad celular fue llevado a cabo siguiendo la metodologia de Ontawong y col.
(2021) (332), con algunas modificaciones. En primer lugar, las células Caco-2 fueron sembradas en placa
de 24 pocillos (densidad 5x10* células/pocillo). Posteriormente, se adiciond a cada pocillo un volumen de
500 pL de solucion (diluciones 1/10, 1/20 y 1/200 en DMEM detalladas en la Tabla 9) de nanocomplejos
EWPn-AE, coacervados EWPn—AE—PAM, el control EWPn, el coacervado control EWPn—PAM y un
control de etanol. Las placas se incubaron durante 72 h a 37°C, en atmosfera de CO» al 5% y un 95% de
humedad relativa. Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, las células fueron lavadas con 500 pL
de PBS (K;HPO4 0,144 g L1, NaCl 9,00 g L', Na,HPO4 g L!) y se adiciondé un volumen de 400 pL de
MTT (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1 mg mL!. Las células fueron incubadas durante 2 h a 37°C, en
atmosfera de CO; al 5% y un 95% de humedad relativa. Seguidamente, se removié el MTT y se adiciono
un volumen de 500 pL. de DMSO. Finalmente, la ABS del formazan diluido en DMSO fue determinada a
550 nm utilizando un espectrofotometro Synergy HT (BioTek Instruments Inc., Estados Unidos). Por otro
lado, el mismo volumen de DMEM en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion del

blanco. Las determinaciones de ABS fueron llevadas a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado.

La viabilidad celular fue calculada como:

o DO .
Viabilidad celular = —2uestra (Ecuacién 21),
DOpianco

donde DOumyestra ¥ DOblanco corresponden a la densidad optica de la muestra y del blanco, respectivamente.
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Tabla 9. Valores de concentracién de EWPn, AE, PAM vy etanol, expresados en mg mL!, correspondientes a cada

dilucion de los sistemas.

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

oL de EWPn de AE de PAM de etanol
Dilucion
(mg mL™)
1/10 1,818 0,115 1,000 4,250
120 0,909 0,058 0,500 2,125
1/200 0,091 0,006 0,005 0,213

4.3.4.3. Tratamiento de las células

Con el objetivo de evaluar la expresion de SGLT1 y GLUT2, las células Caco-2 fueron sembradas
en placa de 24 pocillos (densidad 5x10* células/pocillo). Posteriormente, se adiciond a cada pocillo un
volumen de 500 pl. de DMEM y se incub6 durante 24 h a 37°C, en atmosfera de CO» al 5% y un 95% de
humedad relativa. Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, se removié el DMEM vy se adicion6 un
volumen de 500 uL. de solucion (dilucion 1/25 en DMEM; 0,727 mg mL-' de EWPn, 0,046 mg mL"' de AE,
0,400 mg mL' de PAM y 1,700 mg mL" de etanol) de nanocomplejos EWPn-AE, coacervados
EWPn—AE-PAM, el control EWPn, el coacervado control EWPn—PAM y un control de etanol. Para evaluar
la expresion génica a diferentes tiempos de incubacion, una placa se incubd durante 6 h y otra placa,
conteniendo las mismas muestras, se incubo durante 24 h. Luego, se removié el DMEM vy las células se
lavaron con PBS. Se adicion6 un volumen de 50 ul. de tripsina y se incubé durante 10 min. Para detener la
reaccion enzimatica, se adicionaron 500 pl. de DMEM. La suspension de células se colocd en tubo
Eppendorfy se centrifugé a 10.000 g durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante de DMEM vy el pellet se
resuspendio en 100 pl. de PBS. Finalmente, un volumen de 400 pL. de buffer de preservacion RNAlater
RNA Stabilization Reagent (QIAGEN GmbH, Alemania) fue adicionado a la solucién. Por otro lado, el
mismo volumen de DMEM en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion del blanco. Las

muestras se mantuvieron a -80°C hasta el momento de ser examinadas.

4.3.4.4. Expresion génica de SGLTI y GLUT2

Con el objetivo de evaluar la expresion de SGLT1 y GLUT2, el ARN total de las células Caco-2
cultivadas en la Seccion 4.3.4.3 fue aislado utilizando el reactivo Bio-Zol (PBL Biomedical Laboratories,
Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. L.a concentracion de ARN se determind
utilizando un espectrofotdmetro de microvolimenes Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific, Estados

Unidos). La integridad del ARN se analizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, el
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ARN fue tratado con DNasa (RQ1 RNase-Free DNase, Promega Corporation, Estados Unidos) y transcripto
inversamente con la transcriptasa reversa Hi-Fi RT (Applied Biosystem, Estados Unidos), segun las

condiciones sugeridas por el fabricante.

La PCR cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction) en
tiempo real se llevo a cabo en un volumen final de 10 pL usando el kit iTaq Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Estados Unidos) en un equipo Bio-Rad (Estados Unidos), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las condiciones de la amplificacion fueron: 3 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 20 s a
95°C y 20 s a 60°C. La especificidad del proceso de amplificacion se verificd con la curva de disociacion

al final del ciclo de PCR (333).

Las secuencias de los oligos utilizados para cada gen se detallan a continuacion:

HsSGLT1 Forward AAGGTTGTTTATCCTGGTGCTG
HsSGLT1 Reverse TGAAATCCCAATCAGAAGTCCT
HsGLUT2 Forward TGAACTGCCCACAATCTCATAC
HsGLUT2 Reverse ATACAGACAGGGACCAGAGCAT
Hsp-actin Forward GCGAGAAGATGACCCAGA
Hsp-actin Reverse CAGAGGCGTACAGGGATA

Los niveles de expresion de los genes SGLT1y GLUT2 fueron normalizados a los del gen de actina
(gen normalizador) respecto a las células del blanco (el mismo volumen de DMEM en reemplazo de la
muestra). Los niveles relativos de transcripto se calcularon mediante el método 2-24¢ty se expresaron como

expresion relativa (334).

4.3.5. Obtencion de polvos EWPn—AE-PAM;;o¢

Con el objetivo de obtener polvos EWPn—AE-PAMior (EWPn—TOM—-PAMir ¥y
EWPn—ORE-PAMiir), el pH del medio acuoso de los coacervados EWPn-AE-PAM obtenidos
previamente fue ajustado utilizando HC1 2 M segtin la evaluacion del comportamiento de fase, para facilitar
el fenémeno de separacion de fases asociativas, conduciendo a la formacion de pellet rico en coacervados
complejos EWPn—AE-PAM (169). Las muestras fueron mantenidas a 4°C durante toda la noche Yy,
posteriormente, fueron centrifugadas a 2.000 g durante 1 h y a 25°C. El sobrenadante y el pellet obtenidos

fueron separados y mantenidos a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Finalmente, el proceso de liofilizacion del pellet de los coacervados EWPn—TOM-PAM vy
EWPn—ORE-PAM fue llevado a cabo a -80°C y 30 mT durante 48 h utilizando un equipo Flexi—Dry MP
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(FTS Systems, Inc., Estados Unidos). EI mismo procedimiento fue realizado para el control EWPn—PAM.
Los polvos EWPn—-AE-PAM;ir y el polvo control EWPn—PAMiir fueron conservados en recipientes

herméticamente cerrados a -20°C hasta ser requeridos para futuros analisis.

4.3.5.1. Recuperacion de sdlidos

La recuperacion de solidos (RS), expresada como %, se define como la relacion entre la masa de
polvo obtenida al final del proceso de liofilizacion y la masa de sélidos totales presentes en la mezcla inicial,

y fue calculada como (36):
RS =22 %100 (Ecuacion 22),
Mgt

donde Mp y Mgt corresponden a las masas de polvo obtenido luego de la liofilizacion y de sélidos totales

presentes en la mezcla inicial, respectivamente.

Las determinaciones de RS de los polvos EWPn—TOM-PAMii,r y EWPn—ORE-PAMiir y del polvo

control EWPn—PAMj; se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado.

4.3.6. Digestion gastrointestinal in vitro de polvos EWPn—AE-PAM ;¢

Con el objetivo de evaluar la digestibilidad de los polvos EWPn—AE—PAMii.¢ obtenidos previamente
y la subsecuente liberacion de AE, se llevd a cabo un modelo de digestion gastrointestinal in vitro

ampliamente aceptado, con algunas modificaciones (320.,335).

4.3.6.1. Actividad enzimdtica

La actividad enzimatica de la pepsina gastrica y de la tripsina de pancreatina fue determinada seglin

lo recomendado por Minekus y col. (2014) (314).

Pepsina gastrica: El ensayo para determinar la actividad de la pepsina de mucosa gastrica porcina

se baso en la siguiente reaccion:

Pepsina
Hemoglobina + Agua —— Péptidos que contienen tirosina solubles en TCA

segun la cual una unidad de enzima produce una variacion de ABS a 280 nm de 0,001 min-' a pH 2,0 y
37°C, medido como productos solubles en acido tricloroacético (TCA, por sus siglas en inglés
Trichloroacetic Acid). Para realizar el ensayo, se utilizd como sustrato enziméatico hemoglobina (H2500,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 2% m/v a pH 2,0. En primer lugar, se prepard una solucion stock de

pepsina de mucosa gastrica porcina (P7000, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1 mg mL™! disolviendo la
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enzima solida en NaCl 150 mM-Tris 10 mM ajustado a pH 6,5 y se mantuvo a 4°C. Antes de comenzar con

el ensayo, se prepararon entre 5y 10 concentraciones de pepsina en HCI 10 mM.

Se coloco un volumen de 1.000 pLL. de hemoglobina en un tubo Eppendorf y se incub6 en estufa a
37°C por 3-4 min para alcanzar una temperatura homogénea en el sustrato. Se adicionaron 200 pL de la
solucion de pepsina para cada concentracion y se incubd 10 min a 37°C de manera de que se produzca la
reaccion enzimatica. Para detener la reaccion se agregaron 2 mL de TCA 5% m/v en cada tubo. Se
centrifugd para obtener una solucion clara (6.000 g durante 30 min). La fase acuosa fue traspasada a un
tubo Eppendorf nuevo y fue estabilizada a 20°C. Finalmente, se determiné la ABS de la fase acuosa a 280
nm, utilizando un espectrofotdémetro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). El blanco fue obtenido mediante
la misma metodologia, pero agregando la pepsina a las diferentes concentraciones luego de la adicion del

TCA. La actividad enzimatica fue calculada como:

Actividad enzimdtica (mlg) = w x 1000 (Ecuacion 23),

donde ABSc y ABShianco corresponden a la ABS a 280 nm de las diferentes concentraciones de enzima y del
blanco, respectivamente, t es el tiempo de la reaccion y C es la concentracion de pepsina en la cubeta (mg

mL).

Tripsina de pancreatina: El ensayo para determinar la actividad tripsina de pancreatina de pancreas

porcino se basé en la siguiente reaccion:

TAME + Agua w p — toluensulfonil — L arginina + metanol
segun la cual una unidad de enzima hidroliza 1 pmol de p-toluensulfonil-L arginina metil éster (TAME,
T4626, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en 1 min a 25°C y pH 8,1. Para realizar el ensayo se preparo el
sustrato de la enzima TAME 10 mM y el buffer de reaccion Tris/HCI 46 mM conteniendo CaCl, 11,5 mM.
Se ajusto el pH a 8,1 a 25°C. Se prepard una solucion stock de pancreatina de pancreas porcino (P7545,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1 mg mL-! disolviendo la enzima en HCI 1,0 mM. Antes de realizar el

ensayo se prepararon al menos dos concentraciones en HC1 1,0 mM y se mantuvieron a 4°C.

En la cubeta, se mezclaron 2,6 mL de buffer de reaccion y 0,3 mL de TAME a 25°C. Seguidamente,
se adicionaron 100 pL de tripsina y la mezcla se homogeneiz6 suavemente. Inmediatamente después, se
comenzo6 a medir la ABS a 247 nm durante 10 min, utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305

(Reino Unido). El blanco fue obtenido mediante la misma metodologia, pero sin el agregado de enzima.

Para calcular la pendiente, los datos seleccionados deben corresponder a la parte lineal del grafico
de ABS en funcion del tiempo. En el caso del blanco, la pendiente del grafico de ABS en funcion del tiempo

debe ser cercana a cero.

La actividad tripsina de pancreatina se determiné a través de la siguiente ecuacion:
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_ (ABSpg—ABSpg)

x 1000 x 3 (Ecuacion 24),
540%X

Actividad enzimatica (L)

mg
donde ABSpr corresponde a la pendiente de la parte lineal (ABS min') para la enzima, ABSpg es la
pendiente de la parte lineal (ABS min™') para el blanco, el factor 3 corresponde a la cantidad de mL de la

mezcla de reaccion, 540 es el coeficiente de extincion molar del TAME (L mol! ¢cm™) y X son los mg de

pancreatina en la mezcla de reaccion.

Una vez determinada la actividad enzimatica de pepsina o tripsina de pancreatina, las enzimas se
utilizaron por un periodo maximo de 6 meses. Transcurrido este tiempo, la actividad enzimética se calculd
nuevamente para continuar con los ensayos debido a que durante el almacenamiento las enzimas pueden

perder gradualmente su actividad.

A partir de las actividades enzimaticas determinadas se calculo la cantidad de enzima necesaria para
llevar a cabo el proceso de digestion gastrointestinal in vitro segun lo establecido en el protocolo utilizado

en la presente tesis y descripto a continuacion (314).

4.3.6.2. M¢étodo estdtico consenso

El proceso gastrointestinal in vitro consiste en una fase oral, una fase gastrica y una fase intestinal in
vitro, basadas en un método consenso internacional (314). En general, ¢l alimento es sometido a un fluido
salival simulado (FSS), a un fluido géstrico simulado (FGS) y a un fluido intestinal simulado (FIS), los
cuales consisten en una mezcla de electrolitos, enzimas, CaCl,, sal biliar y agua. En este ensayo, la fase
oral conteniendo el FSS fue omitida debido a que la enzima presente en este fluido (a-amilasa) no es capaz

de hidrolizar ninguno de los componentes de los polvos EWPn—AE-PAM;er a evaluar (336).

Fase gastrica: Durante esta fase el alimento es digerido e hidrolizado en el estdmago por la accion

de enzimas, HCl y movimientos peristalticos.

Antes de comenzar con el ensayo, se prepard una solucion stock de FGS 1,25X conteniendo KC16,9
mM, KH,PO4 0,9 mM, NaHCO3 25 mM, NaCl 47,2 mM, MgCl, 0,1 mMy (NH4),COs 0,5 mM (Tabla 10)
a la cual, posteriormente, se le adicion6 una solucion de CaCl, 0,3 M hasta alcanzar una concentracion final

de 0,075 mM.

En primer lugar, 0,1 g de polvo EWPn—AE-PAMi;or fueron disueltos en 2 mL de agua desionizada,
en tubo de vidrio con tapa de cierre hermético. Luego, se adicionaron 2 mL de FGS 1,25X. Se ajust6 el pH
a 3,0 utilizando HCl y se adiciond una solucion de pepsina de mucosa gastrica porcina (8 U mg™ sustrato).
El pH final de las muestras fue chequeado y, en caso de ser necesario, corregido a 3,0. Por ultimo, se
adiciono la cantidad adecuada de agua para la correcta dilucion del FGS (1X). Inmediatamente despugs, las
muestras fueron incubadas a 37°C en un agitador rotatorio Rotator Multi Bio RS-24 (Boeco, Alemania) a

60 rpm durante 2 h. Por ultimo, las muestras destinadas a digestion intestinal simulada continuaron con la
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siguiente fase, mientras que a las muestras correspondientes a la digestion gastrica simulada (obtenidas por
triplicado) se les adiciond el cocktail inhibidor de proteasas (P2714, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 2 mM

y fueron analizadas inmediatamente o almacenadas a -20°C hasta el momento de ser utilizadas.

Tabla 10. Volumen de cada solucidn de electrolito necesario para preparar 400 mL de FGS 1,25X.

Concentracion stock Volumen stock Concentracion en FGS
Solucién
g L1 mol L' mL mmol L
KCl 373 0,5 6,9 6.9
KH;PO, 68 0,5 0,9 0,9
NaHCO:; 84 1 12,5 25
NaCl 117 2 11,8 472
MgCL(H20)s 30,5 0,15 0,4 0,1
(NH4):CO3 48 0,5 0,5 0,5

Fase intestinal: En el intestino delgado se produce la digestion de proteinas, grasas y carbohidratos

de manera de que puedan ser absorbidos por el organismo.

Antes de comenzar con la fase intestinal, se prepar6 previamente una solucion stock de FIS 1,25X
conteniendo KCI 6,8 mM, KH,PO4 0,8 mM, NaHCO; 85 mM, NaCl 38,4 mM y MgCl, 0,33 mM (Tabla
11) a la cual, posteriormente, se le adicion6 una solucién de CaCl, hasta alcanzar una concentracion final

de 0,3 mM.

En esta fase, el mismo volumen de FIS 1,25X (4 mL) fue adicionado a las muestras provenientes de
la etapa anterior. Ademas, una solucion de SB (extracto de bilis porcino, B8631, Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) fue afiadida de forma de obtener 0,0008 mmol mg™! sustrato. El pH fue ajustado a 7,0. Por otro
lado, se disolvio pancreatina de pancreas porcino en FIS 1,25X (0,8 U mg™! sustrato, basado en la actividad
de la tripsina) y se afiadid a la solucion. El pH final de las muestras fue chequeado y, en caso de ser
necesario, corregido a 7,0. Por ultimo, se adicion¢ la cantidad adecuada de agua para la correcta dilucion
del FIS (1X). Inmediatamente después, las muestras fueron incubadas a 37°C en un agitador rotatorio
Rotator Multi Bio RS-24 (Boeco, Alemania) a 60 rpm durante 2 h. Una vez finalizada la digestion intestinal,
el cocktail inhibidor de proteasas 2 mM fue adicionado. Las muestras se obtuvieron por triplicado y fueron

analizadas inmediatamente o almacenadas a -20°C hasta el momento de ser utilizadas.
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La misma cantidad de agua desionizada en reemplazo de la muestra fue adicionada y sometida al
mismo proceso gastrointestinal in vifro con el objetivo de obtener controles correspondientes a las
soluciones FGS y FIS. Ademas, el mismo procedimiento fue realizado para el polvo control EWPn—PAMiior,
EWPn y PAM. Para el caso de EWPn y PAM, se prepararon soluciones con la misma cantidad de proteina
y PS, respectivamente, que presentan los polvos EWPn—AE—PAMiior.

Los digestos provenientes de la fase gastrica ¢ intestinal obtenidos por triplicado fueron conservados

a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Tabla 11. Volumen de cada solucion de electrolito necesario para preparar 400 mL de FIS 1,25X.

Concentracion stock Volumen stock Concentracion en FIS
Solucion
gLt mol L! mL mmol L
KCl 37.3 0,5 6.8 6.8
KH,PO, 68 0,5 0,8 0,8
NaHCO; 84 1 42,5 85
NaCl 117 2 9,6 38,4
MgCl,(H20)¢ 30,5 0,15 1,1 0,33

4.3.6.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Los polvos EWPn—AE-PAMi;r, €l polvo control EWPn—PAM;ier y el control EWPn antes y después
de la digestion gastrica ¢ intestinal fueron evaluados mediante SDS-PAGE (320). Las muestras fueron
preparadas adicionando SDS, buffer compuesto por Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), glicerol y azul de
bromofenol. Luego, el gel de poliacrilamida al 12% fue cargado con un volumen de muestra de 10 pL,
permitiendo la separacion de los fragmentos proteicos en un rango de PM de 12 a 100 kDa. Posteriormente,
se llevd a cabo la tincion con azul de Coomassie para permitir la visualizacion de las bandas proteicas. El
PM de las bandas proteicas fue determinado utilizando marcadores de peso molecular (MPM) standard
(MA14 Protein Marker, PB-L.). Ademas, se analizaron los controles FGS + pepsina y FIS + pancreatina +
SB.

4.3.6.4. Distribucion de tamariio de particula y potencial {

Los polvos EWPn—AE-PAMi;r, €l polvo control EWPn—PAM;ier y el control EWPn antes y después

de la digestion géstrica e intestinal fueron evaluados mediante DLS utilizando un equipo Zetasizer Nano
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7590 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) conteniendo un laser de He-Ne de longitud de onda de
salida de 632,8 nm y angulo fijo 173°, ejecutado bajo el software Zetasizer version 7.12 (166). El du (nm)
fue obtenido a partir de la PSDi (%). La PSDv (%) también fue considerada para el andlisis. Los indices de
refraccion utilizados para el solvente (agua) y la proteina fueron 1,33 y 1,50, respectivamente. La viscosidad
del solvente (agua) se consider6 0,8872 cP. Las determinaciones se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron

por triplicado.

Por otro lado, los polvos EWPn—AE—PAMiif, €l polvo control EWPn—PAMjory los controles EWPn
y PAM antes y después de la digestion gastrica e intestinal fueron evaluados en funcion del potencial
(mV) utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) ejecutado bajo
el software Zetasizer version 7.12. Los valores se obtuvieron a partir de la distribucion de movilidad
electroforética por medio de la técnica de velocidad Doppler laser, y fueron calculados segin el modelo de

Smoluchowski. Las mediciones se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado.

Las determinaciones de PSD y potencial { fueron realizadas a pH 6,0 antes de la digestion, y a pH

3,0y 7,0 después de la digestion gastrica e intestinal, respectivamente.

4.3.6.5. Estabilidad y bioaccesibilidad de AE

Luego del proceso de digestion gastrointestinal in vitro, la estabilidad y bioaccesibilidad de los AEs
fueron evaluadas segtin la metodologia descripta previamente en la literatura (27,337,338). En primer lugar,
se determin6 el AE presente en el digesto total, proveniente del proceso de digestion. Por otro lado, se
consider6 que el AE liberado a partir de los polvos EWPn—AE-PAM;ior fue el AE determinado en el
sobrenadante (fase micelar), luego de centrifugar el digesto a 10.000 g durante 30 min y a 25°C, con el
objetivo de eliminar material solido insoluble. Este AE correspondiente a la fraccion micelar podria ser

considerado disponible para la absorcion y representar, de este modo, a la fraccion bioaccesible.

Para ello, un volumen de 0,3 mL de digesto total o sobrenadante fue adicionado a 3 mL de acetato
de etilo y la mezcla se agitdé mecdnicamente (vortex) durante 1 min. Con el objetivo de lograr la
estabilizacion, cada tubo conteniendo la mezcla permanecid en reposo durante 5 min. La fase superior de
acetato de etilo fue analizada utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido)
evaluando la ABS a 274 nm para la determinacion de TOM y a 276 nm para la determinacion de ORE
(339.340). La concentracion de AE fue calculada a partir de curvas de calibrado de TOM y ORE en acetato

de etilo, detalladas en la Seccion 3.3.5.3.

Como controles, TOM y ORE libres (no encapsulados) fueron evaluados mediante la misma

metodologia. Todas las determinaciones se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado.

La estabilidad (E*) del AE fue definida como la fraccion que permanece en el intestino en estado no

transformado luego del proceso de digestion in vitro, calculada como:
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E* = 22igesto 100 (Ecuacion 25),

Crnicial

donde Cpigesto Y Cmiciat SON las concentraciones de AE en el digesto total luego de la fase intestinal y en la

muestra inicial (antes del proceso de digestion in vitro), respectivamente.

La bioaccesibilidad (B*) del AE fue definida como la fraccion que fue liberada y solubilizada en la
fase micelar luego del proceso de digestion in vitro, calculada como:

B* = SMicelar y 10 (Ecuacion 26),

CDigesto

donde Cuicelar Y Chigesto SON las concentraciones de AE en la fraccion micelar y en el digesto total luego de

la fase intestinal, respectivamente.

Finalmente, la bioaccesibilidad efectiva (BE) fue definida como la fraccion de AE ingerido presente
en la fase micelar, dependiente de los valores de E* y B*, calculada como:

BE = E* x B* = Micelar 5 100 (Ecuacion 27),

Inicial

donde Cuicelar Y Crnicial SON las concentraciones de AE en la fraccion micelar luego del proceso de digestion

in vitro 'y en la muestra inicial (antes del proceso de digestion in vitro), respectivamente.

4.3.6.6. Actividad antioxidante

4.3.6.6.1.  Capacidad de captacion de radical ABTS"*
La capacidad de captacion de radical ABTS" (Cagrs+, %) de los polvos EWPn—AE-PAMiir, antes y

después de la digestion gastrica e intestinal fue determinada por espectroscopia, de acuerdo con Ciany col.
(2014) (171), siguiendo algunas modificaciones. En primer lugar, la solucion de radical ABTS" fue
preparada haciendo reaccionar 10 mL de reactivo ABTS (A1888, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 2 mM
con 0,04 mL de persulfato de potasio 70 mM y mantenida por 16 h a 25°C y en oscuridad. Posteriormente
y previo a realizar el ensayo, la solucion de radical ABTS* fue diluida con PBS 0,01 M (pH 7,4) de forma
de obtener un valor de ABS de 0,80 = 0,03 a 734 nm. Luego, un volumen de 0,1 mL de muestra (diluida
1/5 con agua desionizada) fue adicionado a 1,9 mL de solucion de radical ABTS" y la mezcla fue incubada
en oscuridad a 25°C durante 6 min. Luego de transcurrido el tiempo correspondiente, la ABS fue
determinada a 734 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). Como
controles, el polvo EWPn—PAMii,s y TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) antes y después de la
digestion géstrica e intestinal fueron evaluados mediante la misma metodologia. Por otro lado, el mismo
volumen de PBS en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion del blanco. Todas las

determinaciones se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado.
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El porcentaje de captacion de radical ABTS* (Cagrs+, %) fue calculado tal como se detallo en la

Seccion 3.3.6.1.

4.3.6.6.2.  Poder reductor

El poder reductor (PR, mg de equivalentes de 4cido ascorbico (EAA) mL-! digesto) de los polvos
EWPn—AE—PAMii, antes y después de la digestion gastrica e intestinal fue determinada por espectroscopia
de acuerdo con Cian y col. (2015) (172), siguiendo algunas modificaciones. Un volumen de 0,2 mL de
muestra fue adicionado a 0,5 mL de buffer fosfato 0,2 M (pH 6,6) y 0,5 mL de solucion de ferricianuro de
potasio 1% m/v. La mezcla fue incubada a 50°C durante 20 min y, posteriormente, 0,5 mL de una solucion
de 4cido tricloroacético al 10% m/v fue adicionada. Luego, se centrifug6 a 8.000 g durante 5 min a 25°Cy
1,0 mL de sobrenadante fue mezclado con 0,2 mL de cloruro férrico 0,1% m/v y 1 mL de agua desionizada.
La mezcla se mantuvo en oscuridad a 50°C durante 10 min y, una vez transcurrido el tiempo
correspondiente, la ABS fue determinada a 700 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305
(Reino Unido). Como controles, el polvo EWPn—PAMii,ry TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) antes
y después de la digestion gastrica ¢ intestinal fueron evaluados mediante la misma metodologia. Por otro
lado, el mismo volumen de agua desionizada en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion
del control negativo y el mismo volumen de agua desionizada en reemplazo de la muestra y en reemplazo
del cloruro férrico fue adicionado para la preparacion del blanco. Las determinaciones fueron llevadas a
cabo a 25°C y realizadas por triplicado. Los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de
acido ascorbico (EAA) mL-! digesto, utilizando una curva de calibrado de acido ascorbico (Sigma-Aldrich,

Estados Unidos) como reactivo standard en un rango de concentracion de 0,01 a 0,10 g L.

4.3.6.7. Actividad antidiabética

4.3.6.7.1.  Actividad inhibitoria de a-amilasa

La actividad inhibitoria de a-amilasa (Aami, ICso expresado como pug AE mL™' y como mg proteina
mL-!) de los polvos EWPn—AE-PAM;i.r después de la digestion gastrointestinal in vitro fue determinada
segun el método previamente descripto por Donkor y col. (2012) (341). Para ello, un volumen de 100 pL
de muestra fue adicionado a 100 pl. de a-amilasa de pancreas porcino (A3306, Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) (23 U mg™! s6lido) y la mezcla fue incubada a 37°C durante 5 min. Posteriormente, un volumen de
250 pLL de una solucioén de almidon en buffer fostato (pH 6,8) 1% m/v fue afiadido como sustrato para
comenzar la reaccion, la cual fue llevaba a cabo a 37°C durante 5 min. Una vez transcurrido el tiempo
correspondiente, un volumen de 200 pl. de reactivo formado por acido 3,5-dinitrosalicilico (D0550,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1% m/v y tartrato de sodio y potasio 12% m/v en NaOH 0,4 M, fue
adicionado a la mezcla con el objetivo de interrumpir la reaccion enzimatica. Luego, la mezcla fue calentada

a 100°C durante 15 min, diluida con 2 mL de agua desionizada y colocada en bafio de hielo. Como controles,
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el polvo EWPn—PAM;, y TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) después de la digestion
gastrointestinal in vitro fueron evaluados mediante la misma metodologia. Por otro lado, el mismo volumen
de agua desionizada en reemplazo de la muestra fue adicionado para obtener el blanco de muestra y el
mismo volumen de buffer en reemplazo de la solucion de almidén fue adicionado para obtener el blanco de
reactivo. La ABS de la mezcla de reaccion fue determinada a 540 nm utilizando un espectrofotémetro
Biochrom Asys UVM-340 (Reino Unido). Todas las mediciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas

por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de a-amilasa (L.mi, %) fue calculado como:

I = (ABSE—ABSBR)—((ABSp—ABSpM)—ABSBR
ami (ABSg—ABSER)

x 100 (Ecuacion 28),

donde ABSk es la ABS de la enzima, ABSgr corresponde a la ABS del blanco de reactivo, ABSy es la ABS

de la muestra y ABSgwm representa la ABS del blanco de muestra.

Ademas, para determinar la A.mi se obtuvo el valor de ICso, definido como la concentracion de
muestra necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima, segun Cian y col. (2022) (342). En
primer lugar, se prepararon diluciones seriadas de las muestras de 0 a 12 ug AE mL'y de 0 a 6 mg proteina

mL-!. Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados seglin la ecuacion:
y =Yo +AxexpR®  (Ecuacion 29),

dondey es la tasa de inhibicidn, yo, Ay Ry son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.

Por ultimo, el valor de ICsy fue obtenido como:

(50-2D) :
ICs50 = In— 4 (Ecuacién 30),
0
donde yo, A y Ro son parametros de regresion.
4.3.6.7.2.  Actividad inhibitoria de o-glucosidasa

La actividad inhibitoria de a-glucosidasa (Agw, ICso expresado como pug AE mL!' y como mg proteina
mL") de los polvos EWPn—AE-PAM;or después de la digestion gastrointestinal in vitro fue determinada
segun el método previamente descripto por Donkor y col. (2012) (341). En primer lugar, la enzima
a-glucosidasa (G5003, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (1 U mL™") fue disuelta en 100 pL de buffer fosfato
de potasio 0,1 M (pH 6,8), a la cual se le afiadié un volumen de 50 pL. de muestra. La mezcla fue incubada
a 37°C durante 10 min y, posteriormente, se adicion6 el sustrato p-nitrofenol 5 mM a partir de 50 pL. de
reactivo pNPG (N1377, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). La reaccion enzimatica fue llevada a cabo a 37°C
durante 30 min y detenida mediante el agregado de 1 mL de Na,CO; 0,1 M. Como controles, el polvo

EWPn—PAMiiory TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) después de la digestion gastrointestinal in vitro
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fueron evaluados mediante la misma metodologia. Por otro lado, ¢l mismo volumen de buffer fosfato de
potasio 0,1 M en reemplazo de la muestra y en reemplazo del sustrato fue adicionado para la preparacion
del control y del blanco, respectivamente. La liberacion de p-nitrofenol se determiné midiendo la ABS de
la mezcla a 400 nm, utilizando un espectrofotometro Biochrom Asys UVM-340 (Reino Unido). Todas las

determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa (I, %) fue calculado como:

ABS, —ABS e
Iglu — (1 _ muestra blanco) x 100 (Ecuacmn 31)’
ABScontrol

donde ABSmuestra €5 1a ABS de la muestra, ABSpianco representa la ABS del blanco y ABScontrol €5 1a ABS del

control.

Ademas, para determinar la A, se obtuvo el valor de ICs, definido como la concentracion de
muestra necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima, segun Cian y col. (2022) (342). En
primer lugar, se prepararon diluciones seriadas de las muestras de 0 a 12 uyg AE mL ™!y de 0 a 6 mg proteina

mL . Los datos experimentales obtenidos fueron ajustados segtin la ecuacion:
y =Yyo+AxexpR*  (Ecuacion 32),

dondey es la tasa de inhibicidn, yo, Ay Ro son parametros de regresion, y x es la concentracion de muestra.

Por ultimo, el valor de 1Cs fue obtenido como:

_Yo
(50-2
Ro

ICso = In (Ecuacion 33),

donde yo, A y Ry son parametros de regresion.

4.3.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de todas las determinaciones analiticas se realizd por medio de
andlisis de variancia (ANOVA), utilizando el sofiware R con interfaz RStudio version 1.4.1717. Las
diferencias significativas entre medias fueron determinadas utilizando test LSD con 95% de confianza
(p<0,05). Para determinar los parametros derivados del ajuste de modelos matematicos se utilizo el sofiware

Origin version 8.0724.
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Caracterizacion de coacervados EWPn—-AE-PAM

4.4.1.1. Comportamiento de fase

Con el objetivo de obtener informacion acerca del proceso de formacion del complejo proteina-PS,
se llevo a cabo un analisis de comportamiento de fase dependiente del pH de la solucidon acuosa. Para ello,
los coacervados EWPn—AE-PAM fueron evaluados en términos de la ABS a 400 nm, el potencial Cy la
apariencia visual a 0 y 24 h luego de su obtencion. Las soluciones de PAM y EWPn y los nanocomplejos

EWPn-AE también fueron examinados a modo de control.

En primer lugar, la Fig. 11A muestra la ABS a 400 nm en funcion del pH del medio acuoso,
comenzando en el valor de pH 2.0 e incrementandose cada 0,5 unidades hasta el valor de pH 7.0, para los
sistemas PAM, EWPn, EWPn—TOM, EWPn—-ORE, EWPn-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM. Como se
puede observar, la ABS de PAM resultdo cercana a cero en todo el rango de pH evaluado, y este
comportamiento fue consistente con su apariencia visual, evidenciada en la Fig. 12. Del mismo modo, Tian
y col. (2023) (343) informaron que una solucién de PSs de origen fungico (de concentracion 0,1% m/m)

no exhibid turbidez en el rango de pH 2,0-7,0.

Por otro lado, la solucion de EWPn y los nanocomplejos EWPn—TOM y EWPn—ORE evidenciaron
curvas similares en el grafico de ABS en funcién del pH, presentando bajos valores en los rangos de pH
2,0-3,0 y 6,0-7,0 (Fig. 11A). A partir de la Fig. 12 se puede observar que estas soluciones permanecieron
traslicidas en los rangos de pH 2,0-3,0 y 6,5-7,0.

Tanto en la curva de EWPn como en la de los nanocomplejos EWPn—AE, los valores de ABS
aumentaron en el rango de pH 3,5-5,5, evidenciando un pico a pH 5,0 (Fig. 11A). Por otro lado, en el ensayo
de apariencia visual se exhibio un aumento de la turbidez entre los valores de pH 3.5 y 6,0, lo que sugiere
la presencia de entidades macromoleculares mas grandes (Fig. 12). Este comportamiento podria ser
atribuido al pl de la principal proteina de EWP (OVA), registrado en pH 4,7, aproximadamente (232). Bajo
esta condicion, la reduccion de la carga neta de la proteina promoveria asociaciones macromoleculares,

incrementando el tamafio de particula (343).

Es importante destacar que la encapsulacion de AE en EWPn no alterd el valor del pl, lo que sugiere
que el comportamiento de los nanocomplejos EWPn—AE estaria gobernado por la nanoparticula proteica.
Sin embargo, EWPn precipit6 en el rango de pH de 4,0 a2 5,0 luego de 24 h, mientras que los nanocomplejos
EWPn-TOM y EWPn—ORE exhibieron también un precipitado a pH 5,5 (Fig. 12). Este fenomeno podria
resultar de las asociaciones macromoleculares causadas por una disminucion en la carga neta de la

nanoparticula proteica.

Por otro lado, los sistemas EWPn—-TOM—-PAM y EWPn—ORE-PAM exhibieron curvas de ABS en

funcion del pH similares, con un pico a pH 3,0, seguido por una disminucion gradual de los valores de ABS

150



CAPITULO 2

hasta pH 7,0 (Fig. 11A). Este comportamiento sugiere la inducciéon de la coacervacion compleja o
separacion de fase asociativa a valores de pH bajos, donde la interaccion entre los biopolimeros es dptima
y la neutralizacion de las cargas conduce al punto de maxima ABS (pH 3.0) (343). Ademas, este analisis
evidencio la dependencia del pH en la formacion de los coacervados EWPn—AE-PAM, reflejando su
potencial para experimentar procesos de transiciones de fase compleja e interacciones entre los

componentes en solucion acuosa.
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Figura 11. Absorbancia a 400 nm (A) y potencial { (B) como funcién del pH del medio acuoso para PAM (m),
EWPn (o), EWPn—-TOM (A), EWPn—ORE ("), EWPn—-TOM-PAM (<) y EWPn—ORE-PAM (»). Condiciones
experimentales: concentracion de proteina 0,1% m/v, concentracion de PS 0,05% m/v. Resultados expresados como

promedio + desviacion estandar.

La Fig. 11B muestra el potencial { (expresado en mV) en funciéon del pH del medio acuoso,
comenzando en el valor de pH 2,0 e incrementandose cada 0,5 unidades hasta el valor de pH 7,0, para los
sistemas PAM, EWPn, EWPn—TOM, EWPn—-ORE, EWPn-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM. Como se
puede observar, la solucion de PAM evidencio los valores de potencial { mas bajos en todo el rango de pH

evaluado, lo cual se corresponde con la naturaleza anionica de este PS (232).

Tanto la solucion de EWPn como los nanocomplejos EWPn—TOM y EWPn—ORE exhibieron valores
de potencial { positivos en el rango de pH 2,0-4,5 y negativos en el rango 5,0-7,0 (Fig. 11B). Esta transicion
en el signo del potencial { (indicando carga neta cero) reflejaria el pI de los sistemas, el cual resulto cercano
a pH 5,0 en todos los casos. Asimismo, el valor aproximado del pl fue el esperado segun las observaciones

derivadas de la Fig. 12, discutida anteriormente.

Por otro lado, los sistemas EWPn—-TOM—PAM y EWPn—ORE-PAM presentaron valores de potencial
{ intermedios, siendo menores que los valores de los controles EWPn, EWPn—TOM y EWPn—ORE, pero

mayores que el control de PAM (Fig. 11B). Este comportamiento sugiere que los grupos carboxilo anionicos
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de PAM estarian siendo neutralizados por los grupos amino cationicos de EWPn y EWPn—AE. Ademas, las
curvas de potencial { de los sistemas EWPn—AE-PAM siguieron una tendencia similar a aquella exhibida
por la solucion de PAM, indicando que PAM gobernaria el comportamiento general de dichos sistemas en

el rango de pH evaluado.

Luego de 24 h de la obtencidn de los coacervados EWPn—TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM, se pudo
apreciar un precipitado en el rango de pH 2,0-3,0 (Fig. 12). Cuando ¢l valor de pH fue superior a 3,0, las
soluciones presentaron elevada turbidez, la cual disminuyd gradualmente hasta que las soluciones se
tornaron traslicidas a valores de pH mayores a 6,0. Este fendmeno de precipitacion bajo la condicion de
pH mencionada confirmaria la formacion de coacervados complejos de tamafio considerable, resultantes

de las interacciones asociativas que existirian entre los biopolimeros (343).

Finalmente, es importante destacar que la naturaleza quimica de los compuestos presentes en los AEs
(TOM y ORE) no influiria (o lo haria en baja medida) en el comportamiento de fase dependiente del pH de
los coacervados EWPn—AE-PAM. Ademas, el andlisis del comportamiento de fase permitié establecer la
condicion mas favorable para la obtencion de precipitados que contengan alta concentracion de coacervados

EWPn—AE-PAM, la cual se correspondid con un valor de pH de 3.0.
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Figura 12. Apariencia visual de PAM (A), EWPn (B), EWPn—TOM (C), EWPn—ORE (D), EWPn—-TOM-PAM (E) y
EWPn-ORE-PAM (F) en funcion del pH del medio acuoso luego de 0 y 24 h de preparacion. Condiciones

experimentales: concentracion de proteina 0,1% m/v, concentracion de PS 0,05% m/v.

4.4.1.2. Microscopia

Lamicroscopia dptica es una valiosa herramienta que permite determinar caracteristicas estructurales
generales de sistemas biopoliméricos. Numerosos autores han estudiado la formacion de complejos

proteina-PS mediante la observacion de imagenes obtenidas por microscopia optica (344-346).

La Fig. 13 corresponde a imagenes de microscopia Optica a 100x de los coacervados
EWPn—-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM, y del coacervado control EWPn—PAM, a pH 3,0. Como se puede
observar, las particulas del control EWPn—PAM tendieron a agregarse y presentaron formas variadas e
irregulares, con dimensiones menores a 20 um. Ademas, su estructura interna resulté compacta, la cual se
encontr6 rodeada por una pared mas clara. Del mismo modo que en la seccion anterior, estas observaciones
sugieren la formacion de coacervados complejos con una organizacion definida, mediada por interacciones

electrostaticas atractivas y puentes de hidrogeno entre EWPny PAM (347-349).

Contrariamente, los coacervados EWPn—AE-PAM presentaron morfologia mas esférica y menos

agregacion con respecto al control EWPn—PAM (Fig. 13). Nuevamente, se observo una estructura interna
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compacta rodeada por una pared mas clara. Interesantemente, esta pared resulté mas definida en ambos
coacervados EWPn—AE-PAM que en el caso del coacervado control. Las diferencias mencionadas podrian
ser atribuidas a la presencia de AE encapsulado, el cual podria modificar la estructura y comportamiento
coloidal de los coacervados complejos a través de interacciones adicionales con los componentes del
sistema (44). Por otro lado, se pudo apreciar que los componentes de TOM y ORE, de distinta naturaleza

quimica, no afectaron sustancialmente la microestructura de los coacervados complejos.

Ademas, la caracterizacion estructural de los coacervados EWPn—AE-PAM analizada a través de
imagenes de microscopia Optica fue complementada utilizando AFM. La AFM es una técnica avanzada de
microscopia empleada frecuentemente para proporcionar informacion acerca del tamafio, la morfologia y

la topografia de la superficie de distintas nanoparticulas (350).

En la Fig. 13 se presentan las imagenes topograficas obtenidas por AFM de los coacervados
EWPn-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM, y del coacervado control EWPn—PAM, a pH 3,0. Como se puede
observar, los coacervados EWPn—AE-PAM evidenciaron mayor altura (cerca de 30,0 nm) que el
coacervado control (19,4 nm). Este fenomeno podria deberse a la incorporacion de AE (TOM y ORE) en

EWPn-PAM.

De este modo, ambas técnicas microscopicas fueron efectivas para describir aspectos estructurales y

morfoldgicos de los coacervados complejos obtenidos en el presente trabajo.
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Figura 13. Imagenes de microscopia optica a 100x (A, C, E) y de topografia por AFM (B, D, F) de los sistemas
EWPn-PAM, EWPn-TOM-PAM y EWPn-ORE-PAM examinados a pH 3,0.

4.42. Modulacion de la expresion génica en células Caco-2

4.4.2.1. Viabilidad celular

La expresion de genes claves en el transporte de glucosa hacia el interior de los enterocitos y el
torrente sanguineo puede ser evaluada en cultivos de células Caco-2. Este método, como todos aquellos

basados en cultivo celular, exige que se lleve a cabo un ensayo previo de viabilidad celular a fin de
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corroborar que las muestras a analizar no presenten efecto citotoxico en las concentraciones utilizadas y, de

este modo, establecer las condiciones 6ptimas de cultivo.

La Fig. 14 muestra la viabilidad celular de células Caco-2 en presencia de los sistemas EWPn,
EWPn-TOM, EWPn—ORE, EWPn—PAM, EWPn—-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM diluidos 1/10, 1/20 y
1/200, determinada mediante el ensayo MTT. Como se puede observar, ninguno de los sistemas evaluados
resulto citotdxico para las células Caco-2 independientemente de la concentracion ensayada, con excepcion
del sistema EWPn—ORE, que afect6 de manera significativa la viabilidad de las células inicamente para la
dilucion 1/10 (Fig. 14A). En este caso, la relacion de ABS result6 0,16 £ 0,01, es decir que solo un 16% de
las células cultivadas permanecieron viables luego de ser incubadas en presencia de EWPn—ORE durante
72 h. Cabe mencionar que cuando ORE se encontrd encapsulado en EWPn—PAM la viabilidad celular no
fue afectada. Este comportamiento confirmaria la proteccion del nanocomplejo EWPn—ORE mediante la
deposicion electrostatica de PAM sobre su superficie y sugeriria una liberacion controlada de ORE (327).
De forma consistente, de Oliveira y col. (2019) (351) observaron que la viabilidad celular de fibroblastos
incubados en presencia de trans-cinamaldehido, geraniol y eugenol encapsulados en nanoparticulas de
zeina fue mayor respecto a cuando estuvieron incubados frente a los mismos compuestos sin encapsular.
Los autores sefialaron que la matriz proteica fue capaz de modular la cantidad de tramns-cinamaldehido,

geraniol y eugenol libre que provocaria los efectos citotdxicos.

Finalmente, la viabilidad celular no fue afectada cuando las células Caco-2 fueron incubadas en

presencia del control de etanol (dilucion 1/10) durante 72 h (Fig. 14A).
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Figura 14. Viabilidad celular de células Caco-2 incubadas en presencia de los sistemas EWPn (=), EWPn—TOM (m),
EWPn-ORE (=), EWPn—-PAM (m), EWPn—-TOM-PAM (m) y EWPn—ORE-PAM (m) diluidos 1/10 (A), 1/20 (B) y
1/200 (C) expresada como una relacion de ABS medidas a 550 nm. Etanol (m) fue utilizado como control de solvente
(dilucién 1/10). Cada barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

4.4.2.2. Expresion génica de SGLTI y GLUT2

Los genes SLC5A1 y SLC2A2 son centrales en el mecanismo de absorcion de la glucosa ingerida, y
su implicancia en la fisiopatologia de la DM2 ha sido ampliamente estudiada. Ambos codifican a
importantes proteinas transportadoras de glucosa denominadas SGLT1 y GLUT2 (50). Por este motivo, la
evaluacion de la expresion génica de SGLT1 y GLUT2 en enterocitos resulta fundamental para identificar

el mecanismo de accion mediante el cual los AEs podrian ejercer un efecto antidiabético.

En la Fig. 15 se muestra la expresion relativa de SGLT1 y GLUT2 en células Caco-2 evaluadaa 6y
24 h de incubacién en presencia de los sistemas EWPn, EWPn—-TOM, EWPn—ORE, EWPn-PAM,
EWPn-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM diluidos 1/25 (dilucién seleccionada a partir de los resultados
obtenidos en el ensayo previo de viabilidad celular, Seccion 4.4.2.1). Los niveles de expresion,

normalizados al gen de actina (gen normalizador), refieren a las células incubadas en presencia de DMEM.

157



CAPITULO 2

Como se puede observar, el nivel de expresion relativa de los genes SGLT1 y GLUT2 dependio tanto del
sistema evaluado como del tiempo de incubacion de las células. En primer lugar, el nivel de expresion de
SGLT1 fue altamente inducido por los sistemas EWPn—ORE y EWPn—PAM luego de 6 h de incubacion,
mientras que los sistemas EWPn, EWPn—-TOM, EWPn—-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM provocaron una
disminucion en la expresion del gen al cabo del mismo tiempo (Fig. 15A). Ademas, no hubo diferencias
significativas (p<0,05) entre estos sistemas que disminuyeron la expresion de SGLT1, aunque la expresion
relativa de EWPn—ORE-PAM (0,15 + 0,01) resultd notablemente menor que la expresion relativa de EWPn,
EWPn-TOM y EWPn-TOM-PAM (0,79 + 0,09, 0,60 £+ 0,08 y 0,88 + 0,15, respectivamente). Una vez
transcurridas 24 h de incubacion, las células incubadas en presencia de EWPn—TOM aumentaron
notablemente el nivel de expresion de SGLT1 (12,97 £ 0,76), mientras que la expresion relativa de
EWPn—PAM y EWPn—-TOM-PAM (0,64 + 0,02 y 0,45 £+ 0,05, respectivamente) disminuyo6 respecto al
nivel expresado luego de 6 h de tratamiento (Fig. 15B).

Por otro lado, practicamente no se observé modulacion de la expresion de GLUT2 por parte de los
sistemas EWPn y EWPn—TOM-PAM (0,92 + 0,29 y 1,30 + 0,19, respectivamente) en células incubadas
durante 6 h, mientras que el nivel de expresion de dicho gen fue notablemente incrementado en células
incubadas en presencia de EWPn—ORE y EWPn—-PAM (15,04 = 1,51 y 29,45 + 0,63, respectivamente) al
cabo del mismo tiempo (Fig. 15C). Contrariamente, GLUT2 fue expresado en bajos niveles cuando las
células fueron enfrentadas a los sistemas EWPn—TOM y EWPn—ORE-PAM (0,43 + 0,11 y 0,22 + 0,01,
respectivamente) durante 6 h. Sin embargo, cuando las células se incubaron durante 24 h se observé el
mismo comportamiento que en el analisis de la expresion de SGLT1. En este caso, la expresion relativa de
GLUT2 aumento6 considerablemente cuando las células fueron incubadas en presencia de EWPn—TOM
hasta alcanzar un valor de 9,28 + 0,88, mientras que los niveles de expresion inducidos por EWPn—PAM y
EWPn-TOM-PAM (0,37 £ 0,16 y 0,49 + 0,12, respectivamente) disminuyeron notablemente respecto al
nivel expresado luego de 6 h de tratamiento (Fig. 15D).

Ademas, la expresion de SGLT1 y GLUT2 en células Caco-2 fue altamente inducida por el etanol
(control de solvente), fundamentalmente luego de 6 h de incubacion. Este comportamiento podria deberse
a un efecto agudo del etanol residual como modulador transitorio de la permeabilidad y sefializacion celular
en enterocitos (352). Sin embargo, ninguno de los sistemas evaluados exhibié tal efecto, lo que podria
sugerir que una fraccion o la totalidad del etanol empleado en la obtencion de los sistemas podria haberse
evaporado en cualquiera de las etapas de produccion, o bien permanecer entrampado dentro de la matriz,

evitando su interaccidn con las células.

A partir de estos resultados, fue posible observar que el sistema EWPn—ORE-PAM presentd un
destacado efecto inhibidor de la expresion de SGLT1 y GLUT2 en células Caco-2, luego de 6 y 24 h de

incubacion. Asi, los valores de expresion relativa de estos genes resultaron notablemente menor al valor de
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referencia en ambas condiciones de tiempo de incubacidon unicamente cuando las células fueron enfrentadas

al sistema EWPn—ORE-PAM.

Finalmente, los bajos niveles de expresion de ambos genes observados para los sistemas
EWPn—-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM luego de 24 h de incubacidn, y los altos niveles inducidos por
EWPn-TOM y EWPn-ORE, confirmarian nuevamente la proteccion de los nanocomplejos EWPn—AE
mediante la deposicion electrostatica de PAM sobre su superficie. Ademas, el PS promoveria la liberacion

controlada del AE, atenuando la interaccion con los componentes de las vias de sefializacion.
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Figura 15, Expresion relativa de SGLT1 evaluadaa 6 h (A) y 24 h (B) y de GLUT2 evaluada a 6 h (C) y 24 h (D) en
células Caco-2 incubadas en presencia de los sistemas EWPn (m), EWPn-TOM (m), EWPn—ORE (=),
EWPn—PAM (m), EWPn—-TOM-PAM (m) y EWPn—ORE-PAM (m). Etanol (m) fue utilizado como control de solvente.
Cada barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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4.4.3. Obtencion de polvos EWPn—AE-PAM;;o¢

4.4.3.1. Recuperacion de solidos

La recuperacion de solidos (RS), expresada como %, de los polvos EWPn—-TOM-PAMif y
EWPn—ORE-PAM;ior y del polvo control EWPn—PAM;ior se presenta en la Tabla 12. Como se puede
observar, el polvo que encapsuld TOM evidenci6 una RS significativamente mayor (p<0,05) que el polvo
que encapsuld ORE (60,95 £ 4,41 y 51,40 + 6,94%, respectivamente). Sin embargo, los valores de RS de
EWPn-TOM-PAM;ior y EWPN—ORE—PAM;;or resultaron significativamente menores (p<0,05) que el valor
del polvo control EWPn—PAMiier (97,30 £ 0,90%). Este comportamiento indicaria que la cantidad de polvo
recuperada tras la liofilizacion de los coacervados complejos estaria influenciada por la presencia o ausencia

de AE encapsulado y, en el caso de polvos con AE incorporado, por el tipo especifico de AE encapsulado.

Tabla 12, Valores de RS (%) correspondientes a los polvos EWPn—TOM-PAMiisr, EWPn—ORE—PAMiier v al polvo
control EWPn—PAMiior. Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Polvo RS (%)
EWPn—PA My 97,30 £ 0,902
EWPn-TOM-PAMi;¢ 60,95 +4,41°
EWPn—-ORE-PAMi;os 51,40 £ 6,94¢

4.4.4. Digestion gastrointestinal in vitro de polvos EWPn—AE—PA Mot

4.44.1. SDS-PAGE

Una vez que los polvos EWPn—AE—-PAM;;r fueron sometidos al proceso de digestion gastrointestinal

in vitro, se llevo a cabo el andlisis de los digestos obtenidos mediante SDS-PAGE.

La Fig. 16 muestra el gel obtenido a través de SDS-PAGE correspondiente a los polvos
EWPn—-TOM-PAM;ior y EWPn—ORE-PAMj;or antes (inicial) y después de la digestion gastrica e intestinal
in vitro. El polvo control EWPn—PAM;ir fue evaluado del mismo modo y, ademds, se agregaron los
controles FGS + pepsina (FGS en la Fig. 16) y FIS + pancreatina + SB (FIS en la Fig. 16). Como se puede
observar, el control FGS + pepsina exhibio una delgada banda de aproximadamente 60 kDa, la cual
corresponderia a la pepsina. Asimismo, el control FIS + pancreatina + SB evidencié una banda de PM

similar pero mayor intensidad, la cual corresponderia a la pancreatina (320).
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Antes de la digestion in vitro, los polvos EWPn—AE-PAM;ir y el polvo control EWPn—PAMiif
exhibieron una delgada banda que no ingresé al gel. Este comportamiento sugiere que los coacervados

presentarian gran tamafio y, por lo tanto, permanecen en el gel de apilamiento.

EWPN-PAM inicial
MPM (kDa)
EWPN-TOM-PAM inicial
EWPN-ORE-PAM inicial
EWPN-PAM FGS
EWPN-TOM-PAM FGS
EWPN-PAM FIS
EWPN-TOM-PAM FIS
EWPN-ORE-PAM FIS
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Figura 16. SDS-PAGE para EWPn—PAMjiot, EWPn—TOM—-PAMjior y EWPn—ORE-PAMj;or antes (inicial) y después
de la digestion gastrica e intestinal. Las enzimas pepsina (FGS) y pancreatina + sal biliar (FIS) fueron incluidas como

control. MPM: marcador de peso molecular en kDa.

Por otro lado, la Fig. 17 muestra el gel obtenido a través de SDS-PAGE correspondiente a EWPn
antes (inicial) y después de la digestion géstrica (FGS) e intestinal (FIS) in vitro. Como se puede observar,
EWPn sin digerir (inicial) evidencié un comportamiento similar a EWPn—AE-PAMiior y EWPn—PAMiior
bajo la misma condicion, presentando una banda en el gel de apilamiento que no fue capaz de ingresar al
gel separador. Esto fue consistente con lo reportado por Visentini y col. (2020) (320), quienes observaron
que nanoparticulas de OVA obtenidas mediante tratamiento térmico no ingresaron al gel separador debido

a su tamano.

El polvo control EWPn—PAM;ior sometido a digestion gastrica evidencié dos comportamientos (Fig.

16). En primer lugar, exhibi6 una banda en el gel de apilamiento, indicando que esa fraccion proteica no
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fue capaz de ingresar al gel separador. En segundo lugar, se observo una tincion difusa abarcando todo el
rango de PMs, sin la presencia de bandas definidas. Esto indicaria la existencia de particulas biopoliméricas
de gran tamafio atn posteriormente a la digestion gastrica, sugiriendo que PAM protegeria de forma parcial
a EWPn de la hidrolisis provocada por la pepsina. Bajo condiciones gastricas (pH 3), PAM presentaria
carga neta negativa mientras que EWPn carga neta positiva, tal como fue evaluado en la Fig. 11B. De este
modo, las interacciones electrostaticas asociativas entre ambos biopolimeros harian que EWPn se encuentre
menos susceptible a la hidrolisis por pepsina (353,354). Sin embargo, la tincion que abarcd desde altos
hasta bajos PMs sugiere que una fraccion de EWPn habria sido parcialmente digerida, liberando fragmentos

de polipéptidos.

Como se puede observar en la Fig. 17, EWPn sometida a digestion gastrica presentd un
comportamiento similar al polvo control EWPn—PAMiir. En este caso, la modificacion estructural que sufre
la proteina debido al tratamiento térmico (desnaturalizacidon y agregacion) incrementaria la accesibilidad
de la pepsina a los sitios de clivaje en la digestion enzimdtica (118,355). Es importante resaltar que la
deposicion electrostatica de PAM sobre la superficie de EWPn otorgaria solo proteccion parcial contra la

accion de la pepsina gastrica.

Luego de la digestion gastrica, los polvos EWPn—AE-PAMii.r exhibieron un comportamiento similar

al polvo control EWPn—PAMyi,¢ bajo las mismas condiciones (Fig. 16).

Por otro lado, el polvo control EWPn—PAM;ior sometido a digestion intestinal evidencio una banda
definida cerca de los 60 kDa, la cual podria corresponder a la pancreatina, y dos bandas delgadas mas tenues
de 13 y 29 kDa, aproximadamente (Fig. 16). La presencia de estas bandas definidas sugiere que ciertos

fragmentos de polipéptidos resistirian al proceso de digestion intestinal in vitro.

Al analizar la Fig. 17, se puede observar que EWPn no presentd bandas luego de la digestion
intestinal. Esto sugiere la hidrélisis completa de la nanoparticula o la generacion de péptidos pequefios
(menores a 12 kDa), los cuales no podrian ser retenidos por el gel. Otros autores también reportaron una
digestion completa al evaluar la digestion intestinal de nanoparticulas de OVA bajo condiciones similares
(118,320). Bajo condiciones intestinales (pH 7), ambos biopolimeros (EWPn y PAM) presentarian carga
neta negativa, segun lo discutido anteriormente (Fig. 11B). De este modo, se promoverian las interacciones
electrostaticas repulsivas entre la proteina y el PS y, consecuentemente, EWPn permaneceria expuesta a la
hidrdlisis por accion de la tripsina. Alternativamente, se podria considerar que las SB con alta actividad
superficial desplazarian al PS y desestabilizarian la conformacion de la proteina, acelerando la protedlisis

(354).

Nuevamente, los polvos EWPn-AE-PAMi,r sometidos a digestion intestinal exhibieron un
comportamiento similar al polvo control EWPn—PAMii,r bajo las mismas condiciones (Fig. 16). Por su
parte, Xiang y col. (2020) (356) desarrollaron sistemas OVA-pectina para encapsular vitamina D3 y

evaluaron su comportamiento luego de la digestion gastrointestinal in vifro, obteniendo resultados
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comparables con los del presente trabajo. A partir del analisis de SDS-PAGE, los autores concluyeron que
el PS se asociaria a los aminoacidos hidrofobicos del nticleo proteico y generaria una capa protectora,

reduciendo de este modo la velocidad y el grado de digestion de la enzima.

Finalmente, es importante resaltar que la encapsulacion de los AEs (TOM y ORE) no influy6 en la
protedlisis del coacervado proteina-PS. Ademas, este fendomeno tampoco sufrio alteraciones al variar la
naturaleza quimica de los compuestos encapsulados. Estos resultados sugieren que el adecuado transporte
y liberacion de AEs en el organismo dependeria principalmente del comportamiento del coacervado

EWPn—PAM al ser sometido a la digestion gastrointestinal.

MPM (kDa)

EWPn inicial
" EWPn FGS
.EWPnN FIS

250
150

100
75

50

37
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Figura 17. SDS-PAGE para EWPn antes (inicial) y después de la digestion gastrica (FGS) e intestinal (FIS).

MPM: marcador de peso molecular en kDa.

4.4.4.2. Distribucion de tamario de particula y potencial {
El efecto de las condiciones del tracto gastrointestinal sobre las propiedades coloidales de los
coacervados desarrollados y la liberacion de los AEs encapsulados en ellos puede evaluarse determinando

el tamafio de particula y el potencial  luego de atravesar el proceso de digestion in vitro (321).

En la Fig. 18 se observan los graficos de PSDi y PSDv (expresados en %) correspondientes a los
polvos EWPn—TOM-PAMii0ry EWPn—ORE-PAMiir antes (inicial) y después de la digestion gastrica (FGS
+ pepsina) e intestinal (FIS + pancreatina + SB). El polvo control EWPn—PAMii,s y EWPn también fueron
evaluados del mismo modo y, ademas, se analizaron los controles FGS + pepsinay FIS + pancreatina + SB.

Sin embargo, los controles FGS y FIS no evidenciaron picos en el grafico PSDv (datos no mostrados), por
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lo que no fueron incluidos en la discusion de los resultados. Con el objetivo de facilitar el andlisis de los
resultados, los valores de du (expresados en nm) y sus correspondientes volumenes (expresados en

porcentaje) también fueron registrados (Tabla 13).

Como se observa en la Fig. 18B, el control EWPn exhibié una curva monomodal en el grafico de
PSDyv antes de la digestion gastrointestinal (pH 6). El pico se correspondio con un di de 21 £ 2 nm, el cual
representd un volumen del 98% (Tabla 13). Bajo esta misma condicion, el polvo control EWPn—PAMjiot
presentd un comportamiento diferente, exhibiendo una curva bimodal en el grafico de PSDv (Fig. 18B). El
du de la poblacion de particulas més pequefias resultdé de 146 = 50 nm (35%) y el de las particulas mas
grandes fue de 985 + 205 nm (64%). Debido a que PAM tiene un di de aproximadamente 900 nm, fue
posible deducir que la poblacion de mayor tamafio corresponderia al coacervado proteina-PS, mientras que
la presencia de una poblacion de menor tamafio podria atribuirse a la formacion de algunas asociaciones
macromoleculares secundarias entre EWPn y PAM (331,357). Ademas, este resultado fue consistente con
el andlisis de SDS-PAGE, en el cual se reportd que el coacervado proteina-PS fue retenido en el gel de

apilamiento debido a su gran tamafio (Fig. 16).
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Figura 18. Distribucidn de tamafio de particula (PSD) en funcion de la intensidad (%) (A) y del volumen (%) (B) para
EWPn (m), EWPn—PAMjor (m), EWPn—TOM—-PAM;ior (m) y EWPn—ORE-PAMiior (m) antes (inicial) y después de la

digestion gastrica (FGS + pepsina) e intestinal (FIS + pancreatina + sal biliar).

En la Fig. 19 se presenta el potencial { (expresado en mV) correspondiente a los polvos
EWPn—TOM-PAMiior y EWPn—ORE-PAMiir antes (inicial) y después de la digestion gastrica (FGS +
pepsina) e intestinal (FIS + pancreatina + SB). El polvo control EWPn—PAMj;.r, EWPn y PAM también
fueron evaluados del mismo modo y, ademés, se analizaron los controles FGS + pepsina y FIS + pancreatina
+ SB. Como se mencion6 anteriormente, los controles FGS y FIS no evidenciaron picos en el grafico de

PSDv (datos no mostrados), por lo que no fueron considerados en la discusion. Como se puede observar,
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antes de la digestion (pH 6) EWPn y PAM exhibieron valores de potencial { de -28,0 £ 1,0 mV y -19,2 +
0,6 mV, respectivamente, mientras que el polvo control EWPn—PAMj;er presentd un valor de potencial
negativo e intermedio a los dos anteriores (-24,9 + 0,2 mV), lo que sugiere la interaccion entre ambos

biopolimeros.

Por otro lado, el polvo EWPn—TOM-PAM;;or evidencié una curva bimodal en el grafico de PSDv
antes de la digestion (pH 6), con una poblacion de particulas de menor tamafio con diy de 60 + 7 nm (70%)
y otra de mayor tamafio cuyo du resulté de 328 + 47 nm (29%) (Fig. 18B y Tabla 13). El polvo
EWPn—ORE-PAM;j;or también exhibi6 una curva bimodal en el grafico de PSDv bajo las mismas
condiciones. Sin embargo, las poblaciones de particulas presentaron di de 83 + 9 nm (34%) y 844 + 220
nm (60%).

Antes de la digestion (pH 6), el potencial { de los polvos EWPn—AE-PAM;¢ fue de -27 mV,
aproximadamente. Este valor fue significativamente mas negativo (p<0,05) que el polvo control
EWPn-PAMiir, sugiriendo que las cargas en los AEs modificarian la interaccion entre EWPn y PAM (Fig.
19).

Las diferencias que existieron en la PSD de los polvos EWPn—AE-PAMii v el polvo control
EWPn—PAM;ior podrian deberse a las interacciones fisicoquimicas que ocurren entre los componentes
involucrados. Especificamente, la naturaleza quimica de los componentes de TOM y ORE podria ser un
factor determinante en la formacion de asociaciones macromoleculares entre los biopolimeros, lo que daria
lugar a modificaciones en la PSD. Ademas, las propiedades intrinsecas de cada AE determinarian el modo
de unién a EWPn, motivo por el cual el comportamiento coloidal de EWPn—TOM-PAMii,r habria resultado
diferente al de EWPn—ORE—-PAM;ir. De este modo, se resalta la importancia de considerar la naturaleza

quimica de los compuestos bioactivos al momento de disefiar y optimizar sistemas de encapsulacion.

Luego de la digestion gastrica (pH 3), EWPn evidenci6 una poblacion de particulas claramente
predominante (86%), con un dg de 37 + 13 nm (Tabla 13). Como se expone en la Tabla 13, no hubo cambios
significativos (p<0,05) en los valores de du de EWPn antes (inicial) y después de la digestion gastrica. Este
comportamiento seria inconsistente con el analisis de SDS-PAGE, en el cual se evidenciaron bandas no
definidas luego de la digestion gastrica de EWPn (Fig. 17). Sin embargo, se debe considerar que ciertas
diferencias experimentales entre ambas técnicas pueden conducir a resultados diferentes. Como puede
observarse en la Tabla 13, la digestion gastrica de EWPn present6 una poblacion minoritaria de particulas
con dy de 249 + 34 nm (11%), la cual podria ser el resultado de asociaciones entre fragmentos de péptidos

(interacciones hidrofobicas, principalmente).

Al evaluar el polvo control EWPn—PAMiis¢ luego de la digestion géstrica (pH 3), se observo una
curva monomodal en el grafico de PSDv, cuya poblacion de particulas evidencio un di de 919 £ 90 nm
(94%) (Fig. 18B y Tabla 13). Nuevamente, las diferencias con el analisis de SDS-PAGE sugieren que este

pico podria corresponder a asociaciones entre fragmentos de péptidos de bajo PM. Ademas, bajo esta
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condicion de pH EWPn obtuvo un valor de potencial { positivo (18,2 + 0,4 mV), mientras que PAM exhibi
un valor negativo (-11,1 £ 0,6 mV), por lo que el pico en la PSDv podria deberse también a las interacciones
electrostaticas (atraccion) entre estos biopolimeros, las cuales no ocurririan en el gel debido a las

condiciones propias de la técnica.

Por otro lado, los polvos EWPn—AE-PAM;;er sometidos a digestion gastrica (pH 3) evidenciaron un
comportamiento similar al polvo control EWPn—PAMjor (bajo las mismas condiciones) en el grafico de
PSDv (Fig. 18B). En este caso, los valores de du de EWPn—TOM—-PAMiior y EWPn—ORE-PAMiior
resultaron 998 £+ 60 nm (97%)y 972 + 50 nm (98%), y no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre ellos
(Tabla 13).

Luego de la digestion gastrica (pH 3), tanto los polvos EWPn—AE-PAMiior como el polvo control
EWPn—PAM;ior exhibieron valores de potencial ¢ cercanos a -10 mV, sugiriendo que PAM determinaria la
carga eléctrica de los digestos (Fig. 19). Estos resultados indicarian que la incorporacion de los AEs no
influiria sobre el comportamiento coloidal del coacervado proteina-PS durante la digestion géastrica.
Ademas, dado que los polvos EWPn—AE—PAMii.r no presentaron variaciones significativas (p<0,05) en su
du respecto al polvo control EWPn—PAMii.r, se podria considerar la estabilidad coloidal del coacervado

cuando vehiculiza AE a nivel géstrico.

Finalmente, la PSD de EWPn fue evaluada luego de la digestion intestinal (pH 7), evidenciando una
poblacion de particulas claramente predominante con un di de 181 + 14 nm (87%) (Tabla 13). El aumento
de tamafio con respecto a la condicion inicial podria deberse a asociaciones entre fragmentos de
polipéptidos hidrofobicos generados a partir de la proteolisis enzimética. Sin embargo, estas asociaciones
no se observaron en el gel de SDS-PAGE, ya que bajo condiciones intestinales EWPn no presentd bandas
(Fig. 17). Este fenémeno sugiere que los péptidos de bajo PM que no pudieron ser retenidos en el gel
separador sélo podrian interactuar y formar ensamblados mas grandes en la técnica de DLS. Otros autores
informaron resultados similares luego de la digestion de nanoparticulas de OVA obtenidas mediante

tratamiento térmico (320,358).

Como se puede observar en la Fig. 18B, el polvo control EWPn—PAM;;er exhibié una PSDv bimodal
bajo condiciones intestinales (pH 7). La poblacion de particulas que presentd el mayor volumen (67%)
evidencio un di de 139 + 3 nm, mientras que el du de la poblaciéon con menor volumen (32%) result6 de
961 + 63 nm (Tabla 13). El comportamiento coloidal del polvo control EWPn—PAMiier luego de la digestion
intestinal fue similar al que presentd antes del proceso de digestion, pero difirio sustancialmente del
comportamiento expuesto bajo condiciones gastricas. Los picos observados en la Fig. 18B podrian
corresponder a PAM, asociaciones entre PAM y péptidos derivados de la proteodlisis de EWPn, o

asociaciones entre fragmentos de polipéptidos.

En el caso de los polvos EWPn—AE-PAMiif, se evidencié comportamiento coloidal dependiente del

AE encapsulado. Aunque tanto EWPn—TOM—-PAM;ior como EWPn—ORE-PAMir presentaron PSDv
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bimodal, se observaron diferencias significativas (p<0,05) en los valores de du de sus poblaciones de
particulas (Fig. 18By Tabla 13). El polvo EWPn—TOM-PAMiiet evidencié una poblacion de menor tamafio
con dy de 109 £ 32 nm (63%) y una de mayor tamafio con dy de 440 = 197 nm (37%). Por su parte, la
poblacion de particulas de menor tamafio correspondiente al polvo EWPn—ORE-PAM;ot present6 un du de

125+ 15 nm (68%), y la de mayor tamafio un di de 942 + 197 nm (32%).
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Tabla 13. Valores de didmetro hidrodindmico (dy, nm) y volumen (%) de EWPn, EWPn—PAMjr,
EWPn—TOM-PAMi,ior y EWPn—ORE-PAM;ior antes (inicial) y después de la digestion gastrica e intestinal. Resultados

expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).

Fase

Inicial

Gastrica

Intestinal

Sistema

EWPn

EWPI’I*PAMliof

EWPn-TOM-PAMjot

EWPn-ORE-PAMiiof

EWPn

EWPH—PAMliof
EWPn—TOM-PAMiior
EWPn—ORE-PAMiiot

EWPn

EWPanAMuof

EWPn-TOM-PAMi;or

EWPn—ORE-PAMj;e¢

du (nm)
21 +£2¢
146 + 50f
985 + 205¢
60+ 7°
328 £ 474
83 £9f
844 + 220
37+13¢
249 + 34d¢
919 + 902>
998 + 60?
972 + 502
181 + 14¢f
139 + 3¢ef
961 + 632>
109 + 32f
440 £ 197¢

125 £ 15¢f

942 £ 1972b

Volumen (%)
98 £2
35+10
64 +10
70 £8
29+8
34+6
60+6
86 +1
11+5
94 £1
97+1
98 £1
87+6
67=+1
32+£2
63 +3
37+3
68 +8

32+£8

Como se aprecia en la Fig. 19, los valores de potencial ¢ del polvo control EWPn—PAMii,s y de los

polvos EWPn—AE-PAM;is resultaron negativos (cercanos a -14 mV) y no presentaron diferencias

significativas entre ellos (p<0,05). Estos resultados sugieren la influencia de las condiciones intestinales

sobre la estabilidad coloidal de los sistemas, e indicarian posibles interacciones entre los AEs, el coacervado
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proteina-PS y los componentes de la fase intestinal, lo que podria afectar la liberacion y bioaccesibilidad

de los compuestos activos.
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Figura 19. Potencial { (mV) de EWPn (m), PAM (=), EWPn-PAMj (m), EWPn-TOM-PAMjios (m) y
EWPn—ORE-PAM;ior (m) antes (inicial) y después de la digestion gastrica e intestinal. Cada barra representa el

promedio =+ desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Es importante resaltar que los resultados derivados de la técnica de DLS no podrian ser comparados
directamente con aquellos obtenidos mediante SDS-PAGE sin considerar las diferencias elementales que
existen entre ambas metodologias. En primer lugar, las muestras géstricas e intestinales evaluadas a partir
de la técnica DLS se encontraron a pH 3,0 y 7,0, respectivamente. De este modo, diversas interacciones
hidrofobicas y electrostaticas podrian ocurrir entre los componentes presentes en la muestra.
Contrariamente, al evaluar las muestras mediante SDS-PAGE, es necesaria la adicion de un buffer
conteniendo Tris-HCl 50 mM a pH 6,8 y SDS. Como ya se conoce, el SDS es un surfactante que debilita
las interacciones hidrofébicas, desnaturaliza proteinas y neutraliza sus cargas, otorgando carga negativa
proporcional a su PM (359). Por este motivo, las interacciones hidrofébicas y electrostaticas que podrian

analizarse en DLS no existirian en las muestras de SDS-PAGE.

Los resultados obtenidos mediante DLS indicarian un considerable impacto del entorno
gastrointestinal en las propiedades coloidales de EWPn—PAM;ior y EWPn—AE-PAMiisry en la liberacion de
los AEs. Antes de la digestion, la deposicion electrostatica de PAM sobre la superficie de EWPn provocd
cambios en la PSD, atin en presencia de AE. Por otro lado, la presencia de AE no parecié influir

significativamente en el comportamiento coloidal durante la digestion gastrica.

169



CAPITULO 2

Durante la digestion intestinal, los resultados obtenidos para el polvo control EWPn—PAMiie y
EWPn—ORE-PAM;r fueron similares, pero la PSDv y los valores de du variaron considerablemente al
analizar el polvo EWPn—TOM-PAM;i.r. Este comportamiento sugiere la influencia de la naturaleza quimica
de los compuestos presentes en los AEs sobre la estabilidad coloidal de los sistemas bajo condiciones
intestinales. De este modo, se resalta la importancia de considerar la composicion quimica de los AEs al
momento de disefiar sistemas de encapsulacion capaces de vehiculizar compuestos bioactivos por el tracto

digestivo para asegurar su eficacia y estabilidad.

4.4.4.3. Estabilidad y bioaccesibilidad de AE

En la Fig. 20 se presenta el grafico de estabilidad (E*), bioaccesibilidad (B*) y bioaccesibilidad
efectiva (BE), expresadas como porcentaje de AE, correspondientes a los polvos EWPn—TOM-PAMiiry
EWPn-ORE-PAMiiry a TOM y ORE libres (AEs no encapsulados) después de la digestion gastrointestinal

in vitro.

En primer lugar, la concentracion de AE que no sufrio transformaciones luego del proceso de
digestion (E*) fue significativamente mas alta (p<0,05) para los polvos EWPn—-TOM-PAMiior y
EWPn—ORE-PAM:;r (aproximadamente 100% en ambos casos) que para los AEs libres (72,2 + 6,8% para
TOM y 65,3 £ 0,1% para ORE). Estos resultados indicarian que el coacervado proteina-PS utilizado para
encapsular los AEs presentd un efecto protector, siendo capaz de reducir y/o prevenir la degradacion
quimica del AE durante la digestion gastrointestinal in vitro. La degradacion de AE libre podria atribuirse
a cambios en el pH (a medida que transcurre el proceso de digestion), y a interacciones entre los compuestos
presentes en el AE y componentes de los jugos digestivos, tales como enzimas y electrolitos (340,360.,361).
Por otro lado, la diferencia en la E* reportada entre TOM y ORE sugiere que ciertos compuestos bioactivos
presentes en los AEs podrian ser mas sensibles que otros a los cambios de pH durante la digestion y/o a los

componentes de los fluidos.

Posteriormente, la B* de TOM y ORE (libres y encapsulados en el coacervado proteina-PS) fue
evaluada determinando la concentracion de AE en la fase micelar luego de la digestion gastrointestinal in
vitro. Como se observa en la Fig. 20, no hubo diferencias significativas en la B¥* de EWPn—TOM—PAMiyi,
EWPn—ORE-PAM;or, TOM y ORE, la cual resulto en todos los casos cercana al 70%. Estos resultados
permiten hipotetizar que la encapsulacion de AE del modo que fue indicado en el presente trabajo no
optimizaria la B*, y podrian explicarse considerando que EWPn—PAM inhibiria la liberacion de AE intacto
(sin transformaciones quimicas) hacia las micelas formadas por los componentes del fluido intestinal. Como
se ha reportado previamente, los AEs incorporados en micelas mixtas serian accesibles para la absorcion
en el intestino delgado, lo que facilita su biodisponibilidad (337). No obstante, cabe destacar que la cantidad
de AE bioaccesible correspondiente a los polvos EWPn—TOM—PAMi,s y EWPn—ORE-PAM;r fue

considerablemente alta.
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Figura 20. Estabilidad (E*), bioaccesibilidad (B*) y bioaccesibilidad efectiva (BE) de TOM (m),
EWPn—TOM-PAMiior (m), ORE (=) y EWPn—ORE-PAMiior (m) después de la digestion gastrointestinal in vitro. Cada
barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0,05). El ANOVA fue realizado independientemente para cada parametro.

Por otro lado, el analisis de los polvos EWPn—-TOM-PAMiior y EWPn—ORE-PAM;or mediante
SDS-PAGE expuso la digestion extensiva sufrida por la proteina en condiciones intestinales (Fig. 16). Bajo
esta situacion, se liberarian péptidos de bajo PM y, consecuentemente, se expondrian los AEs. Debido a que
los AEs libres y encapsulados presentaron similar B*, es posible hipotetizar que los componentes digeridos
impedirian la transferencia de AE hacia micelas mixtas. Asi, los AEs estarian interactuando o asociandose
a péptidos hidrofobicos generados en el proceso de digestion, lo que disminuiria su disponibilidad para ser

incorporados en las micelas.

Del mismo modo, Chengy col. (2019) (362) reportaron que la B* de luteina disminuy6 un 42% luego
de su encapsulacion en nanoparticulas de zeina. Por otro lado, Gaur y col. (2018) (363) encapsularon
carvacrol y ORE en complejos de inclusion de f-ciclodextrina e informaron que la B* de carvacrol
disminuy6 de 54 a 7% y la B* de ORE se redujo de 78 a 7,7% luego de la incorporacion en los complejos.
Los autores indicaron que el comportamiento observado podria deberse a una limitada degradacion de
f-ciclodextrina a través de enzimas gastricas y pancredticas. Contrariamente, Niaz y col. (2021) (364)
registraron un incremento en la B* de carvacrol luego de ser encapsulado en nanoparticulas de tipo
nucleo-coraza conformadas por quitosano y albimina sérica bovina. En otro trabajo, se utilizaron particulas
de almidon modificado multicapa para encapsular ORE, logrando de este modo el aumento de la B* de 15

a 50% (340). A partir de lo expuesto, fue posible concluir que la B* de los AEs dependeria fuertemente de
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los componentes del sistema de encapsulacion, del grado de digestion y de las interacciones con los

componentes del fluido intestinal (enzimas, SB, etc.).

Finalmente, se determind la fraccién de AE total ingerido presente en la fase micelar y disponible
para la absorcion (BE) correspondiente a los polvos EWPn—TOM-PAMiior y EWPN—ORE-PAMiier, y a
TOM y ORE libres, luego de la digestion gastrointestinal in vitro. Como se exhibe en la Fig. 20, la BE fue
significativamente mayor (p<0,05) cuando TOM y ORE se encontraron encapsulados en el coacervado
proteina-PS. El polvo EWPn—-TOM-PAM;r y TOM libre presentaron BE de 89 + 18% y 50 = 1%,
respectivamente, mientras que la BE del polvo EWPn—ORE-PAMii,r y de ORE libre result6 70 + 6% y 46
+ 1%, respectivamente. Este comportamiento estaria relacionado con la mayor E* que presentan los AEs

encapsulados en el coacervado proteina-PS, respecto a los AEs libres.

A partir del andlisis de E*, B* y BE, fue posible concluir que los sistemas EWPn—PAM desarrollados
en el presente trabajo serian capaces de proteger a los AEs de la degradacion quimica, lo cual es sustentado
por la mayor BE obtenida a partir de los polvos EWPn—TOM—-PAMiior y EWPn—ORE—-PAM;ier con respecto
a la BE de los AEs libres.

4.4.4.4. Actividad antioxidante

4.4.4.4.1. Capacidad de captacion de radical ABTS"*
El desbalance entre ROS y los sistemas antioxidantes enddgenos desencadena estrés oxidativo, el
cual es un estado fisiologico que juega un rol clave en DM2. Asi, compuestos capaces de reducir o

neutralizar ROS han sido extensivamente estudiados como una potencial estrategia terapéutica para

controlar la DM2 (5).

Numerosos trabajos han demostrado la capacidad antioxidante de TOM y ORE mediante diferentes
técnicas in vitro (247,254,365,366). Por otro lado, algunos estudios han evaluado el efecto de la digestion
gastrointestinal de compuestos fenolicos sobre la actividad antioxidante (324,367). Sin embargo, existen
escasos trabajos que reporten la digestion gastrointestinal de coacervados complejos proteina-PS que
encapsulan AE y que, posteriormente, evallen la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos. Por
lo tanto, el andlisis de la actividad antioxidante de los polvos EWPn—TOM-PAMj;ory EWPn—ORE-PAMjqf,
del polvo control EWPn—PAMiiory de TOM y ORE libres, antes y después de la digestion in vitro resulta
indispensable al momento de evaluar y caracterizar el sistema de encapsulacion desarrollado, y su

influencia sobre las propiedades biologicas de los AEs.

En la Fig. 21A se presenta la capacidad de captacion de radical ABTS™ (Caprs:, expresada como %)
de los polvos EWPn—TOM-PAMiior y EWPn—ORE-PAMiier, del polvo control EWPn—PAMiiery de TOM y

ORE libres, antes (condicion inicial) y después de la digestion gastrica e intestinal. Siguiendo la misma
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metodologia, también se evaluo una solucion de PAM a modo de control. Sin embargo, no evidencid C aprs+

(datos no mostrados).

Como se observa en la Fig. 21A, el polvo control EWPn—PAMiir evidencid baja Cagrs+ antes de la
digestion (condicidn inicial). Sin embargo, luego de atravesar el proceso de digestion gastrointestinal, su
capacidad antioxidante se increment6 notablemente, alcanzando un porcentaje de captacion de 57,3 + 3,0%.
Este comportamiento podria deberse a los péptidos antioxidantes liberados por protedlisis durante el
proceso digestivo. Como se ha demostrado previamente, algunos péptidos liberados tienen actividad
antioxidante mas alta que la correspondiente a la proteina precursora, debido a la exposicion de ciertos
residuos de aminodcidos antioxidantes (261,368). Asimismo, estd bien establecido que péptidos bioactivos

provenientes de EWP son potentes antioxidantes (121,369).

Por otro lado, la Casrs+ de TOM libre antes y después de la digestion géstrica no presentd variacion
significativa (p<0,05), exhibiendo valores de 21,7 = 0,5% y 23,7 + 0,0%, respectivamente (Fig. 21A). Sin
embargo, luego de la digestion intestinal la capacidad antioxidante disminuy¢ significativamente (p<0,05),
hasta un valor de 19,4 + 0,2%. En el caso de ORE libre, la Caprs+ mas alta fue observada antes de la
digestion (condicion inicial), con un valor de 38,8 + 0,3%, y disminuy0¢ significativamente (p<0,05) luego
de la digestion gastrica (33,9 + 0,3%) e intestinal (26,3 +0,5%) (Fig. 21A). Como se discutid previamente,
los AEs libres presentaron valores de E* por debajo de 72%, indicando cierta susceptibilidad a la
degradacion quimica bajo condiciones gastrointestinales. De este modo, una concentracion menor de
compuestos en su forma bioactiva resultaria en una pérdida parcial de su actividad antioxidante. Cabe
destacar que ORE libre fue significativamente (p<0,05) mas efectivo para captar radicales ABTS* que TOM
libre, tanto antes como después de la digestion gastrica e intestinal, aiin cuando sus correspondientes valores
de BE resultaron similares (Fig. 20). Este comportamiento sugiere que los compuestos presentes en ORE

presentarian mayor Caprs+ que los compuestos presentes en TOM.

Como se observa en la Fig. 21A, no hubo cambios significativos (p<0,05) en la Cagrs:
correspondiente al polvo EWPn—TOM-PAM;;.r antes (inicial) y después de la digestion gastrica (44,2 +
2,3%y 42,6 = 0,4%, respectivamente). Sin embargo, la actividad antioxidante aumento notablemente luego

de la digestion intestinal, alcanzando un valor de 67,1 £+ 1,6%.

Luego de ser sometido a digestion gastrica, el polvo EWPn—ORE-PAMi¢ disminuy6
significativamente (p<0,05) la Cagrs+ de 64,5 + 1,5% a 47,2 + 1,5% (Fig. 21A). Sin embargo, bajo
condiciones intestinales la actividad antioxidante aumentd nuevamente hasta un valor de 65,8 + 1,4%. En
contraste, Castaldo y col. (2021) (324) reportaron que capsulas de hidroxipropilmetilcelulosa o gelatina,
cargadas con extractos polifendlicos, presentaron menor Caprs+ luego del proceso de digestion, con respecto

a las capsulas no digeridas.

Es importante resaltar que los polvos EWPn—AE-PAM;;,r presentaron mayor actividad antioxidante

que el polvo control EWPn—PAM;r y los AEs libres, en todas las fases. Luego de la digestion
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gastrointestinal in vitro, los polvos exhibieron capacidad de captacion de radical cercana al 70%, mientras
que los AEs libres sélo alcanzaron valores por debajo del 30%. De este modo, se destaca el beneficio de
encapsular los AEs en el coacervado proteina-PS, si se requiere conservar buena actividad antioxidante

luego de ser sometido al proceso de digestion completo.

Los resultados sugieren que el coacervado proteina-PS tendria un efecto protector sobre los AEs,
previniendo y/o reduciendo su degradacion quimica bajo condiciones gastricas e intestinales. Esta hipotesis
seria consistente con lo reportado por Milea y col. (2019) (370), quienes demostraron que compuestos
flavonoides encapsulados en hidrolizados de proteina de suero, maltodextrina y pectina fueron protegidos

bajo condiciones gastricas ¢ intestinales.

Una hipdtesis alternativa para explicar la mayor actividad antioxidante de los polvos
EWPn—AE-PAM;ior respecto al polvo control EWPn—PAMii¢ y a los AEs libres sugiere que existiria un
efecto aditivo o sinérgico entre los componentes bioactivos de los AEs y péptidos antioxidantes derivados
de la digestion de EWPn. En particular, Wang y col. (2020) (228) encapsularon curcumina en EWP y
observaron un efecto sinérgico entre estos componentes al evaluar la Caprs:. En contraste, Zhang y col.
(2019) (371) encapsularon a-tocoferol y resveratrol en nanoparticulas de zeina e informaron un efecto
antagonista entre los componentes del sistema al estudiar la Cagrs+. Las diferencias entre los resultados de
los estudios previos mencionados podrian atribuirse a que en ellos se emplean diversos materiales de
encapsulacion y compuestos bioactivos con diferentes propiedades intrinsecas, considerando también que

las condiciones experimentales podrian variar entre un ensayo y otro.
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Figura 21. Capacidad de captacion de radical ABTS™ (%) (A) y poder reductor (mg de equivalentes de acido ascérbico
(EAA) por mL de solucion o digesto) (B) de TOM (m) y ORE (=) libres y polvos EWPn—PAMiss (m),
EWPn—TOM-PAMiior (m) y EWPn—ORE-PAM;i0r (m), antes (inicial) y después de la digestion gastrica e intestinal.
Cada barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).
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4.4.4.4.2.  Poder reductor

En la Fig. 21B se muestra el poder reductor (PR, expresado como mg de EAA mL"! de solucion o
digesto) de los polvos EWPn—TOM-PAMii,r y EWPn—ORE-PAMii, del polvo control EWPn—PAMiisr y
de TOM y ORE libres, antes (condicion inicial) y después de la digestion gastrica ¢ intestinal. Siguiendo la
misma metodologia, también se evalud una solucion de PAM a modo de control. Sin embargo, no evidenci6

PR (datos no mostrados).

En primer lugar, el PR del polvo control EWPn—PAM;;or aumentd significativamente (p<0,05) luego
de ser sometido a digestion géstrica de 0,6 = 0,0 mg EAAmL" a 1,1 +0,0 mg EAA mL! (Fig. 21B). Sin
embargo, este mismo sistema bajo condiciones intestinales presentd un valor de PR cercano a cero. La
carencia de actividad antioxidante de EWPn—PAMi;.r luego de atravesar el proceso de digestion completo
sugiere que el incremento en el grado de hidrdlisis de EWPn (promovido por enzimas digestivas) influiria
de forma negativa sobre su PR. Este comportamiento fue consistente con lo reportado en trabajos previos

(369,372).

Como se observa en la Fig. 21B, TOM libre exhibid el mayor PR bajo condiciones iniciales (2,0 +
0,0 mg EAA mL-"), y no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de PR luego de la digestion
gastrica e intestinal (1,5+0,0y 1,4 0,1 mg EAA mL"!, respectivamente). Por otro lado, ORE libre presentd
un valor de PR significativamente mayor (p<0,05) antes de la digestion (2,5 +0,1 mg EAA mL"), y también
se observé diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de PR bajo condiciones gastricas y bajo
condiciones intestinales (1,8 + 0,1 y 1,5 + 0,0 mg EAA mL-!, respectivamente). Del mismo modo que
cuando se analiz6 la actividad antioxidante mediante la Caprs+, €l PR de los AEs libres fue negativamente
influenciado por la digestion gastrointestinal. Bajo estas condiciones, lo componentes de los AEs podrian
sufrir modificaciones estructurales que afecten su actividad antioxidante. Ademas, la composicion quimica
de los AEs podria presentar variaciones luego del proceso de digestion, influenciando sus propiedades

bioldgicas.

Antes de la digestion, el polvo EWPn—TOM-PAMiir exhibi6 un valor de PR de 1,8 £ 0,0 mg EAA
mL, el cual aumento significativamente (p<0,05) luego de la digestion gastrica, alcanzando un valor de
2,4 + 0,1 mg EAA mL"! (Fig. 21B). Luego de la digestion intestinal, dicho valor disminuyé nuevamente
hasta 1,6 + 0,0 mg EAA mL-!, evidenciando la menor actividad antioxidante de EWPn-TOM-PAMijir bajo
estas condiciones. Con respecto al polvo EWPn—ORE-PAMj;et, no hubo diferencia significativa (p<0,05)
entre los valores de PR obtenidos antes (2,2 + 0,1 mg EAA mL") y después de la digestion gastrica (2,2 +
0,0 mg EAA mL™!). El valor de PR disminuy¢ significativamente (p<0,05) hasta 1,8 + 0,1 mg EAA mL"!
cuando EWPn—ORE-PAM;;r fue sometido a digestion intestinal. Es importante resaltar que, aunque el PR
de los polvos EWPn—AE-PAM;r resultd siempre menor bajo condiciones intestinales, los valores

permanecieron considerablemente altos (cercanos a 1,7 mg EAA mL™").
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Al analizar la fase intestinal, fue posible destacar que los AEs encapsulados exhibieron mayor poder
reductor que los AEs libres, lo que sugiere, nuevamente, que existiria un efecto protector del coacervado
proteina-PS sobre los compuestos bioactivos derivados de los AEs durante la digestion gastrointestinal in
vitro. Debido a que el polvo control EWPn—-PAM;i,r no presentd poder reductor bajo condiciones
intestinales, se descartarian efectos aditivos o sinérgicos entre los componentes de EWPn—AE-PAMior.
Hasta el momento, escasos trabajos han reportado el poder reductor de compuestos fendlicos luego de la
digestion gastrointestinal. En uno de ellos, los autores estudiaron compuestos fenolicos de extractos de
pulpa de algarrobo libres y encapsulados, e informaron que el mayor poder reductor de los extractos libres
fue alcanzado luego de la digestion oral y gastrica, mientras que los extractos encapsulados presentaron

elevado poder reductor luego de la digestion intestinal.

4.4.4.5. Actividad antidiabética

4.4.4.5.1.  Actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa

Como es bien sabido, el control de los niveles de glucosa en sangre es una importante herramienta
para prevenir complicaciones de la DM2. Las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa hidrolizan el almidén
liberando moléculas de glucosa y, cuando esto ocurre, los niveles de glucosa se incrementan en el torrente
sanguineo (373). La inhibicion de estas enzimas de manera controlada podria prevenir potencialmente la

elevacion de los niveles de glucosa en sangre retardando la absorcion de glucosa (374).

En la Fig. 22 se presenta la actividad inhibitoria de a-amilasa (Aami, ICso expresado como ug AE mL-!
y como mg proteina mL") de los polvos EWPn-TOM-PAMjior y EWPn—ORE-PAMyf, del polvo control
EWPn—PAMiory de TOM y ORE libres, después de la digestion gastrointestinal in vitro.

En primer lugar, al evaluar la A;mi de TOM y ORE libres se obtuvieron valores de ICso de 12,8 + 0,3
ug AE mL-1y 12,2 + 0,4 ug AE mL", respectivamente (Fig. 22A). Numerosos autores han reportado la
capacidad de inhibicion de a-amilasa de AEs extraidos de especies de tomillo y orégano. Haile y col. (2021)
(375) estudiaron la capacidad inhibitoria de AE de Thymus serrulatus, e informaron un valor de ICso de
0,01 mg mL!. Por otro lado, Aazza y col. (2016) (376) reportaron valores de ICso entre 1,1y 9,2 mg mL™!
para AEs derivados de 5 especies diferentes de tomillo. Otros autores indicaron valores de 1Cso de 0,13
mmol g!, aproximadamente, para AEs de 2 subespecies de Origanum vulgare (247). Ademas, se evidencid
la capacidad de inhibicion de a-amilasa de carvacrol, el principal componente de ORE, el cual presentd un
valor de ICso de 34,64 pg mL™! (222). Sin embargo, ¢l estudio de la actividad inhibitoria de a-amilasa de
AEs sometidos a digestion gastrointestinal es escaso. Siahbalaei y Kavoosi (2021) (90) reportaron actividad
inhibitoria de a-amilasa por parte de extractos de Thymus kotschyanus, con un valor de ICso de 160 ug mL"!.
En otro trabajo, se analizaron extractos derivados de 3 especies de orégano luego de la digestion
gastrointestinal, los cuales evidenciaron capacidad inhibitoria de a-amilasa con porcentajes de inhibicion

entre 36 y 52% (377). Aunque estos estudios brindan informacion relevante sobre la potencial actividad
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antidiabética de compuestos fenolicos luego de ser sometidos al proceso de digestion, es importante resaltar
que no se han utilizado AEs en los ensayos. Por lo tanto, la comparacion directa con los resultados obtenidos

en el presente trabajo podria conducir a conclusiones equivocadas.

Con respecto a la Aami de los polvos EWPn—AE—PAMiif, se observo un comportamiento claramente
dependiente del AE encapsulado (Fig. 22A). El valor de ICsp de EWPn—TOM-PAMiiss resultd
significativamente mayor (15,0 + 0,3 ug AE mL™!, p<0,05) al de TOM libre, indicando una disminucion de
la capacidad de inhibicion de a-amilasa luego de la encapsulacion de TOM en el coacervado proteina-PS.
Este efecto sugiere que los péptidos liberados a partir de EWPn por accidn de proteasas digestivas podrian
interactuar con los componentes de TOM limitando su actividad antidiabética. Por el contrario,
EWPn-ORE-PAM;ir evidencid un valor de ICs significativamente menor (8,6 + 0,2 ug AE mL-!, p<0,05)
al de ORE libre, indicando mayor A.mi para el caso de ORE encapsulado.

Por otro lado, la Fig. 22B presenta la A,m de los polvos EWPn—TOM-PAMjer y
EWPn—ORE-PAMiior, y del polvo control EWPn—PAMiier, en la cual los valores de ICso son expresados
como mg proteina mL!. Como se puede observar, el polvo control EWPn—PAMi;er exhibié un valor de ICsg
de 3,3 +0.,2 mg proteina mL"!, indicando que los péptidos liberados a partir de EWPn debido a la protedlisis
digestiva serian capaces de inhibir la enzima a-amilasa, tal como fue confirmado por otros autores (378).
Como se discuti6 anteriormente, las interacciones electrostaticas entre EWPn y PAM estarian debilitadas
bajo condiciones intestinales (pH 7). De este modo, la proteina estaria mas expuesta a la accion de la tripsina
y se liberarian péptidos de diferentes PMs, los cuales actuarian inhibiendo la actividad de a-amilasa (378—

380).

Al analizar la Aami del polvo EWPn—TOM-PAMiif, se observo un valor de 1Csg significativamente
mayor (4,2 £ 0,2 mg proteina mL™!, p<0,05) al del polvo control, lo que indicaria una reduccion de la
actividad antidiabética luego de la encapsulacion de TOM en el coacervado proteina-PS (Fig. 22B). Por el
contrario, el polvo EWPn—ORE-PAM;i¢ evidencié un valor de ICsy de 2,9 + 0,1 mg proteina mL-!,

significativamente menor (p<0,05) al polvo control.
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Figura 22. Actividad inhibitoria de a-amilasa expresada como ICsq (ug de AE mL™") (A) y como ICso (mg de proteina
mL") (B) de TOM (m) y ORE (=) libres y polvos EWPn-PAMior (m), EWPn-TOM-PAMior (m) y
EWPn—-ORE-PAM;jior (m), después de la digestion gastrointestinal in vifro. Cada barra representa el promedio +

desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

En la Fig. 23 se presenta la actividad inhibitoria de a-glucosidasa (A, ICso expresado como pg AE
mL' y como mg proteina mL") de los polvos EWPn-TOM-PAM;ior y EWPn—ORE-PAMiir, del polvo
control EWPn—PAMir y de TOM y ORE libres, después de la digestion gastrointestinal in vitro.

Al evaluar la Ay, de TOM y ORE libres, se observaron valores de ICso de 0,31 £ 0,01 y 0,29 + 0,01
ug AE mL, respectivamente (Fig. 23A).

Por otro lado, el andlisis de la A, de los polvos EWPn—AE-PAMii,r reveld un comportamiento
claramente dependiente del AE encapsulado, tal como ocurrié en el caso de la Ami. Sin embargo, ambos
polvos presentaron valores de ICsg significativamente mayores (p<0,05) que los valores de AEs libres,
indicando una disminucidn de la capacidad de inhibicion de a-glucosidasa luego de la encapsulacion de los
AEs en el coacervado proteina-PS. Ademas, el polvo EWPn—TOM-PAMir exhibié un valor de ICso
significativamente mayor (p<0,05) que el polvo EWPn—ORE-PAMiir (1,08 + 0,07 y 0,81 £+ 0,02 pg AE
mL", respectivamente). Tal como se discutio para la Aami, este comportamiento sugiere que los péptidos
liberados a partir de EWPn por accion de proteasas digestivas podrian interactuar con los componentes de

TOM y ORE, limitando su actividad antidiabética.

Es importante resaltar que el efecto inhibitorio de enzimas de un AE depende fuertemente de la
especie y subespecie de planta de la cual proviene, del método de extraccion utilizado y de los compuestos
bioactivos presentes. Haile y col. (2021) (375) evaluaron la capacidad inhibitoria de a-glucosidasa de AE
extraido de Thymus serrulatus, € informaron un valor de ICsp de 0,11 + 0,01 mg mL-". Por otro lado, Aazza
y col. (2016) (376) hallaron valores de ICso menores a 0,1 mg mL™! al evaluar la A, de AEs derivados de
5 subespecies diferentes de tomillo. En otro estudio, se reportdé que el porcentaje de inhibicion de

o-glucosidasa fue mayor para TOM que para ORE, los cuales presentaron valores de 98 y 50%,
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respectivamente (72). Es relevante mencionar que el andlisis de la composicion quimica de ORE no
evidencid la presencia de carvacrol, tal como en el presente trabajo. Finalmente, Sarikurkcu y col. (2015)
(247) evaluaron la capacidad inhibitoria de a-glucosidasa de AEs extraidos de 2 subespecies de Origanum

vulgare, los cuales exhibieron valores de ICso de 0,88 y 6,04 mmol g'.

Tal como se discutié anteriormente, aunque existen numerosos reportes en la literatura sobre la A1,
que poseen TOM y ORE, la informacion es escasa cuando se desea evaluar el efecto de la encapsulacion
de AE y del proceso de digestion gastrointestinal sobre la capacidad de inhibir a-glucosidasa de los

componentes bioactivos presentes.

Por otro lado, la Fig. 23B presenta la Agu de los polvos EWPn-TOM-PAMios y
EWPn—ORE-PAMiier, y del polvo control EWPn—PAMiier, en la cual los valores de ICso son expresados
como mg proteina mL!. Como se puede observar, ¢l polvo control EWPn-PAM;ief exhibié un valor de ICsg
de 0,25 + 0,02 mg proteina mL'. Este resultado sugiere que los péptidos bioactivos liberados a partir de
EWPn en el proceso digestivo inhibirian la enzima a-glucosidasa, comportamiento que ya fue observado

para la enzima a-amilasa.

Al analizar la Ay, de los polvos EWPn—AE-PAMii, se observaron valores de ICs significativamente
mayores (p<0,05) al del polvo control, lo que indicaria una reduccion de la actividad antidiabética luego de
la encapsulacion de TOM y ORE en el coacervado proteina-PS (Fig. 23B). Este comportamiento podria ser
atribuido a la interaccion entre péptidos derivados de EWPn con capacidad de inhibir la a-glucosidasa y
componentes de los AEs, las cuales limitarian la interaccion libre entre los péptidos bioactivos y la enzima
o entre los compuestos bioactivos de los AEs y la enzima, evitando parcial o totalmente que estos

componentes puedan actuar como inhibidores.

A diferencia de lo observado para la Aumi, los valores correspondientes a los polvos
EWPn—TOM-PAMiior y EWPn—ORE—PAM;ior no presentaron diferencia significativa (p<0,05) entre ellos,

resultando de 0,31 + 0,02 mg proteina mL-" en ambos casos.

Finalmente, aunque la encapsulacion de los AEs en el coacervado proteina-PS provocd una
disminucion en la A, €s importante sefialar que la capacidad inhibitoria de los polvos EWPn—AE—PAM;ior

se mantuvo considerablemente alta y comparable a las reportadas por otros autores (72,247,375,376).

Adicionalmente, es relevante considerar que la encapsulacion increment6 la solubilidad acuosa de
los AEs y los protegié contra la digestion gastrointestinal in vitro, ventajas tecnoldgicas que se deben

analizar frente a la disminuciodn de la actividad inhibitoria de enzimas observada.

Para comprender mas detalladamente los resultados presentados, es necesario el estudio de los
mecanismos de inhibicion que ocurren en las enzimas digestivas. Numerosos autores han demostrado el rol
crucial de los grupos hidroxilo en la bioactividad de compuestos fendlicos. Con respecto a la capacidad

antidiabética, se ha reportado el efecto de los grupos hidroxilo sobre los sitios activos de las enzimas
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involucradas en la digestion de carbohidratos (381). Por otro lado, Lim y col. (2022) (382) sugirieron que
el nimero y la posicion de grupos hidroxilo en la estructura quimica de flavonoides representarian factores
criticos para la inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa. Adicionalmente, se encontr6é que un mayor numero
de grupos hidroxilo en 4cidos fenolicos se relacionaria con una mayor inhibicion de a-amilasa y
a-glucosidasa (381). En tal sentido, la mayor Aumi ¥ Ag del polvo EWPn—ORE—PAMiier con respecto al
polvo EWPn—TOM-PAM;;er podria ser explicada considerando el elevado contenido de carvacrol en ORE

(CR de 76,73%), frente a un menor contenido de timol en TOM (CR de 44,61%) (Tabla 2).

Por otro lado, la unién de compuestos bioactivos libres y encapsulados a las enzimas a-amilasa y
o-glucosidasa podria llevarse a cabo mediante distintos modos de accion debido a diferencias
fundamentales en las estructuras de las proteinas, tales como la localizacion y la forma de los sitios de
accion cataliticos (382). Por este motivo es esperable que, tal como sucedi6 en el presente trabajo, el efecto

inhibitorio de un AE libre o encapsulado difiera segin la enzima analizada.

Finalmente, se reporta en la literatura una correlacion directa entre la actividad antioxidante y la
actividad inhibitoria de enzimas digestivas que poseen diversos extractos de plantas (383.384). Tal como
se discuti6é previamente, ORE resulto ser mas efectivo que TOM cuando la actividad antioxidante in vitro
fue evaluada bajo casi todas las condiciones (libres, encapsulados, digeridos y no digeridos). De este modo,
la mayor Aami Y Aet del polvo EWPn—ORE-PAMiir con respecto al polvo EWPn—TOM-PAM;,¢ podria

deberse a la mayor actividad antioxidante de ORE la cual, a su vez, estaria relacionada con su alto contenido

il

EWPn-PAM  EWPn-TOM-PAM EWPNn-ORE-PAM

de carvacrol (Tabla 2).
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Figura 23. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa expresada como ICsp (ug de AE mL™!) (A) y como ICsy (mg de
proteina mL") (B) de TOM (m) y ORE (=) libres y polvos EWPn—PAMjor (m), EWPn-TOM-PAM;or (m) y
EWPn—ORE-PAMjior (m), después de la digestion gastrointestinal in vitro. Cada barra representa el promedio +

desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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4.5. CONCLUSIONES DEL CAPIiTULO 2

El presente capitulo abord¢ el desarrollo y evaluacion de coacervados complejos formados por EWPn
y PAM, disefiados para vehiculizar AEs con potencial actividad antidiabética. A lo largo del mismo, se
analizaron aspectos estructurales y funcionales de los sistemas obtenidos, asi como su comportamiento
frente a condiciones digestivas in vitro y su impacto sobre enzimas relevantes en el metabolismo de
carbohidratos. A continuacion, se presenta una sintesis de los principales hallazgos obtenidos en relacion

con los objetivos especificos propuestos:

Formacion y caracterizacion de coacervados proteina-polisacarido con AEs: Los coacervados
obtenidos a partir de EWPn y PAM para vehiculizar TOM y ORE demostraron una estructura estable y
funcional, evidenciada por técnicas de microscopia Optica, microscopia de fuerza atomica, analisis de
distribucion de tamafio de particula y potencial C. Las particulas presentaron una morfologia adecuada y un
comportamiento bifasico o multimodal acorde a sistemas coloidales complejos. Las interacciones
electrostaticas proteina-polisacarido permitieron una deposicion efectiva de PAM y la formacion de

sistemas coloidalmente estables.

Modulacion de la expresion génica en células Caco-2: El nivel de expresion de genes importantes en
el transporte de glucosa a través de la membrana celular (SGLT1 y GLUT2) se vio significativamente
reducido en células incubadas en presencia del sistema EWPn—ORE—PAM. En contraste, los sistemas
EWPn-TOM y EWPn-ORE (nanocomplejos sin la deposicion electrostatica de PAM) indujeron su
sobreexpresion, principalmente luego de 24 h de incubacion, lo que seria contraproducente en un enfoque
antidiabético. La inclusion de PAM como recubrimiento fue clave para inhibir esta respuesta, sugiriendo
que el coacervado no solo actuaria como barrera fisica, sino que también modularia la interaccion

bioquimica de los AEs con los componentes de las células intestinales.

Digestibilidad y bioaccesibilidad mediante digestion gastrointestinal in vitro: Los coacervados
EWPn-TOM-PAM y EWPn—ORE-PAM mostraron una alta estabilidad frente a las condiciones
gastrointestinales in vitro, con una preservacion del 100% del AE encapsulado, en comparacion con el
65-72% de estabilidad de los AEs libres. Sin embargo, la bioaccesibilidad final fue similar entre las formas
libres y encapsuladas (~70%) lo que sugiere que, aunque la encapsulacion protege a los compuestos

bioactivos, podria limitar su liberacion efectiva en condiciones intestinales.

Efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la actividad bioldgica: En general, la actividad
antioxidante de los digestos fue menor que la actividad de los AEs en las formas libres y encapsuladas sin
digerir, tal como se esperaba. Sin embargo, los digestos provenientes de los sistemas con AEs encapsulados
mantuvieron un mejor perfil bioactivo en comparacion con su equivalente AE libre. Esto refuerza la
hipétesis de que la matriz del coacervado actuaria como cubierta protectora, preservando compuestos

bioactivos y atenuando su degradacion quimica durante la digestion. Por otro lado, el sistema
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EWPn—-ORE-PAM presenté notable capacidad para inhibir enzimas clave en el metabolismo de

carbohidratos después de ser sometido a la digestion gastrointestinal in vitro.

Los resultados del capitulo 2 confirman que la encapsulacion de AEs mediante coacervados proteina-
polisacarido, no solo protege a los compuestos bioactivos durante la digestion, sino que ademds potencia
su perfil antidiabético al modular favorablemente la expresion de genes clave en el transporte intestinal de
glucosa. Estos sistemas demuestran ser promisorios para el disefio de ingredientes funcionales dirigidos a

la prevencion o al tratamiento complementario de la DM2.
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CAPITULO 3

5.1. INTRODUCCION

5.1.1. Alimentos funcionales

En las ultimas décadas, la demanda de los consumidores en lo que respecta a la elaboracion de
alimentos por parte de la industria ha cambiado notablemente. En efecto, se ha instalado firmemente la
nocion de que la alimentacion no solo cumple una funcidn nutricional basica, sino que también puede influir
directamente en la prevencion de enfermedades y en la promocién de la salud. De este modo, un alimento
debe proporcionar los nutrientes necesarios para el organismo y, a la vez, contribuir al bienestar fisico y
mental de los individuos. En tal sentido, los alimentos funcionales desempeflan un papel destacado. Segliin
la Accion Concertada de la Comision Europea sobre la Ciencia de Alimentos Funcionales en Europa,
coordinada por el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida de Europa, un producto alimenticio solo
puede considerarse funcional si junto con el impacto nutricional basico posee un efecto beneficioso en una
o mas funciones del organismo humano, ya sea mejorando las condiciones generales y fisicas y/o
disminuyendo el riesgo de evolucion de enfermedades. Ademas, la definicion afiade que la cantidad de
ingesta y la forma del alimento funcional deben ser tal como se espera normalmente para fines dietarios
(385). Sin embargo, no existe hasta el momento un consenso internacional que unifique las definiciones de
alimento funcional, ni regulaciones que incluyan aspectos de su elaboracion, comercializacion, etc. La
mayoria de las instituciones concuerdan en que, para que un alimento natural o procesado pueda ser
considerado funcional, debe demostrar mediante evidencias cientificas puiblicamente disponibles que posee
un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del organismo, que mejora el estado de salud y
de bienestar, o que reduce el riesgo de una enfermedad. Para ello, estos alimentos deben contener,
necesariamente, alguno de los llamados ingredientes funcionales o CBs, tales como vitaminas, minerales,

fibras, péptidos bioactivos, fitoquimicos, etc. (386).

Por su parte, el Centro de Alimentos Funcionales ha sugerido una serie de apartados que resultan de
gran utilidad para evaluar la inclusion de un alimento dentro de la categoria de alimento funcional, que en
este caso profundiza el concepto a alimento natural o procesado que contiene compuestos bioldogicamente
activos que, en cantidades definidas, efectivas y no tdxicas, proporcionan un beneficio para la salud
clinicamente probado y documentado utilizando biomarcadores especificos, para promover una salud
optimay reducir el riesgo de enfermedades cronicas/virales y controlar sus sintomas (387). En primer lugar,
el alimento debe responder a un objetivo particular previamente establecido, el cual puede estar relacionado
con la reduccion del riesgo de desarrollo de enfermedades cronicas o afecciones virales, el control de los
sintomas de condiciones especificas, la mejora del rendimiento corporal o, simplemente, la promocién de
una salud optima. Ademas, es importante la correcta identificacion de los compuestos fisioldgicamente
activos que se encuentran en el potencial alimento funcional para, posteriormente, evaluar la dosis y el
mecanismo de accidon involucrado. Naturalmente, se espera que la dosis del CB se encuentre dentro del
rango terapéutico para asegurar los efectos positivos en el individuo, pero sin pasar por alto su umbral

toxico. Respecto al mecanismo de accion de los CBs, es fundamental que sea adecuadamente caracterizado
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ya que, al encontrarse formando parte de una matriz alimentaria compleja, podria verse afectado de diversas
maneras segun cada CB y alimento involucrado. En este caso, los ensayos clinicos y epidemioldgicos
resultan de gran utilidad. Otro punto importante en la evaluacion de alimentos funcionales esta relacionado
con la correcta seleccion de biomarcadores a partir de los cuales se confirman o no los efectos beneficiosos
de los CBs sobre el organismo. De este modo, es posible justificar la incorporacion de un CB a un

determinado alimento y cuantificar su capacidad bioldgica (387).

Por otro lado, es necesario tener en cuenta que no todos los alimentos reunen las caracteristicas
deseables para considerarse como alimento funcional. Al respecto, existen factores sociales y culturales
(e.g., costumbres, rituales y creencias de grupos étnicos, predisposicion al desarrollo de reacciones
alérgicas, etc.) que pueden conducir al rechazo de un alimento en poblaciones especificas. Un alimento
funcional debe reunir, preferiblemente, los siguientes requisitos: (i) ser consumido por una gran parte de la
poblacion; (ii) poder contener una cantidad adecuada del CB que permita detectar el efecto beneficiosos
sobre la salud; (iii) permitir que el CB permanezca estable luego de su envasado, distribucion y
almacenamiento; (iv) ser sensorialmente aceptable por los consumidores luego de la incorporacion del CB;

y (v) estar disponible por un costo razonable y accesible para los consumidores (388).

Antes de evaluar un potencial alimento funcional a través de ensayos clinicos, es necesario
determinar su eficacia y seguridad en estudios in vitro e in vivo, indicando la dosis minima de CB a partir
de la cual se alcanza el objetivo establecido. En una etapa posterior, los ensayos clinicos permiten analizar
los efectos secundarios asociados a la administracion de dicha dosis y, a su vez, podrian revelar que el
alimento ejerce una accion bioldgica inferior a la esperada. Una vez realizado el proceso de evaluacion
previamente mencionado, es importante informar los potenciales beneficios para la salud asociados al
consumo del alimento, asi como la ingesta diaria recomendada, el tipo y la cantidad de CB presente y las

precauciones a considerar (387).

Entre los alimentos propuestos como vehiculos de ingredientes funcionales, el pan es uno de los mas
empleados debido a que es un producto alimenticio basico y asequible que se consume diariamente en todo
el mundo. Ademas, el proceso de fabricacion es extensamente conocido y simple (389). Hasta el momento,
se han llevado a cabo multiples intentos centrados en optimizar las caracteristicas nutricionales y
funcionales del pan. Al respecto, se han incorporado a la formulacion de pan una gran variedad de vegetales
crudos o extractos de frutas y subproductos ricos en fibras dietéticas o compuestos fenolicos, para
incrementar la capacidad antioxidante, modular la digestion del almidon, entre otros beneficios. Sin
embargo, la comunidad cientifica y la industria alimentaria se ha enfrentado a una serie de inconvenientes
relacionados con una baja aceptabilidad sensorial, menor volumen, menor vida util y variaciones en la
textura del pan enriquecido, fortificado o funcional obtenido (390). Cuando los CBs son incorporados al
pan de forma directa, una fraccion considerable podria perderse debido a que la mayoria de ellos presentan

baja estabilidad quimica, alta volatilidad y baja solubilidad en agua, lo que implicaria una disminucion de
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las propiedades funcionales del alimento. A su vez, los CBs adicionados directamente podrian afectar el
sabor y aroma caracteristico del pan. Por este motivo, un gran numero de estudios han reportado la
encapsulacion de CBs utilizando diversos métodos, previo a su incorporacion en pan (391). En este sentido,
Ezhilarasi y col. (2014) (392) encapsularon un extracto rico en acido hidroxicitrico, con potencial efecto
regulatorio sobre la sintesis de 4cidos grasos, en diferentes biopolimeros a través de secado spray vy,
posteriormente, adicionaron el polvo obtenido a la formulacion de pan. Por su parte, Pasrija y col. (2015)
(393) encapsularon extracto de té verde mediante secado spray y liofilizacion utilizando maltodextrina, con
el objetivo de incorporar las microcapsulas obtenidas en la formulacion de pan y aumentar el contenido de
polifenoles de dicho alimento. Ademas, Rasti y col. (2017) (394) desarrollaron nanoliposomas capaces de
incorporar acidos grasos poliinsaturados, valorados por sus excelentes propiedades biologicas, con la

finalidad de incorporarlos a una formulacién de pan.

5.1.2.  Generalidades del pan

El pan forma parte de la dieta humana desde la antigiiedad (10.000 afios a.C.) y es uno de los
alimentos basicos mas consumidos en todo el mundo. La cantidad de pan consumida difiere ampliamente
entre paises, siendo Rusia, Iran y Turquia los paises con mayor consumo por persona por afio (104, 116y
118 kg por persona por afio, respectivamente). En Argentina, particularmente, se consumen alrededor de 50

kg de pan por persona por afio (389).

El pan es un producto fermentado cuyos cuatro ingredientes basicos son harina de trigo, agua,
levadura y sal. Ademas, se han desarrollado otros tipos de panes elaborados con ingredientes adicionales
tales como harinas de otros cereales y legumbres, aziicares, jarabe de glucosa, sélidos lacteos, grasas y

aceites, huevos y aditivos (conservantes, reguladores de acidez, antioxidantes, etc.), entre otros (395).
Generalmente, el proceso de elaboracion de pan consta de las siguientes etapas:

El objetivo del amasado es mezclar los ingredientes para formar una masa con determinadas
propiedades reoldgicas. Durante el amasado los componentes de la harina absorben agua y las proteinas de
trigo se combinan para formar la red de gluten. La intensidad, duracion de la operacion, asi como el tipo de
amasadora, determina en parte la calidad de la masa. Durante esta etapa se incorpora la levadura o fermento,
ingrediente basico en la elaboracion del pan. La levadura industrial (Saccharomyces cerevisiae), ya sea
fresca o seca, puede utilizarse alternativamente de dos formas. En primer lugar, el método de la esponja
consiste en preparar un cultivo previo (denominado esponja) unas horas antes del comienzo del amasado.
La esponja se prepara con una parte de harina del total que se va a utilizar, toda la levadura y cantidad de
agua suficiente como para conseguir el desarrollo de una masa. En el momento del amasado se incorporan
a la amasadora el resto de la harina, el resto del agua y la sal junto con la esponja. [.a otra forma consiste

en afiadir la levadura directamente a la amasadora en el momento del comienzo del amasado y se conoce
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como método directo. Requiere un periodo de reposo de la masa de unos 45 min antes de ser dividida. Es

importante considerar que no es util en procesos mecanizados con division automatica volumétrica (396).

El reposo o pre-fermentacion consiste en un periodo de descanso de la masa para su recuperacion
luego del amasado. Esta etapa puede llevarse a cabo a temperatura y humedad relativa ambiente o en
camaras de pre-fermentacion bajo condiciones controladas (25-28°C, 80-85% de humedad relativa). En

procesos industriales de produccion de pan de molde esta etapa no se realiza.

En la divisiéon y pesado, la masa se fracciona en porciones de igual tamafio y peso. El objetivo es

asegurar la produccion de piezas de pan homogéneas con un peso constante.

El boleado consiste en dar forma de bollo a las porciones de masa obtenidas anteriormente,
consiguiendo un exterior liso que facilite su manejo en las operaciones siguientes. Durante la division de la
masa, la estructura lograda a través del amasado suele romperse y desgarrarse. Por lo tanto, el objetivo de

esta etapa es reconstruir la estructura de la masa nuevamente.

El reposo consiste en un periodo de descanso de la masa para su recuperacion luego de la
desgasificacion sufrida durante la division y el boleado. Esta etapa puede llevarse a cabo a temperatura y
humedad relativa ambiente o en camaras de pre-fermentacion bajo condiciones controladas (25-28°C,

80-85% de humedad relativa).

El objetivo del formado es dar la forma definitiva correspondiente al tipo de pan a elaborar. En caso

de que la pieza sea redonda, el boleado proporciona ya dicha forma.

La fermentacioén corresponde al periodo que transcurre desde que se forma la pieza definitiva hasta
el momento en que entra al horno, durante el cual la pieza se desarrolla hasta alcanzar el volumen
considerado como Optimo por el panadero. Esta etapa se realiza en camaras de fermentacion, bajo
condiciones de temperatura y humedad relativa controladas (25-28°C, 80-85% de humedad relativa). Su
duracion es variable y depende de factores referidos a las materias primas (e.g., composicion y calidad de
la harina, cantidad y calidad de la levadura, exceso o escasez de sal, etc.), propios de la masa (e.g.,
hidratacion, temperatura, acidez, etc.) y factores externos (e.g., temperatura, humedad relativa, etc.). El
proceso consiste basicamente en una fermentacion alcohdlica llevada a cabo por las levaduras que
transforman los aziicares fermentables presentes en la harina o agregados, en etanol, CO, y algunos
productos secundarios. En el caso de utilizar masa madre se producen en menor medida otras
fermentaciones llevadas a cabo por bacterias lacticas. El objetivo es que el CO, formado sea retenido por
la masa, incrementando su volumen y mejorando el sabor del pan. En un sentido amplio, se considera que
la fermentacion tiene lugar durante todo el periodo comprendido entre el amasado y el horneado,

comenzando cuando la temperatura interna de la masa alcanza los 50°C (396).

El corte es una operacion que se realiza en algunos tipos de masas de panes después de la

fermentacion, justo en el momento en el que la masa de pan va a ser introducida en el horno. Consiste en
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efectuar pequeiias incisiones en la superficie de las piezas para permitir el desarrollo del pan en las etapas

posteriores.

El objetivo de la coccién es la transformacion de la masa fermentada en pan. Durante esta etapa se
produce la evaporacion de todo el etanol producido en la fermentacion, la evaporacion de parte del agua
contenida en el pan, la desnaturalizacion y coagulacion de las proteinas, la transformacion del almidon en
dextrinas y azlcares menores y el pardeamiento de la corteza. Esta etapa involucra dos reacciones
fundamentales para el sabor y el color del pan. En primer lugar, la caramelizacion es la descomposicion
térmica de los azucares presentes a partir de la cual se producen pigmentos de alto PM. Por otro lado, la
reaccion de Maillard no enzimdtica ocurre entre azicares no reductores y aminoacidos dando lugar a la
aparicion de compuestos carbonilicos. A pesar de que diferentes azicares y aminodcidos pueden participar
de esta reaccion, se ha observado que cada uno de ellos influye de diferente forma en el sabor y en la
intensidad del color del pan (397). La coccidn se realiza en hornos a temperaturas que van desde los 220 a

los 260°C, aunque el interior de la masa nunca llega a sobrepasar los 100°C (389,398).

El enfriamiento, rebanado y envasado se lleva a cabo inmediatamente después de la coccion. El

producto se enfria rapidamente para luego rebanarlo (segun el tipo de pan) y finalmente envasarlo.

Las condiciones de almacenamiento determinan, en parte, el periodo de vida util de estos productos.
Los panes envasados pueden almacenarse a temperatura ambiente por periodos cortos (menos de 20 dias)

o congelarse de forma rapida a -40°C y almacenarse a -20°C por periodos mas largos (mas de 30 dias).

5.1.2.1. Composicion y valor nutricional

Desde el punto de vista nutricional, el pan es un producto cuyo aporte a la dieta es principalmente
energético y se estima en unas 200 a 300 Kcal cada 100 g de pan. Si bien la composicion nutricional varia
de acuerdo con la formulacion y proceso de obtencion de cada tipo, en general, el pan aporta cantidades
significativas de carbohidratos complejos (40-60% m/m), proteinas vegetales (7-11% m/m), grasas o aceites
(0,5-9% m/m), fibra dietética (0,5-9% m/m), vitaminas y minerales (menos del 1% m/m). El aporte
nutricional es mayor en los panes elaborados con harinas obtenidas a partir de la molienda del grano entero.
En las harinas blancas refinadas, la eliminacion de algunos de los componentes del grano (como el salvado
y el germen) modifica las cualidades nutricionales generales del producto resultante (399). Por otro lado,
el pan es un alimento que presenta un elevado indice glucémico, con un valor aproximado de 75. Cuando
este valor es alto, los alimentos liberan una gran cantidad de carbohidratos y aumentan los niveles de

glucosa en sangre rapidamente al ser consumidos (395).

En las altimas décadas, el consumo de pan ha ido disminuyendo debido a los cambios en las dietas
de los consumidores modernos. El mayor conocimiento sobre los efectos adversos del consumo excesivo

de grasas, azacares, carbohidratos y sal, y su relacion con la prevalencia de enfermedades tales como
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obesidad, enfermedades cardiovasculares, hipertension, ciertos tipos de cancer y DM2, entre otras, ha
generado concientizacion en algunos sectores de la sociedad. Sin embargo, el pan ha sido reconsiderado
como un producto clave dirigido a grupos especificos de poblacion que requieren alimentos especiales. Se
han elaborado panes con baja densidad calorica para la prevencion y el control de la obesidad, sin gluten
para pacientes celiacos, productos con alto contenido de fibra para contrarrestar la baja ingesta actual de
fibra dietética, productos de bajo indice glucémico para diabéticos y pacientes con sindrome metabolico

(389).

5.1.3.  Caracterizacion de panes

Tanto la textura como el color son atributos muy importantes que determinan la calidad y
aceptabilidad de un pan. Por tal motivo, para la industria alimentaria es fundamental su correcta

caracterizacion a través del equipamiento adecuado.

Los métodos instrumentales para determinar la textura de un alimento pueden clasificarse en
fundamentales, de imitacion o empiricos. Los métodos fundamentales determinan las propiedades
reologicas, mientras que los métodos de imitacion someten al alimento a condiciones que simulan una
situacion real. Por su parte, los métodos empiricos determinan las propiedades mecéanicas de la muestra en
unidades empiricas del instrumento y, por lo tanto, no pueden ser extrapoladas fuera de las condiciones de
prueba o muestra especifica, ni ser comparadas con las propiedades de otros productos. De este modo, los
métodos de imitacion presentan el mayor potencial y la mejor adaptabilidad para la comunidad cientifica y

la industria (400).

Entre los métodos de imitacion se encuentra el andlisis de perfil de textura (TPA, por sus siglas en
inglés Texture Profile Analysis), que es una de las pruebas de compresion mas empleadas para evaluar la
textura de pan. Corresponde a un método objetivo instrumental, ya que los atributos estimados a partir de
TPA pueden ser correlacionados con los de la evaluacion sensorial. El dispositivo que se utiliza es el
texturometro, el cual imita el proceso de masticacion para cuantificar una gran variedad de parametros. El
analisis consiste en someter a una muestra de pan a dos ciclos de compresion entre dos superficies paralelas.
A partir de los resultados obtenidos se genera una curva de fuerza en funcién del tiempo (curva de TPA),
tal como se observa en la Fig. 24. Los puntos A y B indican el comienzo de la primera y segunda
compresion, respectivamente. La altura del pico de fuerza en el primer ciclo de compresion (primer
mordisco) se define como dureza. La fracturabilidad (originalmente llamada fragilidad) es la fuerza maxima
registrada justo antes de que el alimento se quiebre o fracture durante la primera compresion, que
normalmente aparece antes de la dureza (en la Fig. 24 se muestra como una linea discontinua). La relacién
de las areas de fuerza positiva bajo la primera y la segunda compresion (Ax/A1) se define como cohesividad.
La adhesividad corresponde al area de fuerza negativa del primer mordisco (A3) y representa el trabajo

necesario para sacar el émbolo de compresion de la muestra. La elasticidad es la distancia que la muestra
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recupera luego de la primera compresion (D»/D1). La resiliencia es la capacidad del alimento de recuperar
su forma inmediatamente después de ser deformado, y se calcula subdividiendo el area de fuerza bajo la
primera compresion (A1) en el drea de descompresion (descenso de la fuerza, Aqg) y el area de compresion
(ascenso de la fuerza, A.), para luego obtener la relacion entre estas dos areas (Ad/A.). Es un parametro
adimensional que indica la fraccion de la estructura original del alimento que se ha quebrado o fracturado

por la compresion inicial (401).

Los parametros de textura definidos previamente se denominan primarios ya que se obtienen
directamente de la curva de TPA. A partir de ellos, se derivan otros parametros secundarios tales como la
gomosidad, definida como el producto entre la dureza y la cohesividad, y la masticabilidad obtenida a partir
del producto entre la dureza, la cohesividad y la elasticidad. L.a masticabilidad representa la cantidad de

energia necesaria para desintegrar un alimento para su deglucion (402).

Fracturabilidad Dureza

rd

o

Fuerza —p

Tiempo 5

Figura 24. Curva de TPA tipica obtenida a partir de un texturémetro (Figura modificada de Nishinari y Fang (2018)
(401)).

Por otro lado, la caracterizacion de panes segun la apariencia visual puede llevarse a cabo mediante
una evaluacion sensorial o un andlisis instrumental. En el primer caso, la muestra es observada sin la

utilizacion de instrumentos, pero bajo condiciones controladas de iluminacidn, junto con la referencia a un
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conjunto de colores standard para la comparacion con la muestra. Sin embargo, ¢l color es una percepcion
subjetiva que cada individuo interpreta de manera distinta. Los analisis instrumentales objetivos constituyen
una excelente opcion para reducir al minimo los problemas de subjetividad que presenta la evaluacion

sensorial de una muestra (403).

Uno de los métodos instrumentales mas reportados en la literatura emplea un colorimetro o
espectrofotdmetro para estimar el color de la corteza y la miga del pan, clasificando el espectro obtenido
en un espacio de tres dimensiones determinado por los ejes L*, a* y b* (sistema CIELab). El parametro L*
corresponde a una medida aproximada de la luminosidad, propiedad seglin la cual cada color puede
considerarse equivalente a un nivel de la escala de grises, entre el negro y el blanco. El parametro a* toma
valores positivos para colores rojizos y negativos para colores verdosos, mientras que el parametro b* es
positivo para colores amarillentos y negativos para colores azulados (Fig. 25). En los métodos
instrumentales, el equipo mide el color de la muestra y entrega directamente los valores L*, a* y b*, los
cuales representan la forma en que el color seria percibido por el ojo humano. Por otro lado, la croma o
saturacion del color (C*) es un atributo cuantitativo de la intensidad del color. Se utiliza para determinar el
grado de diferencia de un matiz en comparacion con un color gris con la misma luminosidad. Cuanto mayor

es el valor de C*, mayor es la intensidad del color percibida por los humanos (403).

L =100
(blanco)

L=0
(negro)

Figura 25. Diagrama de espacio de color CIELab (Figura modificada de Ly y col. (2020) (404)).
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5.1.4. Digestion gastrointestinal in vitro de panes

La digestion in vitro de productos panificados ha sido ampliamente estudiada en las ultimas décadas.
La mayoria de los trabajos evalua la bioaccesibilidad de diferentes compuestos a partir de panes formulados
con diferentes tipos de cereales o pseudocereales (405). Al respecto, Angioloni y Collar (2011) (406)
evaluaron la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos presentes en pan de trigo luego de ser sometido a un
proceso de digestion in vitro. En este caso, los autores reportaron un 58% de bioaccesibilidad en la fase
micelar del digesto. Por otro lado, Colantuono y col. (2018) (407) evaluaron la bioaccesibilidad de
polifenoles en digestos de panes enriquecidos con polvo de alcachofa, la cual resultdé de 82%.
Adicionalmente, los autores sefialaron que los digestos provenientes de la fase intestinal del método in vitro

presentaron actividad inhibitoria de a-glucosidasa.

Cuando se desea evaluar la digestion gastrointestinal in vifro de alimentos ricos en almidon (tales
como los productos panificados) debe considerarse particularmente la simulacion de la fase oral, ya que se
ha informado que incluso durante 20-30 s de procesamiento del alimento en la cavidad oral, el 50% del
almidén puede ser hidrolizado (316). En consecuencia, es importante someter al pan a las condiciones
adecuadas que imiten la masticacion y secrecion de saliva (con el agregado de a-amilasa), previamente a
la digestion gastrica e intestinal, logrando de este modo una correcta simulacion del proceso digestivo in

vitro (405).

5.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:

Objetivo 1: Obtener panes que incorporan aceites esenciales encapsulados y evaluar sus propiedades

fisicoquimicas y sensoriales.

Objetivo 2: Evaluar la digestibilidad de panes que incorporan aceites esenciales encapsulados mediante un

método estatico de digestion gastrointestinal in vitro.

Objetivo 3: Evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la actividad biologica de panes

que incorporan aceites esenciales encapsulados.

5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Materiales

Para los estudios desarrollados en el presente capitulo se utilizo clara de huevo (EW) industrial, aceite

esencial de tomillo (TOM) y aceite esencial de orégano (ORE), descriptos en la Seccion 3.3.1, y pectina de
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alto metoxilo (PAM) comercial descripta en la Seccion 4.3.1. Los reactivos analiticos fueron suministrados

por Cicarelli (Argentina), Biopack (Argentina) y Merck (Alemania).

5.3.2.  Analisis termogravimétrico de polvos EWPn—AE—-PAMj;¢

El proceso de degradacion térmica de los polvos EWPn—TOM-PAMiisr y EWPn—ORE—PAMiior
obtenidos en la Seccion 4.3.5 fue investigado mediante un analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas
en inglés Thermogravimetric Analysis), siguiendo la metodologia descripta en Koziot y col. (2022) (408).
Para ello, se colocaron entre 4 y 6 mg de cada muestra en una cubeta de platino. Posteriormente, las
muestras se calentaron de 30 a 700°C en atmosfera inerte mantenida mediante la inyeccion de nitrogeno a
un caudal de 35 mL min"!, con una velocidad de calentamiento de 10°C min‘!, utilizando un equipo TGA
Q500 (TA Instrument, Estados Unidos). Las determinaciones fueron presentadas graficamente en curvas de
masa (%) en funcion de la temperatura (°C), las cuales fueron denominadas curvas de TGA. Ademas, para
determinar la velocidad de variacion de la masa durante el calentamiento, se calculo la primera derivada de
las curvas anteriores (% °C"), las cuales fueron graficadas en funcion de la temperatura (°C) y denominadas
curvas de termogravimetria derivada (DTG, por sus siglas en inglés Derivative Thermogravimetry). El
polvo EWPn—PAMir y los AEs puros (TOM y ORE) también fueron evaluados a modo de control,

siguiendo la misma metodologia.

5.3.3.  Obtencion de panes que incorporan EWPn—AE—PAMiis

Los panes de molde con agregado de polvos EWPn—TOM—-PAMjir, EWPn—ORE-PAM;;o¢ fueron
elaborados en el Area de Panificacion del Instituto de Tecnologia de Alimentos (FIQ-UNL, Santa Fe,
Argentina), segiin la metodologia propuesta por Sponton y col. (2023) (409). Para su preparacion se
utilizaron 500 g de harina de trigo refinada, 290 g de agua potable, 25 g de levadura prensada, 10 g de sal,
25 g de azticar y 9 g de grasa. Ademas, se agregaron 2,5 g de los polvos EWPn—AE-PAMjr para la
obtencion de panes con 0,5% (0,5 g cada 100 g de harina) de polvo EWPn—TOM-PAMis 0
EWPn—ORE-PAM;iior (TOM—-0,5 y ORE-0,5, respectivamente) y 5,0 g de los polvos EWPn—AE-PAMjer
para la obtencion de panes con 1,0% (1,0 g cada 100 g de harina) de polvo EWPn—TOM-PAMii 0
EWPn—ORE-PAMior (TOM-1 y ORE-1, respectivamente). Todos los ingredientes fueron mezclados
durante 5 min en una mezcladora Oster Power 750 W (Estados Unidos). Luego, la masa obtenida fue
colocada en una camara de fermentacion con temperatura y humedad relativa controladas (27°C y 75-80%,
respectivamente) para una primera fermentacion hasta duplicar el volumen (40 min, aproximadamente).
Posteriormente, la masa se dividi6 en 2 porciones de igual peso, las cuales se dejaron reposar durante 10
min. Una vez transcurrido este tiempo, se colocaron en moldes de metal rectangulares lubricados para que

se lleve a cabo una segunda fermentacion (a 27°C y 75-80% de humedad relativa) hasta cuadriplicar su
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volumen (1 h, aproximadamente). Finalmente, las masas se hornearon en un horno rotatorio eléctrico

(ZU-95, Zunino, Entre Rios, Argentina) a 210°C durante 30 min.

Con el objetivo de obtener un pan control, los mismos ingredientes en iguales cantidades, pero sin el
agregado de polvos EWPn—AE-PAM;,, fueron utilizados para la preparacion de la masa. Luego, se

continuo con el procedimiento descripto anteriormente.

5.3.4. Caracterizacion de panes que incorporan EWPn—AE—PAM;o¢

5.3.4.1. Humedad y actividad acuosa

El efecto de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAMii,r en pan de molde sobre el contenido de
humedad (%) y actividad acuosa (aw) se evalu6 siguiendo la metodologia de Deseta y col. (2021) (170). En
primer lugar, el contenido de humedad de los panes TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 se determind
pesando aproximadamente 2,0 g de muestra en una balanza halégena Radwag modelo PMR 50 NH
(Polonia), calentando a 105°C hasta peso constante. El porcentaje de humedad se calcul6 segun:

Humedad = % x 100 (Ecuacion 34),

i

donde P; y Pr es el peso (g) inicial (antes del secado a 105°C) y final (después del secado a 105°C),

respectivamente.

Por otra parte, el valor de a, de la corteza y la miga de los panes TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y
ORE-1 se determind utilizando un equipo Aqua LAB modelo CX-2T (Decagon Devices Inc., Estados
Unidos) (170). La corteza se definié como la capa externa de color oscuro de aproximadamente 2-3 mm de
espesor, la cual fue removida cuidadosamente con bisturi estéril. .a miga se obtuvo a partir de la porcion

interna del pan, a mas de 10 mm de la superficie para evitar la zona de transicion.

El contenido de humedad y a, del pan control (sin agregado de polvo EWPn—AE-PAMjr) se evalud
siguiendo la misma metodologia. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, luego de 24

h de la elaboracion de los panes (almacenados a 25°C).

5.3.4.2. Perfil de textura y color

El efecto de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAMiir en pan de molde sobre sus caracteristicas
de textura y color fue evaluado segtin Deseta y col. (2021) (170). Para ello, se realiz6 un andlisis de perfil
de textura (TPA, por sus siglas en inglés Texture Profile Analysis) de muestras de panes TOM—0,5, TOM-1,
ORE-0,5 y ORE-1 de 50 x 40 mm utilizando un analizador de textura TA-XT Plus (Stable Microsystems,
Reino Unido) equipado con un disco plano de aluminio de 75 mm y una celda de carga de 50 kg. Los ajustes

del analizador de textura fueron: prueba de doble compresion, velocidad de prueba previa 10 mm s°!,
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velocidad de prueba 1,7 mm s*!, velocidad posterior a la prueba 10 mm s-!, distancia 10 mm, tiempo 3 s,
fuerza de disparo 0,049 N, area de contacto de 1.963,5 mm? y deformacion del 25%. Para calcular los
valores de dureza (N), masticabilidad (mJ) y resiliencia se utiliz6 el sofiware TA-XT Exponent. Ademas,
los valores de TPA del pan control (sin agregado de polvos EWPn—AE-PAMii) se evaluaron siguiendo la
misma metodologia. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, luego de 24 h de la

elaboracion de los panes (almacenados a 25°C).

Por otro lado, el color de la corteza y la miga de panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 se
determin6 utilizando un espectrofotometro Minolta modelo CM-508d/8 (Japdén), equipado con un
iluminante estandar D65, con un angulo de observacion de 10° y componente especular excluido (410).
Ademas, el color de la corteza y la miga del pan control (sin agregado de polvos EWPn—AE—PAMiior) se

determino siguiendo la misma metodologia.

Se evaluaron los componentes del sistema CIELab, espacio de color definido por las coordenadas
rectangulares L*, a* y b*. Estos parametros en el modelo representan la luminosidad o claridad del color
(L*, donde los valores 0 y 100 corresponden al negro y blanco, respectivamente), su posicion entre rojo y
verde (a*, los valores positivos indican rojo mientras que los valores negativos indican verde) y su posicion
entre amarillo y azul (b*, los valores positivos indican amarillo mientras que los valores negativos indican
azul). Luego, se calculo la diferencia total de color (AE*) entre los panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y
ORE-1 y el pan control (sin agregado de polvos EWPn—AE-PAMiior), segun Pathare y col. (2013) (403):

AE* = (AL*? + Aa*? + Ab*%)%5 (Ecuacién 35),

donde AL*, Aa* y Ab* son las diferencias de los parametros L*, a* y b*, respectivamente, entre los panes

TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1y el pan control.

Por cada muestra, se realizaron 6 mediciones de color, luego de 24 h de la elaboracion de los panes

(almacenados a 25°C).

5.3.4.3. Anuadlisis sensorial

El efecto de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAMiior en pan de molde sobre la aceptabilidad
de consumidores se evalud segun Yousif'y col. (2012) (411). El analisis se llevo a cabo con 101 voluntarios
consumidores habituales de pan (al menos dos veces por semana) de entre 18 y 65 afios (57% de
participantes mujeres) de la ciudad de Santa Fe (Argentina). Los participantes no recibieron informacion
adicional sobre las muestras antes de la degustacion y dieron su consentimiento informado por escrito. El
ensayo se realizo en el laboratorio del Departamento de Andlisis Sensorial (FIQ-UNL, Santa Fe, Argentina),
en cabinas sensoriales individuales, disefladas de acuerdo con la norma ISO8589 (2007), con luz natural
controlada, temperatura constante a 22°C y circulacion de aire. Los participantes dispusieron de agua

mineral comercial para realizar enjuagues luego de evaluar cada muestra. El orden de la degustacion de
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cada muestra también fue aleatorio, con el propdsito de alcanzar un balance adecuado en las presentaciones

y minimizar cualquier sesgo sensorial.

Las muestras de panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 se evaluaron luego de 24 h de su
elaboracion (almacenados a 25°C), las cuales fueron presentadas a los consumidores en rodajas de 30 g,
incluyendo corteza y miga, a 25°C. Cada muestra fue codificada con niimeros aleatorios de 3 digitos. Los
participantes evaluaron la aceptabilidad general de las muestras de pan utilizando una puntuacion hedonica
horizontal de 9 puntos (donde 9 = me gusta muchisimo, 8§ = me gusta mucho, 7 = me gusta moderadamente,
6 = me gusta poco, 5 = no me gusta ni me disgusta, 4 = me disgusta poco, 3 = me disgusta moderadamente,

2 = me disgusta mucho y 1 = me disgusta muchisimo) (412).

Para corroborar que las diferencias de género, edad (entre 18-40 y 41-65 afios) y frecuencia de
consumicion de pan (2 0 4 veces por ssmana) no sean significantes, se llevo a cabo una prueba Chi-cuadrado

(XLSTAT 2014, Addinsoft).

5.3.5. Digestion gastrointestinal in vitro de panes que incorporan EWPn—AE-PAM ;¢

Con el objetivo de evaluar la digestibilidad de los panes TOM—1 y ORE—1 obtenidos previamente y
la subsecuente liberacion de AE, se llevd a cabo un modelo in vitro de digestion gastrointestinal

ampliamente aceptado, con algunas modificaciones (320,335).

5.3.5.1. Actividad enzimadtica

La actividad enzimatica de la a-amilasa, de la pepsina gastrica y de la tripsina de pancreatina fue

determinada segun lo recomendado por Minekus y col. (2014) (314).

a-amilasa: El ensayo para determinar la actividad de la a-amilasa se baso en la siguiente reaccion:

L, a—amilasa
Almidén + Agua — Grupos reductores (maltosa)

segun la cual una unidad de enzima libera 1,0 mg de maltosa a partir del almidon en 3 min a pH 6,9y a
20°C. Para realizar el ensayo, se utilizO como sustrato enzimatico almidon de papa soluble (S2630,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) al 1,0% m/v en buffer fosfato de sodio 20 mM conteniendo NaCl 6,7 mM
apH 6,9.

En primer lugar, se prepard una solucion de tartrato de sodio y potasio 5,3 M en NaOH 2 M y una
solucion de acido 3,5-dinitrosalicilico (D0550, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 96 mM. Luego, se
mezclaron 8§ mL de la solucién de tartrato de sodio y potasio, 20 mL de la solucion de acido

3,5-dinitrosalicilico y 12 mL de agua desionizada. Ademads, se prepard una solucion stock de a-amilasa
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(A9857, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1 U mL-" disolviendo la enzima solida en agua desionizada y se

mantuvo a 4°C.

Se colocd un volumen de 1.000 pL. de almidon de papa en tubo Falcon y se incubd en estufa a 37°C
por 3-4 min para alcanzar una temperatura homogénea en el sustrato. Posteriormente, se adicionaron de
500 ul.a 1.000 pL de la solucion de a-amilasa para cada concentracion y se incubd 3 min a 20°C de manera
de que se produzca la reaccion enzimatica. Para la detencion de la reaccion se agregd 1,0 mL de la solucion
de tartrato de sodio y potasio y acido 3,5-dinitrosalicilico (reactivo color) en cada tubo. Luego, se completo
el volumen de la enzima hasta 1.000 pL, adicionando la cantidad de solucion correspondiente en cada tubo.
Los tubos fueron calentados a 100°C durante 15 min y, posteriormente, colocados en bafio de hielo. Se
adicionaron 9 mL de agua desionizada en cada tubo y se mezclo por inversion. Finalmente, se determind la

ABS a 540 nm, utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido).

El blanco fue obtenido mediante la misma metodologia, pero adicionando el volumen completo de
la solucion de a-amilasa luego de agregar la soluciéon de tartrato de sodio y potasio y acido
3,5-dinitrosalicilico (reactivo de color) y la mezcla se calentd a 100°C. Para obtener la curva standard de
maltosa liberada se prepararon 6 soluciones a partir de una solucion stock de maltosa 0,2% m/v (M5885,
Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en agua desionizada y se adicion6 1,0 mL de reactivo de color a cada tubo.
Los tubos fueron calentados a 100°C durante 15 min y, posteriormente, colocados en bafio de hielo. Se
adicionaron 9 mL de agua desionizada en cada tubo y se mezclo por inversion. Finalmente, se determind la
ABS a 540 nm, utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). Para la obtencion del

blanco se reemplazo la solucion de maltosa por agua desionizada.

La actividad enzimatica fue calculada obteniendo los parametros de la ecuacion obtenida por
regresion lineal (R? adj. 0,999) correspondiente a la curva standard de maltosa liberada y aplicando la

siguiente ecuacion:

— (ABSC _ABSblanco) —b
axX

Actividad enzimatica (L) (Ecuacion 36),

mg
donde ABSc y ABSpianco corresponden a la ABS a 540 nm de las diferentes concentraciones de enzimay del
blanco, respectivamente, X es la cantidad de a-amilasa (mg) adicionada luego de la detencion de la reaccion

y ay b corresponden a la pendiente y ordenada al origen de la ecuacion lineal de la curva standard de

maltosa liberada, respectivamente.

La actividad enzimética de la pepsina gastrica y de la tripsina de pancreatina fue determinada tal

como se detallo en la Seccion 4.3.6.1.
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5.3.5.2. Mzcétodo estdtico consenso

El proceso gastrointestinal in vitro, basado en un método consenso internacional, fue llevado a cabo

tal como se detallo en la Seccion 4.3.6.2, con algunas modificaciones (314).

Fase oral: Durante esta fase la textura de los alimentos sdlidos es significativamente alterada por la
masticacion y la accion de la saliva en la cavidad oral. Debido al corto tiempo de retencion, solo una

pequeiia fraccion de almidon es hidrolizada por la enzima a-amilasa en la boca.

Antes de comenzar el ensayo se prepar6 previamente una solucion stock de FSS 1,25X conteniendo
KCI 15,1 mM, KH>PO4 3,7 mM, NaHCO; 13,6 mM, MgCl, 0,15 mM y (NH4),CO; 0,06 mM (Tabla 14) a
la cual, posteriormente, se le adicion6 una solucion de CaCl, 0,3 M hasta alcanzar una concentracion final

de 0,75 mM.

En primer lugar, 0,5 g de pan (TOM-1 u ORE-1) fueron mezclados con 2,5 mL de FSS 1X en tubo
de vidrio con tapa de cierre hermético. Se ajusto el pH a 7,0 y se adiciond una solucion de a-amilasa (75 U
mL"). El pH final de las muestras fue chequeado y corregido a 7,0. Inmediatamente después, las muestras
fueron incubadas a 37°C en un agitador rotatorio Rotator Multi Bio RS-24 (Boeco, Alemania) a 60 rpm
durante 2 min. Por ultimo, las muestras destinadas a digestion géastrica simulada continuaron con la
siguiente fase, mientras que las muestras correspondientes a la digestion oral simulada (obtenidas por
triplicado) fueron calentadas a 100°C durante 5 min para detener la reaccion enzimatica y analizadas

inmediatamente o almacenadas a -20°C hasta el momento de ser utilizadas.

Tabla 14. Volumen de cada solucidn de electrolito necesario para preparar 400 mL de FSS 1,25X.

Concentracion stock Volumen stock Concentracion en FSS
Solucion
gLt mol L! mL mmol L!
KCl 37,3 0,5 15,1 15,1
KH,PO, 68 0,5 3,7 3,7
NaHCO; 84 1 6.8 13,6
MgClL(H20)s 30,5 0,15 0,5 0,15
(NH4):CO3 48 0,5 0,06 0,06

Las fases de digestion géastrica e intestinal fueron llevadas a cabo tal como se detall6 en la Seccion
4.3.6.2, con leves modificaciones. El volumen final de la muestra sometida a digestion gastrica fue 6 mLy

el correspondiente a la muestra sometida a digestion intestinal fue 12 mlL..
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Las muestras correspondientes a la digestion intestinal simulada se obtuvieron por triplicado y fueron

analizadas inmediatamente o almacenadas a -20°C hasta el momento de ser examinadas.

La misma cantidad de agua desionizada en reemplazo de la muestra fue adicionada y sometida al
mismo proceso gastrointestinal in vifro con el objetivo de obtener controles correspondientes a las

soluciones FSS y FIS. Ademas, el mismo procedimiento fue realizado para el pan control.

5.3.5.3. Liberacion de AE

Luego del proceso de digestion gastrointestinal in vitro, la liberacion de los AEs fue evaluada segin
la metodologia descripta previamente en la literatura (413). Se considerd que el AE liberado a partir de los
panes TOM-1 y ORE-1 fue el AE determinado en el sobrenadante (fase micelar) proveniente del proceso
de digestion intestinal in vitro, luego de centrifugar el digesto a 10.000 g durante 30 min y a 25°C, con el
objetivo de eliminar material solido insoluble. En el presente capitulo de tesis, la concentracion de AE
correspondiente a la fraccion micelar se consideré como una medida de la liberacion de AE en el tracto

intestinal. Bajo estas condiciones, esta concentracion podria estar disponible para su absorcion intestinal.

Para ello, un volumen de 0,3 mL de digesto total o sobrenadante fue adicionado a 3 mL de acetato
de etilo y la mezcla se agit6 mecanicamente (vortex) durante 1 min. Con el objetivo de lograr la
estabilizacion, cada tubo conteniendo la mezcla permanecié en reposo durante 5 min. La fase superior de
acetato de etilo fue analizada utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido)
evaluando la ABS a 274 nm para la determinacion de TOM y a 276 nm para la determinacion de ORE
(170,339,340). La concentracion de AE fue calculada a partir de curvas de calibrado de TOM y ORE en
acetato de etilo, detalladas en la Seccion 3.3.5.3. Todas las determinaciones se llevaron a cabo a 25°C y se

realizaron por triplicado.

5.3.5.4. Actividad antioxidante

5.3.5.4.1.  Capacidad de captacion de radical ABTS"
La capacidad de captacion de radical ABTS" (Casrs+, %) de los panes TOM-1 y ORE-1 después de

la digestion intestinal in vitro (fase micelar) fue determinada por espectroscopia, de acuerdo con Cian y col.
(2014) (171), siguiendo algunas modificaciones. En primer lugar, la solucion de radical ABTS" fue
preparada haciendo reaccionar 10 mL de reactivo ABTS (A1888, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 2 mM
con 0,04 mL de persulfato de potasio 70 mM y mantenida por 16 h a 25°C y en oscuridad. Posteriormente
y previo a realizar el ensayo, la solucion de radical ABTS" fue diluida con PBS 0,01 M (pH 7,4) de forma
de obtener un valor de ABS de 0,80 &+ 0,03 a 734 nm. Luego, un volumen de 0,1 mL de muestra (diluida
1/5 con agua desionizada) fue adicionado a 1,9 mL de solucion de radical ABTS" y la mezcla fue incubada

en oscuridad a 25°C durante 6 min. Luego de transcurrido el tiempo correspondiente, la ABS fue

199



CAPITULO 3

determinada a 734 nm utilizando un espectrofotdémetro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). Por otro lado,
el mismo volumen de PBS en reemplazo de la muestra fue adicionado para la preparacion del blanco. Todas
las determinaciones se llevaron a cabo a 25°C y se realizaron por triplicado. El pan control y el control de
la solucion FIS, provenientes del proceso de digestion intestinal in vitro, fueron evaluados mediante la

misma metodologia.

El porcentaje de captacion de radical ABTS" (Cagrs+, %) fue calculado tal como se detallo en la

Seccion 3.3.6.1.

5.3.5.4.2.  Poder reductor

El poder reductor (PR, mg de equivalentes de 4cido ascérbico (EAA) mL! digesto) de los panes
TOM-1 y ORE-1 después de la digestion intestinal in vifro (fase micelar) fue determinada por
espectroscopia, de acuerdo con Cian y col. (2015) (172), siguiendo algunas modificaciones. Un volumen
de 0,2 mL de muestra fue adicionado a 0,5 mL de buffer fosfato 0,2 M (pH 6,6) y 0,5 mL de solucién de
ferricianuro de potasio 1% m/v. La mezcla fue incubada a 50°C durante 20 min y, posteriormente, 0,5 mL
de una solucion de 4acido tricloroacético al 10% m/v fue adicionada. Luego, se centrifugd a 8.000 g durante
5 min a 25°C y 1,0 mL de sobrenadante fue mezclado con 0,2 mL de cloruro férrico 0,1% m/vy 1 mL de
agua desionizada. LLa mezcla se mantuvo en oscuridad a 50°C durante 10 min y, una vez transcurrido el
tiempo correspondiente, la ABS fue determinada a 700 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway
7305 (Reino Unido). Por otro lado, el mismo volumen de agua desionizada en reemplazo de la muestra fue
adicionado para la preparacion del control negativo y el mismo volumen de agua desionizada en reemplazo
de la muestra y en reemplazo del cloruro férrico fue adicionado para la preparacion del blanco. Las
determinaciones fueron llevadas a cabo a 25°C y realizadas por triplicado. Los resultados fueron expresados
como mg de equivalentes de acido ascorbico (EAA) mL-! digesto, utilizando una curva de calibrado de
acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) como reactivo standard en un rango de concentracion de
0,01 a 0,10 g L. El pan control y el control de la solucion FIS, provenientes del proceso de digestion

intestinal in vitro, fueron evaluados mediante la misma metodologia.

5.3.5.5. Liberacion de glucosa

La liberacion de glucosa en los digestos provenientes de los panes TOM—1 y ORE-1 después de los
procesos de digestion oral e intestinal in vitro fue determinada utilizando un kit comercial (Glicemia
enzimatica AA, Wiener Lab, Argentina), siguiendo las instrucciones del fabricante (414). El ensayo se baso

en las siguientes reacciones:

Glucosa oxidasa , | ..
Glucosa + 0, + Agua ———  Acido glucénico + H,0,
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Peroxidasa
2H,0, + 4 — aminofenazona + 4 — hidroxibenzoato ——— Quinonimina roja

La glucosa oxidasa actua directamente sobre el sustrato (glucosa), originando 4cido glucénico y
perdxido de hidrogeno. Posteriormente, el peroxido de hidrogeno libera una molécula de oxigeno por accion
de la peroxidasa, que reacciona con un aceptor de oxigeno dando lugar a un cromogeno (quinonimina roja).
De este modo, el cromogeno se cuantifica fotométricamente, siendo su ABS proporcional a la concentracion

de glucosa presente.

En primer lugar, se adicion6 un volumen de 20 pl. a 2 mL de reactivo de trabajo compuesto por una
solucion de glucosa oxidasa microbiana (10 kU L"), peroxidasa de rabano (1 kU L"), 4-aminofenazona 0,5
mM, buffer fosfato 100 mM a pH 7.0 y 4-hidroxibenzoato 12 mM. Las muestras se incubaron a 37°C
durante 10 min. Luego de transcurrido el tiempo correspondiente, la ABS fue determinada a 505 nm
utilizando un espectrofotometro UV-vis Jenway 7305 (Reino Unido). Con ¢l objetivo de obtener un valor
standard, 20 pL de una solucion de glucosa 100 g L' fue adicionada a 2 mL de reactivo de trabajo y la
mezcla fue sometida al mismo procedimiento. Ademas, el mismo volumen de agua desionizada en
reemplazo de la muestra fue adicionado para la obtencion del blanco. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado. El pan control y el control de las soluciones FSS y FIS (provenientes del proceso

de digestion in vitro) fueron evaluados mediante la misma metodologia.
La concentracion de glucosa (Cgucosas g L) fue calculada como sigue:

1(gL™")

(Ecuacion 37),
ABSstandard

Cglucosa = ABSpuyestraX

donde ABSmuesta ¥ ABSyanawra corresponden a la ABS a 505 nm de la muestra y del standard,

respectivamente.

5.3.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de todas las determinaciones se realizd por medio de andlisis de
variancia (ANOVA), utilizando el software R con interfaz RStudio version 1.4.1717. Las diferencias
significativas entre medias fueron determinadas utilizando test L.SD con 95% de confianza (p<0,05). Para
determinar los parametros derivados del ajuste de modelos matematicos se utiliz6 el software Origin version

8.0724.
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1.  Analisis termogravimétrico de polvos EWPn—AE—PAMij;es

La estabilidad térmica de los CBs es una de las propiedades mas importantes cuando son empleados
para obtener alimentos funcionales horneados debido a las altas temperaturas a las que son sometidos en
las diferentes etapas de elaboracion. A su vez, si se propone la encapsulacion de CBs en particulas
biopoliméricas como estrategia para mejorar su estabilidad térmica, la capacidad de proteccion de dichas
particulas debe ser convenientemente evaluada. El TGA es una técnica de gran utilidad para determinar la
pérdida de peso de una muestra como una funcién de la temperatura y, de este modo, analizar su estabilidad

térmica (142,415).

En la Fig. 26 se presentan las curvas de TGA y de DTG correspondientes a los polvos
EWPn—-TOM-PAMiiot y EWPn—ORE-PAMijs, al polvo control EWPn—PAMii¢ y a los controles de AEs
puros (TOM y ORE). En particular, la curva de DTG (correspondiente a la primera derivada de la curva

TGA) permite visualizar la velocidad de variacion de la masa durante el calentamiento.

A partir de las curvas de TGA de TOM y ORE puros, se pudo observar que estos AEs exhibieron una
reduccion rapida y marcada del porcentaje de masa inmediatamente después del aumento de la temperatura,
asociada a la volatilizacion y descomposicion térmica de sus componentes. En el caso de TOM puro, se
produjo la pérdida de casi la totalidad de masa antes de los 100°C, sugiriendo que este AE en forma libre
seria altamente volatil y susceptible a la degradacion térmica. Ademas, la curva de DTG correspondiente a
TOM puro presentd dos picos, uno a 54,80°C y el otro a 94,32°C (Fig. 26). En otro estudio, Fonseca y col.
(2020) (416) obtuvieron una curva de TGA para TOM libre y observaron que la pérdida de masa comenz6
a los 62,1°C y ocurri6 en un solo paso. Ademas, los autores informaron que el pico de la curva de DTG
correspondiente al unico paso de descomposicion térmica de TOM se encontrd a 92,1°C. Por otro lado,
ORE puro evidencio en la curva de TGA la pérdida de casi la totalidad de masa antes de los 150°C, lo que
indicaria que este AE en forma libre es altamente volatil y termosensible, aunque en menor grado que TOM
puro. Adicionalmente, se pudo observar que la curva de DTG de ORE puro exhibié un tnico pico a
139,36°C. Este resultado fue consistente con Fraj y col. (2019) (92), quienes obtuvieron una curva de TGA
de ORE puro en la cual la pérdida de masa ocurre rapidamente en un inico paso. Sin embargo, los autores
indicaron que la disminucion del porcentaje de masa comenzo a partir de los 140°C y se extendio hasta los

250°C.

Por otro lado, la curva de DTG del polvo EWPn—TOM-PAM:;;er presentd tres picos principales, los
cuales se encontraron a 215,34, 287,42 y 613,52°C (Fig. 26). Debido a que la curva de DTG del polvo
control EWPn—PAMiior exhibi6 picos similares (a 216,90, 285,85 y 565,69°C), fue posible deducir que
dichos picos corresponderian a la descomposicion térmica de los biopolimeros presentes en el polvo, es
decir, a EWPn y PAM. Cabe mencionar que no se identific6 en las curvas de TGA del polvo

EWPn-TOM-PAMi;i,r una disminucion del porcentaje de masa correspondiente a la degradacion térmica
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de TOM (antes de los 100°C), sugiriendo que el coacervado complejo protegeria de manera efectiva al AE
frente a elevadas temperaturas. Por su parte, el polvo EWPn—ORE-PAM;jir exhibio el mismo
comportamiento que el polvo EWPn—TOM-PAMi;.s, con tres picos principales en la curva de DTG a
216,34, 285,47 y 584,84°C (Fig. 26). Nuevamente, los picos fueron similares a los de la curva de DTG del
polvo control EWPn—PAMii,¢ v no se aprecio el pico correspondiente a la degradacion térmica de ORE
(cercano a 140°C). Estos resultados sugieren que ¢l coacervado complejo ejerceria una accidon protectora
sobre el AE frente a elevadas temperaturas. Ademads, la curva de DTG del polvo control EWPn—PAMi;er
presentd un cuarto pico a 61,40°C, el cual podria atribuirse a la evaporacion de agua. Este pico también se
observo en las curvas de DTG de los polvos EWPn—-TOM-PAM;ior y EWPn—ORE-PAM;ior a 47,99 y

52,93°C, respectivamente.
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Figura 26. Curvas de TGA (linea continua) y DTG (linea de puntos) de polvos EWPn—TOM—-PAM;,r (m),
EWPn—ORE—-PAMj;or (m), polvo control EWPn—PAMjer (), TOM (m) y ORE (=) puros.

En un estudio reciente, Zhang y Wang (2024) (417) obtuvieron una curva de TGA para EWP en la
que la pérdida de masa ocurrié en tres pasos. En primer lugar, se observd una considerable reduccion del
porcentaje de masa antes de los 85°C, que fue asociada a la deshidratacion de las proteinas. Luego, ocurrid
una marcada pérdida de masa entre los 85 y 321°C, sugiriendo la inicial descomposicion y eliminacion de
grupos hidroxilo de las macromoléculas organicas, ademas de la ruptura de puentes de hidrogeno. Por
ultimo, los autores reportaron que el ultimo paso de pérdida de masa (entre 321 y 600°C) seria resultado de
la descomposicion y carbonizacion de las proteinas. Respecto al TGA de PAM, Wani y Uppaluri (2023)

(418) observaron que la descomposicion térmica en la curva de TGA estuvo representada por tres regiones
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principales. En primer lugar, se evidencio una disminucion del porcentaje de masa entre los 25 y 140°C, la
que corresponderia a la evaporacion de agua. Posteriormente, una mayor reduccion del porcentaje de masa
fue reportada entre los 190 y 290°C, sugiriendo que el PS sufriria un proceso de pirdlisis en este paso. De
este modo, las cadenas de acido galacturonico comenzarian a descomponerse debido a la alta temperatura
generando diversos productos volatiles y residuos solidos carbonizados. En el ultimo paso, entre 290 y
700°C, se pudo observar una disminucion del porcentaje de masa, la cual fue asociada a la volatilizacion
de otros compuestos (descomposicion térmica de residuos carbonizados) y eliminacion de moléculas de
agua. En otro estudio, Koziol y col. (2022) (408) reportaron un comportamiento similar al perfil de TGA
correspondiente a una pectina comercial. En este caso, la curva de DTG presentd cuatro picos principales,
tal como se observo para el polvo control EWPn—PAMii,¢ analizado en el presente trabajo. Los autores
indicaron que el primer pico (a 60,0°C) corresponderia a la pérdida de moléculas de agua y otros compuestos
volatiles, mientras que los picos restantes (a 200,0, 229,0 y 882,7°C) estarian asociados al proceso de
pir6lisis (descarboxilacion primaria y secundaria). Cabe destacar que la pectina comercial y el polvo control
EWPn—PAMiior no solo exhibieron la misma cantidad de pasos de descomposicion térmica, sino que los

picos presentados en sus curvas de DTG evidenciaron valores de temperatura similares.

Diferentes estudios han demostrado mediante TGA la capacidad de coacervados complejos para
incrementar la estabilidad térmica de AEs. En un trabajo, Chaib y col. (2021) (419) evaluaron la estabilidad
térmica de TOM libre y encapsulado en un coacervado complejo de gelatina y goma arabiga. [.os autores
obtuvieron un perfil de TGA para TOM libre con dos pasos de pérdida de masa, el cual comenzo a los
110°C y se extendid hasta los 275°C. Ademas, los biopolimeros analizados individualmente también
presentaron dos pasos de pérdida de masa. Se pudo observar una pequefia disminucion del porcentaje de
masa antes de los 200°C, la cual fue atribuida a la evaporacion del agua absorbida tanto en la proteina como
en el PS, y una reduccion rapida y marcada del porcentaje de masa por encima de los 300°C. Cuando se
evalud la estabilidad térmica de TOM encapsulado en el coacervado, la curva de TGA presento tres pasos
de pérdida de masa. El primero de ellos evidencid una pequefia pérdida de masa antes de los 110°C, la cual
corresponderia a la evaporacion del agua absorbida en la superficie del coacervado. Luego, una importante
disminucion del porcentaje de masa, observada entre los 110 y 240°C, fue atribuida a la volatilizacion de
TOM encapsulado. El altimo paso de pérdida de masa ocurrio entre los 270 y 370°C, siendo este asociado
al deterioro de la gelatina y la goma arabiga. Ademas, Karagozlu y col. (2021) (144) desarrollaron
coacervados complejos de gelatina y goma arabiga con el objetivo de encapsular AE extraido a partir de la
especie Origanum onites. Al obtener las curvas de TGA del AE libre, los autores indicaron una pérdida de
masa en un unico paso que comenzd a los 75,38°C y se extendio hasta los 148,22°C, sugiriendo la
descomposicion completa de los compuestos voldtiles. Contrariamente, la curva de TGA del AE
encapsulado presentd dos pasos de pérdida de masa. En primer lugar, se observo una disminucion del
porcentaje de masa antes de los 120°C, la cual fue atribuida a la evaporacion de agua y AE sin encapsular.

Seguidamente, ocurrid una rapida y marcada pérdida de masa entre 157,50 y 207,30°C, sugiriendo la
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descomposicion térmica de los biopolimeros y de la fraccion de AE encapsulado. Por su parte, Tavares y
Zapata Norefia (2020) (295) encapsularon AE de jengibre en coacervados complejos de aislado de proteina
de suero y goma ardbiga. A partir de las curvas de TGA y DTG obtenidas, los autores informaron que el
proceso de descomposicion del AE encapsulado ocurrid en tres pasos. La primera pérdida de masa (entre
40 y 105°C) fue asociada a la descomposicion térmica del AE sin encapsular y a la evaporacion de agua
absorbida, mientras que la segunda y tercera disminucion del porcentaje de masa (las cuales ocurrieron
entre 105 y 400°C y entre 500 y 700°C, respectivamente) fueron atribuidas a la descomposicion y
despolimerizacion de las proteinas, el PS y la fraccion de AE encapsulado. Contrariamente, el AE puro
evidenci6 una rdpida y pronunciada reduccion del porcentaje de masa en un tnico paso, desde los 100°C
hasta los 200°C. Este resultado indicaria la volatilizacién y descomposicion térmica de los compuestos

presentes en el AE sin encapsular frente a elevadas temperaturas.

5.4.2.  Caracterizacion de panes que incorporan EWPn—AE—PAMj;ot

5.4.2.1. Humedad y actividad acuosa

Tanto la calidad como la vida util de los productos panificados estan fuertemente influenciadas por
su contenido y distribucion del agua. La capacidad de la masa para absorber agua y la interaccion de las
moléculas de agua con otros ingredientes de la formulacion puede afectar directamente la textura, el
volumen, el color y otras propiedades del pan (420). Los parametros utilizados para brindar informacion
sobre la cantidad, distribucion y disponibilidad de agua en un alimento son el contenido de humedad y la
aw. La a, es una medida de la disponibilidad de agua libre en el alimento que es responsable de las
reacciones quimicas y bioldgicas que se llevan a cabo, y se calcula como la relacion entre la presion de
vapor del agua en el alimento y la presion de vapor del agua pura. Este pardmetro representa un importante
indice para determinar la estabilidad microbiologica de dicho alimento. De este modo, elevados valores de
ay favorecen el crecimiento de casi todos los microorganismos contaminantes de pan, ya que esta condicion

proporciona una fase acuosa esencial para su actividad metabolica (36,421,422).

Aunque la corteza y la miga provienen de la misma masa, las caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales difieren debido al contenido de humedad y la a,, en cada una de estas secciones del pan (389).
Ademas, el agregado de ingredientes funcionales en la formulacion puede alterar dichos valores en menor
o mayor medida, modificando las propiedades del producto y la aceptabilidad de los consumidores. Al
respecto, cuando el contenido de humedad es bajo se promueve la reaccion de Maillard y, en consecuencia,
la corteza del pan presenta un color oscuro. Por otro lado, cuando la cantidad de agua es insuficiente, el
gluten no se hidrata completamente y, en consecuencia, se pierde la elasticidad de la masa. En contraste, un
exceso de agua en la masa le otorga elevada viscosidad, disminuyendo la resistencia a la extension y

aumentando la adherencia (397).
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El efecto de la incorporacion de los polvos EWPn—AE-PAM;ior a la formulacion de pan de molde
sobre el contenido y distribucion de agua se analizo mediante la determinacion de la humedad y la a,, de
los panes. En la Tabla 15 se muestra el contenido de humedad (%) de los panes TOM-0,5, TOM-1,
ORE-0,5 y ORE-1 y del pan control. Como se puede observar, no hubo diferencias significativas (p<0,05)
entre los valores de humedad de cada uno de los panes desarrollados (TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y
ORE-1) respecto al valor del pan control, indicando que el agregado de polvo EWPn—TOM-PAMiis 0
EWPn—ORE-PAMiisr no afectaria la capacidad de la masa de retener moléculas de agua. EI pan control
presentdé un valor de humedad de 32,9 £+ 0,9%, mientras que los panes con polvos EWPn—AE—PAMiior
evidenciaron valores entre 31,3 = 1,6% (TOM-1) y 34,3 £ 0,9% (ORE-0,5). Por otro lado, no hubo
diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de humedad de los panes TOM-0,5 y TOM-1, ni entre
los valores de los panes ORE-0,5 y ORE—-1 (Tabla 15). Esto sugiere que, en el rango de concentracion
evaluado, la humedad de los panes no dependeria de la cantidad de polvo incorporado en la formulacion.
Sin embargo, el pan ORE—0,5 present6 un porcentaje de humedad significativamente mayor (p<0,05) que
el pan TOM-0,5 y, por su parte, el pan ORE—1 evidenci6 un valor de humedad significativamente mas
elevado (p<0,05) que el pan TOM-1 (Tabla 15). Segln estos resultados, el polvo EWPn—ORE—PAM;;er le
otorgaria a la masa una mayor capacidad para absorber moléculas de agua que el polvo

EWPn-TOM-PAMiif.

En un estudio, Sivam y col. (2011) (423) incorporaron diferentes pectinas y extractos fendlicos a
panes con el objetivo de evaluar el efecto del agregado de estos ingredientes sobre el contenido de humedad
del pan. Los autores reportaron que los panes que incorporaron pectina, extracto fen6lico o ambos (panes
funcionales) presentaron un contenido de humedad similar pero levemente mayor respecto al pan control.
Los panes funcionales presentaron porcentajes de humedad entre 38,0 y 40,0%, mientras que el pan control
evidencio6 un valor de 31,0%. A partir de estos resultados, los autores sugirieron que una apreciable cantidad
de agua se uniria a las pectinas y a los compuestos fendlicos de los extractos, aumentando el contenido de
humedad en el pan. Este fenomeno podria deberse a interacciones quimicas entre las moléculas de agua y
los grupos amino, carbonilo e hidroxilo del PS y de los compuestos fenolicos. Por otro lado, las variaciones
en la cantidad de agua unida o absorbida que se reportaron entre panes funcionales podrian deberse a
diferencias en el grado de metoxilacion de las pectinas y/o en la estructura quimica de los diversos
compuestos fenolicos empleados en el estudio. Finalmente, cabe mencionar que el resultado obtenido para

el pan control fue consistente con el valor de humedad correspondiente al pan control del presente trabajo.
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Tabla 15. Contenido de humedad (%) y valor de a,, (corteza y miga) de panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1
y pan control. Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas entre grupos (p<0,05).

Pan Humedad (%) ay (corteza) a, (miga)
Control 32,9 £ 0,92be 0,899 +0,008° 0,962 + 0,001

TOM-0,5 32,3 +£0,8% 0,896 = 0,003° 0,962 £0,001°

TOM-1 31,3+1,6° 0,913 £0,0042 0,962 + 0,002°
ORE-0,5 34,3+0,9° 0,919 +0,0012 0,962 +0,001°
ORE-1 33,7+ 0,60 0,920 +0,0012 0,967 £+ 0,002

Por otro lado, en la Tabla 15 se presentan los valores de a,, de la corteza y de la miga de los panes
TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 y del pan control. Como se puede observar, los valores de a, de la
corteza de los panes desarrollados (TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1) aumentaron significativamente
(p<0,05) respecto al pan control, con excepcion del pan TOM-0,5, el cual no evidenci6é diferencia
significativa (p<0,05) entre su valor de a,, de la corteza y el valor del pan control. L.os panes desarrollados
exhibieron ay de la corteza entre 0,896 + 0,003 (TOM-0,5) y 0,920 + 0,001 (ORE-1), mientras que el pan
control presentd6 un valor de 0,899 + 0,008. Ademias, la a, de la corteza de TOM-1 resultd
significativamente mayor (p<0,05) que la de TOM-0,5, sugiriendo que este pardmetro dependeria de la
cantidad de polvo EWPn—TOM-PAM;,s incorporado en la formulacion en el rango de concentracion
evaluado. Contrariamente, los valores de ay de la corteza de ORE—-0,5 y ORE~1 no presentaron diferencia
significativa (p<0,05), lo que indicaria que la cantidad de polvo EWPn—ORE—-PAM:;i no ejerceria efectos
sobre la disponibilidad de agua libre en la corteza en el rango de concentracion evaluado (Tabla 15). Cabe
mencionar que la corteza del pan TOM—0,5 evidencid un valor de a, significativamente menor (p<0,05)
que la corteza del pan ORE—0,5, mientras que la corteza de los panes TOM-1 y ORE~1 no presentaron
diferencia significativa (p<0,05) respecto a dicho parametro (Tabla 15). Estos resultados sugieren que la ay
de la corteza de los panes desarrollados dependeria del polvo EWPn—AE-PAMiir incorporado a la menor
concentracion evaluada. En este caso, el polvo EWPn—ORE-PAM;;er permitiria una mayor disponibilidad

de agua libre en la corteza que el polvo EWPn—TOM-PAMij;er.

Finalmente, los valores de a, de la miga de los panes desarrollados (TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y
ORE-1) no presentaron diferencias significativas (p<0,05) respecto al pan control, con excepcion del pan
ORE-1, el cual evidenci6 un valor de a,, de la miga significativamente mayor (p<0,05) que el valor del pan
control (Tabla 15). Los panes desarrollados exhibieron valores de a. de la miga entre 0,962 + 0,002

(TOM-1)y 0,967 £+ 0,002 (ORE—-1), mientras que la a,, de la miga del pan control resulté 0,962 = 0,001.
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Ademas, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre la a, de la miga de TOM-0,5 y TOM-1, indicando
que la disponibilidad de agua libre en la miga no dependeria de la cantidad de polvo EWPn—TOM-—PAMiiot
incorporado en el rango de concentracion evaluado. Sin embargo, la miga del pan ORE-1 presentd un valor
de a, significativamente mayor (p<0,05) que la miga del pan ORE-0,5, es decir, el polvo
EWPn—ORE-PAM;ior tendria diferente efecto sobre la disponibilidad de agua libre en la miga segin la
cantidad incorporada en la formulacion del pan (Tabla 15). Por tltimo, no hubo diferencia significativa
(p<0,05) entre la a,, de la miga del pan TOM—0,5 y del pan ORE—0,5, mientras que la miga del pan ORE-1
present6 un valor de a,, significativamente mayor (p<0,05) respecto a la miga del pan TOM-1 (Tabla 15).
Segun los resultados expuestos, la disponibilidad de agua libre en la miga dependeria del polvo
EWPn—AE-PAM;r incorporado a la formulacion a nivel de la mayor concentracion evaluada. En un
estudio, Scappaticci y col. (2024) (424) obtuvieron panes funcionales con el agregado de pectina, orujo o
ambos ingredientes y determinaron la a,, de la miga. Los autores indicaron que los valores de a,, de los
panes funcionales, que se encontraron entre 0,916 y 0,929, resultaron similares al valor del pan control
(0,937). Sin embargo, la miga del pan formulado con el agregado de pectina present6 un valor de a

significativamente menor (p<0,001) frente al resto de los panes.

5.4.2.2. Perfil de textura y color

La incorporacion de ingredientes funcionales a la formulacion de pan de molde puede modificar la
textura de dicho alimento. A su vez, la textura involucra diversos parametros que, particularmente en
productos panificados, determinan la calidad y resultan criticos para la aceptabilidad de los consumidores.
Por este motivo, el efecto de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAM;r en la formulacion sobre

diferentes atributos de textura del pan se evalu6 mediante un TPA.

En la Fig. 27A se presenta la dureza (N) de los panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 y del
pan control. Como se puede observar, los panes desarrollados TOM—0,5 y TOM-1 no evidenciaron
diferencias significativas (p<0,05) en el valor de dureza (1,8 + 0.4 N y 1,9 + 0,7 N, respectivamente)
respecto al valor del pan control (1,9 = 0,3 N). Contrariamente, la incorporaciéon del polvo
EWPn—ORE-PAM;or aument6 significativamente (p<0,05) la dureza de los panes ORE—-0,5 y ORE—-1 (6,0
+0,8 Ny 6,6 £ 0,8 N, respectivamente) en comparacion con la dureza exhibida por el pan control. Ademas,
no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de dureza de los panes TOM-0,5 y TOM-1y
entre los valores de los panes ORE-0,5 y ORE-1 (Fig. 27A). Este resultado sugiere que la dureza de los
panes desarrollados no dependeria de la cantidad de polvo incorporado a la formulacion en el rango de
concentracion evaluado. Cabe mencionar que, a nivel de la misma concentracion de polvo
EWPn-AE-PAMior, los panes conteniendo EWPn-ORE-PAMir presentaron valores de dureza
significativamente mas altos que los panes conteniendo EWPn—TOM-PAMi.r (Fig. 27A).
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Por otro lado, en la Fig. 27B se presenta la masticabilidad (mJ) de los panes TOM-0,5, TOM-1,
ORE-0,5 y ORE-1y del pan control. Del mismo modo que en el analisis anterior, los panes desarrollados
TOM-0,5 y TOM-1 no evidenciaron diferencias significativas (p<0,05) en el valor de masticabilidad (0,7
+ 0,2 mJy 0,7 + 0,3 mJ, respectivamente) respecto al valor del pan control (0,6 = 0,1 mJ), mientras que la
incorporacion de polvo EWPn—ORE—-PAM;;,r aument? significativamente (p<0,05) la masticabilidad de los
panes ORE-0,5 y ORE-1 (2,5 £ 0,8 mJ y 2,5 £ 0,3 mlJ, respectivamente) en comparacion con la
masticabilidad correspondiente al pan control. Tal como ocurrié para el atributo de dureza, no hubo
diferencias significativas (p<0,05) entre los valores de masticabilidad de los panes TOM-0,5 y TOM-1y
entre los valores de los panes ORE-0,5 y ORE-1, lo que sugiere que la masticabilidad de los panes
desarrollados no dependeria de la cantidad de polvo incorporado a la formulacién en el rango de
concentracion evaluado (Fig. 27B). Ademads, al comparar los panes con una misma concentracion de polvo
EWPn—AE-PAMii,r se pudo observar que los panes que incorporaron el polvo EWPn—ORE-PAMiier
presentaron valores significativamente mayores (p<0,05) de masticabilidad que aquellos que incorporaron

el polvo EWPn—TOM—PAM;er (Fig. 27B).

La Fig. 27C muestra la resiliencia de los panes TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 y del pan
control. Como se puede observar, los valores de resiliencia de los panes TOM-0,5 y TOM-1 (0,39 + 0,08
y 0,41 + 0,12, respectivamente) no presentaron diferencias significativas (p<0,05) respecto al pan control
(0,44 + 0,02). Sin embargo, los panes ORE-0,5 y ORE-1 evidenciaron valores de resiliencia
significativamente menores (p<0,05) en comparacion con el pan control. El pan ORE—-0,5 exhibi6 un valor
de resiliencia de 0,27 £+ 0,01, mientras que el valor del pan ORE-1 resulté 0,27 + 0,02. Del mismo modo
que para los atributos dureza y masticabilidad, no se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre
los valores de resiliencia de los panes TOM—0,5 y TOM-1 y entre los valores de los panes ORE-0.5 y
ORE-1, lo que sugiere que este parametro no dependeria de la cantidad de polvo incorporado a la
formulacion en el rango de concentracion evaluado (Fig. 27C). Al comparar los panes con una misma
concentracion de polvo EWPn—AE-PAMii,r se observaron dos comportamientos diferentes. En primer
lugar, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de resiliencia de los panes TOM-0,5 y
ORE-0.,5. Sin embargo, el valor de resiliencia del pan TOM-1 result6 significativamente mayor (p<0,05)

que el valor del pan ORE-1 (Fig. 27C).

Ademas, en la Fig. 27D se presenta la cohesividad de los panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y
ORE-1 y del pan control. En este caso, ninguno de los panes desarrollados (TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5
y ORE-1) evidencid diferencia significativa (p<0,05) frente al pan control, respecto a los valores de
cohesividad. El pan control exhibié un valor de cohesividad de 0,35 + 0,06, mientras que los panes

desarrollados presentaron valores entre 0,37 = 0,01 (TOM-1)y 0,43 + 0,09 (ORE-0,5).

Finalmente, la Fig. 27E muestra la elasticidad de los panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE—-1

y del pan control. Tal como ocurrid en el analisis de cohesividad, ninguno de los panes desarrollados
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(TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE—1) evidencid diferencia significativa (p<0,05) frente al pan control,
respecto a los valores de elasticidad. El valor del pan control resulto 0,94 + 0,02, mientras que los panes

desarrollados presentaron valores entre 0,93 = 0,03 (ORE-0,5)y 0,99 + 0,01 (TOM-1).

En un estudio, Boubaker y col. (2016) (402) utilizaron polvo de alcachofa (rico en acidos fendlicos,
flavonoides, cinarina, inulina, compuestos amargos, minerales y vitaminas, entre otros) para sustituir la
harina de trigo en la formulacion de panes y evaluaron la textura de la miga a través de un TPA. Los autores
informaron que la dureza de la miga del pan control resulté 1,41 N y, luego, fue aumentando conforme
incrementd la cantidad de harina reemplazada hasta alcanzar un valor de 2,30 N. Respecto a la
masticabilidad, la miga del pan control presentd un valor de 1,01 mJ y, nuevamente, los valores aumentaron
con el incremento de la cantidad de harina reemplazada, obteniendo un valor maximo de 1,66 mlJ.
Finalmente, no hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los valores de resiliencia del pan control y de
los panes con polvo de alcachofa, los cuales se encontraron entre 0,29 y 0,30. Cabe mencionar que estos
resultados fueron consistentes con los valores de dureza, masticabilidad y resiliencia obtenidos en el

presente trabajo, principalmente aquellos que correspondieron al pan control.
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Figura 27. Dureza (N) (A), masticabilidad (mJ) (B), resiliencia (C), cohesividad (D) y elasticidad (E) de panes
TOM—-0,5 (m), TOM-1 (m), ORE-0,5 (=) y ORE-1 (m) y pan control (m). Cada barra representa el promedio +

desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

La incorporacion de ingredientes funcionales a la formulacion de pan de molde también puede

modificar la apariencia visual de dicho alimento. En productos panificados, el color proporciona

informacion respecto a la calidad y frescura, por lo que una variacion del color puede afectar directamente

la percepcion y aceptabilidad de los consumidores (400,425). Por este motivo, el efecto de la incorporacion
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de polvos EWPn—AE—PAMiir en la formulacion de panes sobre diferentes parametros de color se evaluo a

través del sistema CIELab.

En la Tabla 16 se presentan los parametros de color L*, a*, b* y AE* de la corteza y de la miga de
los panes TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 y del pan control. En general, los parametros L*, a* y b*
de la corteza de los panes desarrollados (TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1) resultaron
significativamente diferentes (p<0,05) en comparacion con los valores del pan control. Sin embargo, no
hubo diferencias significativas (p<0,05) entre el parametro b* de la corteza de los panes TOM-0,5 y
TOM-1 frente al valor del pan control (Tabla 16). Cabe mencionar que la corteza de los panes desarrollados
TOM—0,5 y TOM-1 resultaron marcadamente mds oscuras que el pan control, mientras que los panes

ORE-0,5 y ORE-1 presentaron una corteza considerablemente mas clara respecto al pan control.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre el parametro L* de la miga
de los panes desarrollados (TOM-0,5, TOM—-1, ORE-0,5 y ORE-1) respecto al valor del pan control (Tabla
16). Esto sugiere que la luminosidad de la miga no resultaria afectada luego de la incorporacion de polvo
EWPn-AE-PAMir en la formulacion, a nivel de las concentraciones evaluadas. En relacion con el
parametro a* de la miga, no hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los panes TOM—0,5 y TOM-1y
el pan control. Contrariamente, los valores a* de la miga de los panes ORE-0,5 y ORE-1 resultaron
significativamente mayores (p<0,05) que el pan control (Tabla 16). Por otra parte, los valores b* de la miga
de los panes desarrollados resultaron significativamente mayores (p<0,05) que el valor del pan control, con
excepcion del pan TOM—0,5. En este caso, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre el parametro b*

de la miga del pan TOM—-0,5 y el correspondiente a la miga del pan control (Tabla 16).

Finalmente, el valor de AE* determinado entre cada uno de los panes desarrollados y el pan control
proporciona informaciéon respecto a la relevancia de una potencial variacion de color luego de la
incorporacion de polvo EWPn—AE—PAMii.r en la formulacion. El parametro AE* suele clasificarse como
diferencia pequefia (valores entre 0 y 1,5), diferencia perceptible (valores entre 1,5 y 3,0) y diferencia muy
perceptible (valores mayores a 3,0) (426). Como puede observarse en la Tabla 16, todos los panes
desarrollados (TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1) presentaron diferencias de color perceptibles y muy
perceptibles, tanto para valores de AE* de la corteza como de la miga. Por otro lado, no hubo diferencia
significativa (p<0,05) entre los valores de AE* de la corteza de los panes TOM—0,5 y TOM-1 (1,8 £ 0.4y
2,8 £ 1,0, respectivamente), sugiriendo que la cantidad de polvo agregado en la formulacioén del pan no
afectaria la magnitud del cambio de color en el rango de concentracion evaluado. Contrariamente, el AE*
de la corteza del pan ORE—-0,5 fue significativamente menor (p<0,05) que la correspondiente a la corteza
del pan ORE—1, cuyos valores resultaron 6,7 + 0,7 y 8,9 + 1,1, respectivamente (Tabla 16). En relaciéon con
la AE* de la miga de los panes desarrollados, no hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los valores
de TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1. En este caso, ¢l valor de la AE* se encontrd entre 1,2 + 0,1
(TOM-1)y 2,1 £0,9 (ORE-1).
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Tal como se mencion6 previamente, Sivam y col. (2011) (423) incorporaron diferentes pectinas y
extractos fenolicos a panes con el objetivo de evaluar el efecto del agregado de estos ingredientes sobre
ciertas caracteristicas organolépticas. Respecto a la apariencia visual, se observaron importantes diferencias
de color, representadas por los pardmetros L*, a* y b*, entre la miga del pan control y la miga de los panes
funcionales. La incorporacion de pectinas evidencio valores de AE* entre 6,1 y 15,1, mientras que tras el
agregado de extractos fendlicos se obtuvieron valores entre 11,0 y 50,0. Dichos extractos fendlicos
consistieron en polvos marrones, amarillentos y violetas, motivo por ¢l cual los autores atribuyeron los
valores considerablemente elevados de AE* a la presencia de estos polvos en la formulacion del pan.
Adicionalmente, Scappaticci y col. (2024) (424) determinaron los parametros L*, a* y b* de la miga de
panes que incorporaron pectina, orujo o ambos ingredientes a la formulacion y los compararon con los
parametros de un pan control. Segun los valores obtenidos, el pan con pectina presentd mayor luminosidad
que el pan control, mientras que los panes con orujo resultaron notablemente mas oscuros. En relacion al
AE*, los autores reportaron que el pan con pectina exhibi6 una variacion de color apenas distinguible frente
al pan control, ya que el valor de AE* result6 2. Por otro lado, los panes con orujo y con ambos ingredientes
evidenciaron un color completamente diferente al del pan control, para los cuales el valor de AE* resulto

24y 16, respectivamente.

Tabla 16. Parametros de color de panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 y pan control. Resultados expresados
como promedio + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos de un mismo parametro (p<0,05). L*: luminosidad, a*: eje rojo-verde, b*: eje amarillo-azul, AE*: diferencia

total de color, C: corteza, M: miga.

L* a¥ b* AE*
Pan
C M C M C M C M
Control 55,4+1,8° 643+2,7%b  15,8+0,9° 1,0+0,3b 32,8+1,6° 15,7+0,8°¢ - -
TOM-0,5 53,9+0,8¢ 64,342,882 16,5+0,22 1,1+0,4>>  33,3+0,6¢ 16,1+1,1%  1,840,4° 1,6+0,62
TOM-1 53,3+1,5¢  64,6+1,3%>  16,5£0,52 1,240,280 32,9+1,9¢ 16,6+0,8%>  2.8+1,0° 1,240,12

ORE-0,5 61,6+1,1°  633+1,9" 14,1£0,6° 1,4404*  34,7£0,5° 16,941,180  6,7+0,7° 1,7+0,6°

ORE-1  63,7+1,3*  65,742,1*  13,1+0,8¢  1,440,3*  34,2+0,8® 17,1+0,6*  8,9+1,1*  2,1+0,9

5.4.2.3. Amnadilisis sensorial
Como se mencion6 anteriormente, la incorporacion de ingredientes funcionales a la formulacion de

pan de molde puede alterar las caracteristicas organolépticas de dicho alimento, tales como la textura y el
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color. En particular, cuando el ingrediente presenta una marcada naturaleza aromatica, la calidad del pan y
la aceptabilidad de los consumidores puede estar condicionada fundamentalmente por modificaciones en
el aroma del producto, que se complementan con los potenciales cambios en la textura y color abordados
con anterioridad. Por este motivo, se evalu¢ el efecto de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAM;ior en

pan de molde sobre la aceptabilidad general de los consumidores.

Los puntajes del analisis sensorial para los panes TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1
provenientes de la prueba heddnica horizontal de 9 puntos se muestran en la Tabla 17. Como se puede
observar, los panes desarrollados presentaron puntajes entre 6,51 + 1,45 (TOM-1) y 6,85 = 1,19
(TOM-0,5), y no hubo diferencias significativas (p<0,05) entre ellos. Debido a que, generalmente, el
umbral de aceptabilidad se establece en 5 o 6 puntos, fue posible concluir que todos los panes desarrollados

fueron considerados aceptables por los consumidores (427,428).

Ademas, en la Fig. 28 se presenta la frecuencia porcentual (%) correspondiente a cada puntaje de la
escala hedonica (1 a 9) de panes los panes desarrollados TOM-0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1. A partir
de dicha figura, se pudo apreciar que la mayor frecuencia porcentual se obtuvo para el puntaje 7 en todos
los casos. Los valores exhibidos por TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1 (para puntaje 7) resultaron
38,6, 33,7, 26,7 y 42,6%, respectivamente. Cabe destacar que todos los panes desarrollados evidenciaron
frecuencia porcentual considerablemente elevada a puntaje 8, la cual se encontr6 entre 17,8 (TOM-1 y

ORE-1) y 28,7% (TOM-0,5) (Fig. 28).

Tabla 17. Puntuacion obtenida para los panes TOM—0,5, TOM-1, ORE-0,5 y ORE-1. Resultados expresados como

promedio =+ desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Pan Aceptabilidad general
TOM-0,5 6,85 +1,192
TOM-1 6,51 + 1,452
ORE-0,5 6,60 + 1,352
ORE-1 6,67 1,152
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Frecuencia porcentual (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Escala hedonica

Figura 28. Frecuencia porcentual (%) de panes TOM-0,5 (m), TOM-1 (m), ORE-0,5 (=) y ORE-1 (m)

correspondiente a cada puntaje de la escala heddnica.

5.4.3. Digestion gastrointestinal in vitro de panes que incorporan EWPn—AE-PAMj;¢
5.4.3.1. Liberacion de AE

La Tabla 18 muestra los valores de concentracion de AE (ug mL-") presente en la fase micelar
proveniente del proceso de digestion gastrointestinal in vifro de los panes TOM-1 y ORE-1. Como se
menciond en la Seccion 4.3.6.5, cabe remarcar que la concentracion de AE correspondiente a la fase micelar

se consider6 como una medida de la cantidad de AE liberado en el TGI y disponible para su absorcion

intestinal.

Se puede observar que la fase micelar del digesto proveniente del pan TOM-1 presentd una
concentracion de TOM de 57,1 + 6,6 ug mL!, mientras que en la fase micelar del digesto proveniente del
pan ORE-1 la concentracion de ORE no pudo ser detectada (Tabla 18). Se estim6 que la cantidad de AE en
la muestra inicial de pan sometida a la digestion gastrointestinal in vitro (0,5 g) fue aproximadamente 2 mg.
En este caso, la retencion de TOM en el digesto intestinal respecto a la cantidad inicial resultaria cercana a
30% (calculos no mostrados) y corresponderia a la fraccion de TOM solubilizada en fase micelar, es decir,
en condiciones fisiologicas dptimas para ser absorbida en el intestino (340). Segun los resultados obtenidos
para el pan ORE—1, no se detect6 una fraccion de ORE en la fase micelar tras la digestion gastrointestinal

in vitro, sugiriendo que este AE permaneceria retenido en la matriz digerida del pan y no estaria disponible

para su absorcion intestinal.
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Tabla 18. Valores de concentracién de AE (ug mL™") presente en la fase micelar proveniente del proceso de digestion

gastrointestinal in vitro de los panes TOM-1 y ORE—1. Resultados expresados como promedio + desviacion estandar.

Pan Concentracién de AE (ng mL™")
TOM-1 57,1 £6.,6
ORE-1 0,0+£0,0

5.4.3.2. Actividad antioxidante

La Fig. 29 muestra la capacidad de captacion de radical ABTS" (Caprs+) expresada en % (Fig. 29A)
y el poder reductor (PR) expresado en mg EAA mL! de digesto (Fig. 29B), para el control de la solucion
FIS, el pan control y los panes desarrollados TOM-1 y ORE-1 luego de ser sometidos al proceso de
digestion gastrointestinal in vitro. Como se puede observar, no hubo diferencias significativas (p<0,05)
entre la Caprs+ que exhibieron los digestos provenientes del pan control y los panes desarrollados. El pan
control presentd un valor de 56,6 + 2,5%, mientras que los panes TOM-1 y ORE-1 alcanzaron valores de
514 £ 7.5 y 51,6 £ 5,3%, respectivamente. En todos los casos, los panes exhibieron una Cagrs:

significativamente mayor (p<0,05) que el control de la solucion FIS (34,6 £+ 6,5%).

Cuando el pan control y los panes desarrollados fueron evaluados segun el PR, se observo
nuevamente la ausencia de diferencias significativas (p<0,05) entre los digestos provenientes del pan
control y los panes desarrollados (Fig. 29B). En este caso, el pan control evidencid un valor de PR de 0,45
+ 0,04 mg EAA mL!, mientras que los panes TOM—-1 y ORE~1 presentaron valores de 0,41 + 0,07 y 0,42
+0,02 mg EAA mL, respectivamente. Ademas, el pan control y los panes desarrollados exhibieron un PR

significativamente mayor (p<0,05) que el control de la solucion FIS 0,16 + 0,02 mg EAA mL™.

216



CAPITULO 3

204
10

°
-

~100 0,6
€ 90 A ~ a B
+ 50,5 a 1
¢ 80- [ a
1] <
< 701 a a & 04 1
§ ] ; ;
° i b 4
§ 50 b = 03

g
3 497 202
e 304 ® O i
e 5
o
© b=} 4
8 4
]
(8]

b
FIS

Figura 29. Capacidad de captacion de radical ABTS™ (%) (A) y poder reductor (mg de equivalentes de acido ascérbico
(EAA) mL"' de digesto) (B) del control de la solucién FIS (=), pan control (m), pan TOM-1 (m) y pan ORE~1 (m)

o
=

FI'S Pan control TOM-1 ORE-1 Pan control TOM-1 ORE-1

después de la digestion gastrointestinal in vifro. Cada barra representa el promedio + desviacion estandar. Diferentes

letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Como ha sido discutido previamente, a pesar de la incorporacion de AEs en las formulaciones de los
panes TOM-1 y ORE-1, no se observaron diferencias significativas (p<0,05) en la capacidad antioxidante
de los digestos (evaluada mediante Caprs+ y PR) en comparacion con el pan control. Este comportamiento
podria deberse, en parte, a la limitada liberacion de los AEs incorporados en la matriz alimentaria durante
la digestion gastrointestinal in vitro. Tal como sefialan Wang y col. (2023) (429), los compuestos fenolicos
de los AEs pueden formar complejos estables con el almidon durante el procesamiento térmico, reduciendo

su disponibilidad e interfiriendo asi con su bioaccesibilidad y capacidad antioxidante.

En este contexto, aunque el pan TOM-1 evidencié una concentracion detectable de TOM en la fase
micelar (como se discuti6é previamente), esta cantidad no resultaria suficiente para generar un incremento
significativo en la actividad antioxidante respecto del digesto proveniente del pan control, el cual
naturalmente contiene compuestos antioxidantes entre los ingredientes de su formulacion (e.g., acidos
fenolicos, lignanos, antocianinas, etc.) (405). En el caso de ORE—1, la ausencia de ORE en la fase micelar
sugiere una complejacion mas fuerte o una mayor retencion, lo que explicaria la falta de efecto antioxidante

por parte del digesto proveniente del pan ORE-1.

5.4.3.3. Liberacion de glucosa

La Fig. 30 muestra la concentracion de glucosa (Cgiucosa), €xpresada en g L, en los digestos del pan
control y de los panes desarrollados TOM—1y ORE~-1 después de los procesos de digestion oral e intestinal
in vitro. Como se puede observar, la liberacion de glucosa en presencia del pan TOM—1 no evidencid
diferencia significativa (p<0,05) respecto al pan control en la fase oral de la digestion in vitro. Sin embargo,
cuando el pan ORE-1 fue evaluado se observo una significativa disminucion (p<0,05) de la glucosa liberada

frente al pan control en la fase oral (Fig. 30). En los digestos derivados del proceso de digestion oral, el pan
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control presentd un valor de Cylucosa de 2,56 + 0,05 g L', mientras que los panes TOM-1 y ORE-1
exhibieron valores de 2,36 + 0,08 y 1,21 £ 0,10 g L', respectivamente.

Por otro lado, no hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de Cgiycosa de los panes
TOM-1 y ORE-1 evaluados en la fase intestinal in vitro, siendo el valor de TOM-1 incluso
significativamente mayor (p<0,05) en comparacion con el valor del pan control (Fig. 30). En este caso, el
pan control presentd una Cglucosa de 3,38 = 0,19 g L', mientras que los panes TOM—1y ORE-1 exhibieron
valores de 4,14 £ 0,37 y 3,89 £ 0,71 g L}, respectivamente.

Como podria esperarse, la liberacion de glucosa en la fase intestinal in vitro fue significativamente

mayor (p<0,05) que la liberacion de glucosa en la fase oral, en todos los casos (Fig. 30).

Los controles de las soluciones FSS y FIS no presentaron Cgiycosa detectable (datos no mostrados).

Concentracion de glucosa (g L

Oral Intestinal

Figura 30. Concentracion de glucosa (Cgucosa» € L) en los digestos del pan control (m), pan TOM-1 (m) y pan
ORE-1 (m) después de la digestion oral e intestinal in vitro. Cada barra representa el promedio + desviacion estandar.

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Los resultados obtenidos en relacion con la liberacion de glucosa evidencian diferencias
significativas entre las formulaciones evaluadas en las dos fases del proceso digestivo in vifro analizadas.
En la fase oral, el pan ORE—1 mostr6é una liberacion de glucosa significativamente menor (p<0,05) en
comparacion con el pan control, sugiriendo una posible interferencia temprana en la actividad amilolitica.
Esta reduccion podria estar asociada a la interaccion directa entre los compuestos fendlicos presentes en
ORE y las enzimas digestivas, especialmente la a-amilasa salival, cuya actividad puede verse inhibida por

algunos tipos de compuestos fenolicos, como ha sido reportado en la literatura (222,430,431). No obstante,
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en la fase intestinal esta diferencia no se sostuvo, es decir, tanto TOM—-1 como ORE—-1 mostraron valores
de liberacion de glucosa similares entre si, e incluso superiores al pan control, siendo TOM-1
significativamente mayor (p<0,05). Esta inversion del efecto puede explicarse por una liberacion diferida
de azlicares a partir de regiones mas internas de la matriz alimentaria, posiblemente debido a la
gelatinizacion del almidon durante la digestion intestinal y a la complejacion entre los compuestos fendlicos

derivados de los AEs y el almidon, tal como plantean Wang y col. (2023) (429).

5.5. CONCLUSIONES DEL CAPiTULO 3

Este capitulo se centrd en el desarrollo de panes que incorporaron AEs encapsulados, evaluando su
estabilidad tecnoldgica, digestibilidad y potencial bioactividad tras la digestion gastrointestinal in vitro. A
través de la incorporacion de polvos EWPn—AE-PAMii,¢ en matrices panificadas, se estudio la viabilidad
de este tipo de formulaciones como vehiculos alimentarios para compuestos con potencial efecto
antidiabético. A continuacion, se presentan las principales conclusiones obtenidas en relacion con los

objetivos especificos planteados:

Evaluacion fisicoquimica y sensorial de panes desarrollados: Los panes formulados con el agregado
de polvos EWPn—TOM—-PAM;or y EWPn—ORE—-PAM;;or mostraron valores de humedad y actividad acuosa
similares al pan control, indicando que la inclusion de los polvos no alteré significativamente la estructura
general de la matriz. Asimismo, los andlisis de color y textura revelaron diferencias perceptibles en funcion
del tipo y concentracion del AE encapsulado. Desde el punto de vista sensorial, las formulaciones
desarrolladas presentaron buena aceptabilidad por parte de los consumidores, lo que sugiere que la
encapsulacion logro atenuar el impacto organoléptico de los AEs sin comprometer la calidad del pan blanco

de molde.

Digestibilidad gastrointestinal in vitro de los panes desarrollados: Los resultados del modelo de
digestion gastrointestinal in vitro demostraron diferencias marcadas en la liberacion de AEs entre las
formulaciones. El pan TOM-1 present6 una liberacion significativa del AE en la fase micelar (57,1 + 6,6
ug mL™1), lo que representa aproximadamente un 30% de retencion con respecto al contenido inicial,
indicando una moderada disponibilidad para su absorcion intestinal. Por el contrario, en el caso del pan
ORE-1, no se detectd AE en la fase micelar tras la digestion, lo que sugiere una limitada biodisponibilidad

intestinal de ORE en esta matriz especifica.

Efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la actividad bioldgica: Respecto a la actividad
antioxidante, no se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los panes desarrollados y el pan
control luego de la digestion in vitro en términos de capacidad de captacion de radicales ABTS* y de poder
reductor. En cuanto a la liberacion de glucosa, se observaron dos comportamientos segun la fase analizada.

En la fase oral, el pan ORE-1 redujo significativamente (p<0,05) la concentracion de glucosa liberada
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respecto al control (1,21 vs. 2,56 g L.'!), mientras que el pan TOM-1 no mostr6 diferencia significativa
(p<0,05) frente al pan control. Sin embargo, en la fase intestinal ambos panes desarrollados provocaron una
mayor liberacion de glucosa que el control, siendo la concentracion de glucosa en el digesto intestinal del

pan TOM-1 incluso significativamente mas elevada (p<0,05).

Con base en los resultados obtenidos, puede concluirse que la incorporacion de AEs encapsulados en
matrices panificadas representa una estrategia viable para el desarrollo de alimentos funcionales con
potencial efecto antidiabético. La incorporacion de los sistemas EWPn—AE-PAMiior permitio obtener panes
con propiedades tecnologicas adecuadas y buena aceptabilidad sensorial, sin comprometer la integridad de
la matriz ni generar rechazo en los consumidores atribuible a los AEs. A nivel funcional, los sistemas
presentaron un comportamiento diferenciado seglin el tipo de AE encapsulado. Mientras que el pan
formulado con EWPn—-TOM—-PAMii,¢ evidencid una liberacion significativa del compuesto bioactivo en
fase micelar, el pan con EWPn—ORE—-PAMii,s mostrd una bioaccesibilidad més limitada. Pese a esto, ambos
sistemas conservaron parcialmente su actividad antioxidante tras el proceso digestivo in vitro, y el pan
ORE-1 present6 una disminucion inicial en la liberacion de glucosa durante la fase oral. Estos hallazgos
ponen en evidencia la importancia del tipo de AE encapsulado, asi como de su interaccioén con la matriz
alimentaria, en la modulacion de la liberacion en el intestino y la actividad biologica de los compuestos
vehiculizados. Finalmente, los resultados respaldan el uso de tecnologias de encapsulacion como
herramientas promisorias para el diseflo de alimentos funcionales orientados al abordaje de enfermedades

metabdlicas como la DM2.
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La presente tesis abordd de manera integral el desarrollo de sistemas nanoestructurados a base de
EWP y PAM para la encapsulacion de AEs con potencial actividad antidiabética, y su posterior aplicacion
en una matriz alimentaria modelo: el pan de molde blanco. A partir de un enfoque secuencial y
multidisciplinario, se logro cumplir con los siete objetivos especificos propuestos, generando
conocimientos valiosos sobre la interaccion entre técnicas de nanoencapsulacion, matrices alimentarias y

la funcionalidad bioactiva de compuestos derivados de plantas aromaticas y especias culinarias.

En primer lugar, se logrdé desarrollar y caracterizar nanocomplejos estables de EWP y AEs,
evidenciando propiedades fisicoquimicas adecuadas (tamafio nanométrico, potencial { negativo y alta
eficiencia de encapsulacion). Estos sistemas demostraron una actividad bioldgica significativa in vitro,
especialmente frente a enzimas clave asociadas a la fisiopatologia de la DM2, como a-amilasa,

a-glucosidasa, lipasa pancreaticay LOX.

Posteriormente, la inclusion de un recubrimiento de PAM permiti6 obtener coacervados proteina-PS
con propiedades coloidales estables y comportamiento funcional destacado. Estos sistemas no solo
protegieron a los CBs frente a condiciones gastrointestinales in vitro, sino que también ejercieron un efecto
positivo sobre la modulacion de la expresion génica de los transportadores de glucosa SGLT1 y GLUT2 en

células Caco-2, indicando un potencial mecanismo molecular relacionado con el efecto antidiabético.

Finalmente, se incorporaron polvos de coacervados liofilizados en una matriz panificada. Los panes
obtenidos mantuvieron propiedades fisicoquimicas y sensoriales comparables al pan control, mostrando
buena aceptacion por parte de los consumidores. A nivel funcional, se evidenci6 una liberacion diferencial
de los AEs segtn el tipo encapsulado, asi como una conservacion parcial de la actividad antioxidante tras
la digestion in vitro. Ademas, el pan formulado con ORE mostr6 una reduccion significativa de la liberacion
de glucosa en la fase oral, lo que representa un hallazgo relevante desde el punto de vista del control

glucémico postprandial.

De manera global, los resultados de esta tesis confirman que la encapsulacion de CBs derivados de
plantas arométicas y especias culinarias mediante sistemas proteina-PS constituye una estrategia eficaz para
preservar y dirigir su actividad funcional. Asimismo, se valida el uso de matrices panificadas como
vehiculos alimentarios adecuados, capaces de vehiculizar compuestos con potencial beneficio en la
prevencion o control de enfermedades metabdlicas como la DM2. Este trabajo de tesis sienta las bases para
futuras investigaciones orientadas a optimizar la formulacion, estudiar la biodisponibilidad en modelos in
vivo y evaluar el impacto clinico de alimentos potencialmente funcionales disefiados desde una perspectiva

nutracéutica avanzada.

A partir de los hallazgos obtenidos, se abren diversas lineas de investigacion orientadas a profundizar
y ampliar el conocimiento generado. En primer lugar, seria pertinente avanzar hacia estudios in vivo que
permitan validar la biodisponibilidad y efectividad fisioldgica de los sistemas desarrollados en modelos

animales, especialmente en relacion con la modulacion glucémica postprandial y la expresion génica
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intestinal. Asimismo, la exploracion de métodos de secado mas econdmicos y variantes en las condiciones
de formulacion podria optimizar atin mas la proteccion y liberacion dirigida de los CBs. También resultaria
valioso estudiar la incorporacion de estos sistemas en otras matrices alimentarias, asi como su
comportamiento en condiciones reales de procesamiento y almacenamiento industrial. Finalmente, este
enfoque podria integrarse a estrategias de salud publica en el disefio de alimentos funcionales accesibles
para poblaciones en riesgo metabdlico, contribuyendo asi a la prevencion de enfermedades cronicas no
transmisibles desde un enfoque multidisciplinario que articule nutricion, ciencia de los alimentos y

tecnologia nutracéutica.
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