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“NANOPARTICULAS CARGADAS CON ANTIOXIDANTES NATURALES PARA EL
DESARROLLO DE FILMS BIODEGRADABLES PARA LA PRESERVACION DE
ALIMENTOS”

Resumen:

El objetivo de este estudio fue optimizar la produccion y caracterizar nanoparticulas cargadas con
un extracto de antioxidantes provenientes de la piel de la batata. En primera instancia se realizo la
obtencion y caracterizacioreldextracto de la piel de batata, variedad Arapey. Se determing la
presencia de cinco acidos fendlicos en altas concentraciones: acido clorogénico, acidy cafeico
tres isomeros de dicafeoilquinicos. Ademas se realizé un andlisis térmico en el cual se determind
que las primeras degradaciones en el extracto comienzan a partir de los 135°C, y que el método
propuesto para la encapsulacién no interfiere en las propiedades de los antioxidantes.

Para la produccion de nanoparticulas se utiliz6 el método de emulsificaciébn evaporacion. Se
parti6 de acido polilactico (PLA) de bajos pesos moleculares, previamente sintetizados en el
laboratorio, para optimizar el método se realizaron tres sintesis de nanoparticulas,de PLA
modificando variables comel tiempo de centrifugado y el peso molecular del PLA. La
camcterizacion se realizé por microscopia electrénica de barrido (SEM) y dispersion dinamica de
luz (DLS). A partir del ensayo que presentd las mejores morfologias y distribuciones de tamario,
se realizé la encapsulacion del extracto. La eficiencia de encapsulacién del extracto en las
nanoparticulas de PLA fue evaluada observando el efecto que tiene el sistema de solventes de la
fase organica, el peso molecular del PLA, la velocidad y tiempo de centrifugad&n
concentracién del extracto. Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por SEM, DLS y se

calculd la eficiencia de encapsulacién en porcentaje (E.E%).

Se realizé un avance en el desarrollo de materiales compuestos de acido polilactan con
nanoparticulas previamente cargadas con los antioxidantes. Los films fueron caracterizados por
SEM observandose la existencia de una alta compatibilidad entre el PLA comercial utilizado para
la matriz y el PLA sintetizado en el laboratorio con el cual se preparo las nanoparticulas.

Palabras clave:nanoparticulas, acido polilactico, batata, antioxidantes, acidos fenolicos, método

emulsificacion evaporacion del solvente, peliculas biodegradables.



LOADED NANOPARTICLES WITH NATURAL ANTIOXIDANTS FOR DEVELOPMENT OF
BIODEGRADABLE FILMS FOOD PRESERVATION”

Abstract:

The objective of this study was to optimize production and characterize loaded nanopatrticles with
antioxidants extraed from sweet potato skin. In the first instance the preparation and
characterization of skin extract sweet potato variety Arapey wa®.rm&e presence of five
phenolic acids in high concentrations was determined: chlorogenic acid, caffeic acid and three
isomers of dicaffeoylquinic acid. Furthermore, a thermal analysis in which it was determined that
the first degradations of the extract start from 135 °C, and that the technique proposed for

encapsulation does not interfere with the antioxidants properties was performed.

The evaporation emulsion technique was used for production of nanoparticles. It began with low
molecular weight polylactic acid (PLA) previously synthesized in the laboratory, to optimize the
method, three PLA nanoparticles synthesis were made by modifying variables as time centrifuged
and the molecular weight of PLA. The characterization was performed by scanning electron
microscopy (SEM) and dynamic light scattering (DLS). From the trial that presented the best
morphologies and size distributions, encapsulation of the extract was made. The encapsulation
efficiency of extract PLA nanoparticles was evaluated by observing the effect of the solvent
system of the organic phase, the molecular weight of PLA, speed and time of centrifugation and
the concentration of the extract. The obtained nanoparticles were characterized by SEM, DLS and

the encapsulation efficiency in percent (E.B.Was calculated.

Progress was made in developing polylactic acid composites with nanoparticles loaded with
antioxidants previously. The films were characterized by SEM observing the existence of high
compatibility between the commercial PLA used as matrix and PLA synthesized in the laboratory
with which nanoparticles was prepared.

Keywords: nanoparticles, poly lactic acid, sweet potato, antioxidants, phenolic, acids

emulsification- solvent evaporation method, biodegradable films.
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1.1. Objetivo general.

A inicios del siglo pasado gran parte de los productos industriales no combustibles como:
colorantes, tintas, pinturas, medicinas, productos quimicos, prendas de vestir, fibras sintéticas,
embalaje flexible se producian a partir de recursos naturales (Robertson, 2008). En el transcurso
de los afios, los materiales biolégicos fueron sustituidos por derivados del petr@es,
propiedades fisicas y quimicas, de extraordinaria versatilidad los posicionaron rapidamente en el
mercado. Sin embargoavances recientes han permitido el desarrollo de tecnologias que
implican el uso de materiales provenientes de la biomasa renovable y que tienen como objetivo
principal reducir los niveles de contaminacion ambiental, asi como optimizar el rendimiento de
los productos de base biolégica a bajo costo.

Una de esas tecnologias implica produccién de nanocargas y su dispersion en matrices
poliméricas biodegradables. Estas nanocargas de origen organico e inorganico como por ejemplo:
nanoplacas de arcilla y silicatos, nanotubos de carbono, nanocristales de almidén, nanofibras,
nanocilindros, nanoparticulas, entre otras, (Duncan, 2011), son incorporadas a las matrices
poliméricas, con el objeto de mejorar las propiedades de barrera de gas, la transmision del vapor
de agua, propiedades térmicas y mecanicas.

Por otro lado, es conocido que los antioxidantes naturales han atraido gran atencion
debido a su papel protector contra enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Por ello se
ha volcado un gran esfuerzo para buscar agentes terapéuticos seguros y eficaces, en beneficio de
la salud de los consumidores. Investigaciones de los Udltimos quince afios demuestran el alto
potencial de la batata como fuente de compuestos de interés bioldgico o industrial (antioxidantes,
fibra, minerales, vitaminas, etc.), algunos de los cuales actdan en la prevencion de enfermedades
(Yamakawa y Yoshimoto, 2001)

Con el fin de proporcionar una matriz que permita dar proteccidbn a compuestos
antioxidantes, el objetivgeneralde este trabajo esta enfocado en:

e Elaborar, optimizar y caracterizar nanoparticulas de acido polilactico (PLA) cargadas con

un extracto de antioxidantes provenientes de la piel de la batata.



1.2. Objetivos especificos.

Los objetivos especificos se detallan a continuacion:

1. Estudios de diferentes condiciones experimentales para la obtencién de nanoparticulas de
PLA, y su optimizacion en la encapsulacion de antioxidantes.

2. Obtencion de nanoparticulas de PLA a partir de &cidos polilacticos de bajos pesos
moleculares, sintetizados previamente en el laboratorio.
Encapsulacion de antioxidantes de origen natural en nanoparticulas de PLA.

4. Estudios de caracterizacion de las nanoparticulas de PLA y las nanoparticulas de PLA
con antioxidantes.

5. Estudios preliminares de desarrollo de materiales compuestos de acido polilactico con las

nanoparticulas previamente cargadas con antioxidantes.






2.1  Nanotecnologia.

La nanotecnologia implica el estudio, disefio, fabricacion, caracterizacion, y manipulacion
de estructuras, dispositivos o materiales que tienen al menos una dimensién (o0 contiene
componentes con al menos una dimension) de aproximadamente 1 a 100 nm de longitud
(Duncan, 2011). En un nanémetro caben entre tres y cinco atomos (Figjyra 2 - 1

La reduccion de tamafio que se alcanza aplicando la nanotecnologia, implica como
principal consecuencia que se eleve el nimero de atomos que estan en la superficie del material,
aumentando considerablemente la reactividad quimica del mismo, ademas desde el punto de
vista de la mecanica cuantica, se sabe que estas particulas tan pequefias pasan eseomporta
como ondas. (Gasco, 2011).

Existe un sinnUmero de materias paBrtanto de origen organico como inorganico
(polimeros, metales, cerdmicas etc.), con un alto rendimiento y potencialmente viables para la

produccion de materiales a hano escala.
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Figura 2 - 1. Escala nanométrica y unidad de medida a la que pertenecen ciertos sisis. Tomado de Garcia,
(2012)



2.1.1 Nanotecnologia y sus aplicaciones.

Existen basicamente cinco campos en los que se centra principalmente la hanotecnologia

(Rodgers, 201,0Guo, 2012):

e optimizacibn de materiales méas fuertes, resistentes y ligeros. (por ejemplo: plasticos o
metales con nanotubos de carbono, que permitan la fabricacién de aviones y vehiculos mas
ligeros, haciendo posible también una reduccion en el consumo de combustible).

e tecnologia de informacion y comunicacion: procesamiento de datos.

e en medicina: diagnostico y tratamiento de enfermedades, asi como en la administracion de
farmacos en dosis adecuadas.

e produccién de energia renovable, limpia y amigable con el medio ambiente. (por ejemplo
aprovechamiento de la energia solar aumentando su eficiencia y disminaleosto).

e alimentacién: por una lado se analiza la forma en que los alimentos son producidos,
procesados, envasados, transportados y consumidos, todo ello con el fin de lograr
trazabilidad e inocuidad de los productos; y por otro posibles riesgos que podria producir
este tipo de tecnologia en la salud.

Se estima que serd a mediados del siglo XXI cuando la nanotecnologia alcance su
maximo desarrollo y estara completamente incorporada tanto en los procesos industriales asi

como en las actividades humanas diarias.

2.2 Acido polilactico (PLA).
2.2.1 Generalidades.

El acido polilactico, mejor conocido por su denominacion de PLA es un poliéster
alifatico, sintetizado a partir del acido lactico. Diversas son las ventajas de este polimero que
atrae a la industria, entre ellas: su renovabilidad, biocompatibilidad, capacidad de procesamiento,
y el ahorro energético (Rasal y Janorkar, 2010). Ademas, ha sido aprobado por los EE.UU. Food
and Drug Administration (FDA) para el contacto directo con fluidos biol6gicbsackeo
polilactico (PLA), y sus productos de degradaciosOhly CQO,, no son toxicos ni cancerigenos

para el cuerpo humano.



No obstante, asi como el PLA puede ser considerado como un material ecoldgico y con
excelentes propiedades, este presenta muchos inconvenientes al ser confrontado con los
requisitos necesarios para ciertas aplicaciones:

o Su degradacion, (dependiendo las condiciones del medio, origen del polimero, estructura
quimica, relacion de isébmeros etc.), puede llegar a ser demasiado lenta. Este proceso a veces
tarda varios afos, lo cual puede dificultar sus aplicaciones en el area médica asi como en el
embalaje de alimentos (Auras, y col., 2011; Kaplan, 1998)

o El PLA es un polimero muy fragil, posee menos del 10% de elongacion a la rotura. Para
aplicaciones que precisen un rendimiento mecanico exigente deberd ser modificado
adecuadamente. (Rasal y Hirt, 2009).

o Posee una alta hidrofobicidad (debido a la presencia de gruppsatekles), lo que

podria provocar una respuesta inflamatoria de los tejidos.

o Sus reducidas propiedades de barrera de gas, impiden su acceso completo a los sectores
industriales, tales como el area de embalaje (Singh, 2003).

Tomando en cuenta las desventajas anteriormente citadas, asi como el alto costo que
implica su produccion, son altas las probabilidades que este noble polimero no reciba la atencién
que merece.

Sin embargo consecuentes a la tendencia global, enfocada en reducir el consumo de
polimeros que provengan del petréleo, es conveniente el planteo de politicas mundiales y la
inversion en el desarrollo de investigaciones encaminadas a la produccién de materiales
biodegradables con un reducido impacto ambiental. En la Figura 2 - 2, se muestra el ciclo del

PLA en la naturaleza.
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Figura 2 - 2. Ciclo del PLA en la naturaleza. Adaptado de Xiao y col., 2012.

2.2.2 Manufactura de acido polilactico.

La piedra angular para fabricacion del PLA es el acido lactico. Esta es una molécula
organica relativamente sencilla, posee tres carbonos: un carbono central (unido a un grupo
alcohol) y dos carbonos terminales (el uno forma parte de un grupo carboxilico y el otro de un
grupo metilo). Esta es una molécula quiral que posee dos formas isoméricas épticamente activas
0 enantibmeros L (+) &cido lactico y D (-) &cido lactico (ver Figura 2 - 3). Lalaneémica
(cantidades idénticas de estos isémeros) se denomina d,¢-acido lactico. Los seres humanos y
otros mamiferos son productores del isémero L, mientras que las bacterias homofermentativas y

heterofermentativas son capaces de producir acido lactico tanto del tipo D, como L.

La estructura estereoquimica del PLA puede ser facilmente modificada por
polimerizacién de una mezcla controlada de isomeros L o D para dar polimeros amorfos o
cristalinos de alto peso molecular (Kaplan, 1998). Segun Green (2002), un PLA con mas del
93% de la forma L tiene una estructura semi-cristalina, mientras que un PLA que contiene menos

del 93% de la forma L tiene una estructura amorfa.
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Figura 2 - 3. Enantiémeros del &acido lactico.

2.2.3 Sintesis de PLA.
Convencionalmente se emplean dos métodos, para la conversiéon de acido lactico en PLA:

Polimerizacion directa y Polimerizacién por apertura del anillo (ROP).

o Polimerizacién directa.

El método de polimerizacion directa (Figura 2 }, 4ermite la manufactura de un
polimero de bajo a intermedio peso molecular, esto se da debido a que el agua generada durante
el proceso provoca la hidrolisis de las cadenas poliméricas. (Okada, 2002). Para alcanzar
mayores pesos moleculares de PLA, empleando este método, es necesario eliminar el agua
originada durante la produccion, sin embargo, esto requiere altas temperaturas y alto vacio lo que

implica un elevado riesgo de oscurecimiento y racemizacion (Vink y col., 2003)

GHs POLIMERIZACION CHs
ghind s . > _o-c-coor + (m) Ho
H CATALISIS ¥
n
Acido l4ctico Poli (4cido lactico)

Figura 2 - 4. Polimerizacion directa.



o Polimerizacion por apertura del anillo (ROP).

El método de ROP (donde existe una conversion del acido lactico a su dimero
deshidratado: lactida), admite un alto control de la polimerizacion y proporciona un PLA de
estructura y peso molecular definido. Es un método eficaz cuando se desea obtener un PLA de
alto peso molecular (Mw >100.000). La desventaja de ROP, radica en que requiere una alta
pureza del mondémero (lactida), lo cual conlleva a un elevado costo de produccién. En la Figura 2

- 5, se esquematiza el método de ROP.

Polimerizacién
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4
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D- Lactida L- Lactida meso- Lactida

Figura 2 - 5. Polimerizacién por apertura del anillo.

2.2.4 Propiedades fisicas y quimicas.

Las propiedades fisicas, mecanicas y térmicas del PLA se relacionan intimamente con su
composicién, peso molecular, distribucion de peso molecular y estereoquimica (Wang, 2015).

Existen cuatro variedades de PLA:

o Acido poli (D - lactico) (PDLA), es un material cristalino con una estructura de cadena
regular.
o Acido poli (L - lactico) (PLLA), es semicristalino, y también presenta una estructura de

cadena regular.
o Acido poli (D, L- lactico) (PDLLA) es un material amorfo; y

o Meso-PLA proveniente de la meso-lactida.
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El contenido de &cido lactico L, tiene un efecto representativo sobre el grado de
cristalinidad de PLA, por ejemplo cuando el contenido de acido L-lactico se reduce del 100% al
92%, la cristalinidad de PLA disminuye de 57% a 32% (Reeve y col., 1994).

PDLA, PLLA y PDLLA son solubles en disolventes comunes como: benceno,
cloroformo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dioxano y otros, pero insolubles en etanol, metanol e
hidrocarburos alifaticos y se degradan mediante una simple hidrdlisis del enlace éster, incluso en

ausencia de una hidrolasa (Xiao y col., 2012).

Dado que el PDLLA, es un polimero amorfo, se suele emplear en dispositivos de
liberacién de farmacos donde es importante tener una dispersibn homogénea de las especies
activas dentro de una matriz monoféasica. Por otra parte, el PLLA, es mas adecuado en
aplicaciones en las que se requiere alta fuerza mecanica y dureza, por ejemplo en suturas y

dispositivos ortopédicogsasco, 2011).
En la Tabla 2 - 1, se detallan algunas propiedades importantes del PLA:

Tabla 2 - 1.

Propiedades del PLAXiao y col., 2012Wang Y., 2015)

Propiedades PDLA PLLA PDLLA
Estructura cristalina Cristalino Semicristalino Amorfo
Densidad (g/cr) 1,248 1,290 1,250
Temperatura de fusién (Tm)/°C ~180 ~180 120- 170
TemE)eratura de transicion vitre: 50- 60 55- 60 43-53
(Tg)°C
;I;témperatura de descomposicio 200 200 185- 200
Deformacion a la rotura (%) 20-30 20-30 Variable
Resistencia a la rotura (g/d) 40- 50 5,060 Variable
Vida media en solucién salina 4 6 meses 4 6 meses 53 meses

normal a 37°C
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2.2.5 Aplicaciones.

Aplicaciones médicas.

La biocompatibilidad, biodegradabilidad e ideales propiedades mecénicas hacen,del PLA
un polimero adecuado para ser usado en un sinnumero de aplicaciones en el campo biomédico
Sin embargo, este tipo de biomateriales deben cumplir con una serie de requisitos minimos (ver
Tabla 2 - 2), que aseguren su correcto desempefio y no vulneren la salud del individuo. Entre las

aplicaciones mas comunes se encuentran:

o Asistencia operatoria: conexion, cierre y separacién (anastomosis intestinal y vascular,
fijacion de huesos, cubierta de heridas, hemostasia, embolizacion vascular, extensiones del

ligamento, reconstruccion de tendones y stents vasculares, etc.)

o Curacion de lesiones: cicatrizacion de heridas, crecimiento del tejido, reconstruccion de
organos.
o Liberacion controlada: a través de la encapsulacion de sustancias para ser liberadas de

forma gradual en el organismo.

Tabla 2 - 2.

Requisitos de biomaterial¢dkada y Tsuji, 2000)

Requisito Detalle

No téxico (Biolégicamente segurc No pirogénico, no hemolitico, n

mutagénico, no alérgico, n
cancerigeno, no teratogénico

Efectivo Funcionalidad, rendimienta
durabilidad

Esterilizable Autoclave, calor seco, irradiacio
oxido de etileno

Biocompatible Interfacial, mecanica y biolégicament

Aplicaciones textiles.

Si bien el poliéster mas empleado en la fabricacion de fibras y tejidos, es el polietilen-
tereftalato (PET), su uso se ha visto restringido debido a la necesidad de complejos procesos para
su reciclado y ausencia de biodegradabilidad. A partir del PLA, pueden ser industrializadas

diversos tipos de fibras tales como: monofilamentos, multiflamentos, filamentos continuos a
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granel, fibras discontinuas, etc., que dependiendo su destino final son procesadas, obteniéndose
asi, materiales con propiedades mecénicas deseables tales como: alta tenacidad, buena resistencia
y una adecuada estabilidad dimensional (Auras y col., 2011), ademas de una baja densidad, bajo

indice de refraccion y una alta resistencia a la luz ulta violeta (UV).

En la Tabla 2 - 3, se observan algunas propiedades diferenciales entre las fibras textiles

provenientes de PLA y PET.

Tabla 2 -3

Comparacion de las fibras de PLA y PET. (Auras y col., 2011)

Propiedades PLA PET
Peso especifico 1,25 1,34
indice de refraccion 1,40 1,58
Médulo de flexién (gf criicm) 0,068 0,122
Médulo de corte (gf /(cm deg)) 0,64 1,53
Cos 6 (0: angulo de contacto) 0,254 0,135
Absorcion de agua (% peso) 05 0,3
Tiempo de combustion (min) 2 6
Generacién de humo {Kg) 63 394
Calorias de combustion (Kcal/kg) 4500 5500
Bacteriostatico >5,9 <2,2
Bactericida >3,1 <0

Retencion de tenacidad (%) después de 30C 95 60

Retencion de enlongacion (%) después de 1 100 70

Aplicaciones en el embalaje y otras industrias.

Son diversas las aplicaciones de los materiales de embalaje constituidos por polimeros
biodegradables. Comprende aquellos productos que luego de ser consumidos son imediatamente
desechados, es decir su ciclo es relativamente corto, tal es el caso de los materiales destinados al
envasado de alimentos. Por otro lado existen aplicaciones que requieren mayores periodos de
funcionalidad siendo necesario que las propiedades iniciales de los polimeros se mantengan en el
tiempo, por ejemplo envases de articulos electrénicos, envases de cosméticos, etc. (Niaounakis,
2015).
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A pesar de ser el PLA, un polimero con potenciales aplicaciones en el envasado de
alimentos, no seria correcto generalizar su uso en esta area. No existe un envase ideal para todos
los sistemas alimenticios, es necesario tener un conocimiento previo de las interacciones entre el
material de embalaje y el alimento a envasar. Ademas, es importante prever como el material
reaccionar4d a condiciones tales como: manipulacion, transporte y tratamientos térmicos

(calentamiento, enfriamiento, congelacion, etc.).

Siracusa, y col., (2012), determinaron que la resistencia mecanica de las peliculas de PLA,
son relativamente bajas comparadas con la resistencia mecanica de peliculas de polietileno de
baja densidad y polietileno de alta densidad. Sin embargo comparado con peliculas provenientes
de PET y poliestireno (PS), que constituyen polimeros ampliamente usados en la industria de
alimentos, las propiedades mecénicas son similares. Asi mismo observaron en varios grupos de
peliculas de PLA valesde Tm (temperatura de fusion) y Tg (temperatura de transicion vitrea)
menores, que los registrados para peliculas de FES lp que indica que el PLA es un material

adecuado para el termosellado y el procesamiento térmico.

En cuanto a sus propiedades antimicrobianas, segun estudios realizados por Mutsuga,
col., (2008), acerca de la migracion de componentes de matddatbsontact cuya matriz
constituida por PLA se encuentra sometida a distintas condiciones, los autores plantean que
pequefias cantidades de acido lactico, migran de la matriz polimérica hacia el medio, y seria este
acido organico el que provee de las propiedades antibacteriales y antifiUngicas, que distinguen al
PLA de otros polimeros biodegradables. Hasta ahora, la mezcla de PLA con polimeros sintéticos,

es la mejor alternativa para mejorar sus propiedades y disminuir sus limitantes.

En el campo de la agricultura, diversos son las investigaciones que plantean el uso de
matrices de PLA para la encapsulacion y liberacion controlada de herbicidas, antibacterianos, anti
fungicos y oligoelementos deficitarios. Con el uso de estas tecnologias se busca: optimizar el
control del crecimiento, desarrollo y rendimiento de la planta; mejorar el control de malezas;
lograr una disminucion de la contaminacion ambiental por el uso de herbicidas; asi como
disminuir los volimenes excesivamente altos de material plastico no biodegradable usado

convencionalmente.
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Grandes empresas, que lideran el mercado de la electronica, han incluido en el disefio de
sus dispositivos, accesorios manufacturados exclusivamente con PLA, o incluyendo otros
compuestos (aditivos u otros polimeros), que mejoren la resistencia térmica, resistencia al
impacto, retardo de la llama u otras caracteristicas significativas. Entre los productos mas
representativos se encuentran: carcasas para computadoras y teléfonos moviles, enchufes,
interruptores, materiales de aislamiento eléctrico para cables de alta tension, ssustrato

biodegradables para placas de circuito impreso, estos ultimos constituidos de una mezcla
PLA/lignina, etc.

En la Figura 2 - 6, se esquematiza una clasificacion de materiales manufacturados en base
a PLA.
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Figura 2 - 6. Clasificacion de materiales manufacturados con PLA.

2.3 Nanoencapsulacion

La nanoencapsulacion de farmacos o moléculas bioactivas comprende la formacion de
particulas coloidales sélidas de tamafio nanométrico (1 a 100 nm), en cuyo interior se encuentra
el ingrediente activo, el cual puede estar atrapado, encapsulado, adsorbido o quimicamente unido
(Jawahar y Meyyanathan, 2012). Las nanoparticulas se pueden emplear para liloeracion

sustancias tanto hidrofilicas como hidrofébicas.
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2.3.1 Tipos de nanoparticulas.

El término nanoparticula es usado comunmente tanto para nanoesferas, como para
nanocapsulas (Figura 2 - 7), pero dependiendo el proceso utilizado se obtendra aldjasa de e
Las nanoesferas son particulas matrices, cuya masa es solida y el principio activo puede estar
disperso o adsorbido a la superficie de la esfera o encapsulado uniformemente dentro de la
particula (Raoa y Geckelera, 2011).

Las nanocapsulas son sistemas vasculares que actdan como un tipo de reservorio, y el
principio activo se confina en una cavidad constituida por un nucleo liquido (aceite o agua),
rodeado por una membrana polimérica. En este caso la sustancia activa se disuelve en el nucleo
interior, sin embargo el principio activo también puede estar adsorbido a la superficie de la
capsula. (Kumariy col., 2010awahar y Meyyanathan., 2012).

Niicleo liquido

Féirmaco
atrapado
Nanocépsula\A
/ Farmaco adsorbido
Polimero Nanoparticulas a la superficie

+

Farmaco por varios métodos

Y /

Farmaco
P atrapado
7ol
|58'0',€:

.\‘anoesfer:\‘

Farmaco adsorbido
a la superficie

Figura 2 - 7. Tipo de nanoparticulas biodegradables: Nanocapsulas y Nanoesferas. La moléculas del farmaco
son atrapadas dentro o adsorbidas en la superficie. Tomado de Kumari, Kumar Yaday,Yadav, 2010.
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2.3.2 Nanoparticulas poliméricas (NPP).

En lineas generales existen dos grupos de materiales a partir de los cuales puede

elaborarse nanoparticulas:

o Polimeros hidrofilicos naturales. Dentro de los cuales se encuentran las proteinas
(albumina, lecitina, legumina, etc.) y los polisacaridos (alginato, quitosano, dextrano, agarosa,
etc.).

o Polimeros hidréfobos sintéticos. Divididos en dos grupos: el primer grupo incluye
poliésteres como: poti-caprolactona (PCL), acido poli-laction-glicolico, PLA, PS vy el
segundo grupo incluye: policianoacrilatos de alquilo, poli-isobutilcianoacrilato, policianoacrilatos

de butilo, polimetacianoacrilatos.

Los sistemas de transporte con base en materiales poliméricos en forma de nanoparticulas,

deben cumplir con ciertos criterios (Jawahar y Meyyanathan, 2012):

o Facil de sintetizar y caracterizar
o Economico
o Biocompatible

o Biodegradable

. No inmunogénico
. No toxico
o Solubles en agua.

Debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja inmunogenicidad los
poliésteres son un atractivo grupo para el desarrollo de sistemas poliméricos nanoparticulados de
liberacion controlada. Ademas han demostrado una muy buena interaccion con farmacos y

moléculas bioactivas. (Formiga, y col., 2009)

2.3.3 Métodos de preparaciéon de Nanoparticulas

Actualmente existen una variedad de métodos destinados a la sintesis de nanoparticulas
poliméricas (NPP), dependiendo de las necesidades, aplicaciones y tipo de compuesto a ser

encapsulado (Kumari y col., 2010). La obtencion de NPP puede originarse por un lado a partir de
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una macromolécula o polimero preformadesaiomo: PLA, PCL, acido polihidroxibutirico

(PHB), etc; y por otro, a partir de reacciones de polimerizacion directa de monémeros.

Las diferentes técnicas de preparacion para NPP se muestran en la Figura 2 - 8.

D 22

Polimerizaciéon

Evaporacién
de Solvente.

SCF

Figura 2 - 8 Técnicas de preparacion de Nanoparticulas poliméricas.

Para realizar una seleccion apropiada del método de preparacion de NPP, sentoman
consideracion diversos factores, entre ellos:
° Tipo de sistema polimérico (libre de aditivos o reactivos tales como tensioactivos o trazas
de solventes organicos.)
° Requerimiento de tamaiio.
° Area de aplicacion.

Cada método dara lugar a NPP de diferentes caracteristicas, incluso su habilidad para
interactuar con los principios activos contenidos en los farmacos sera fuertemente influenciada

por los procesos de preparacion.
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2.3.4 Método de emulsificacion y evaporacion del solvente.

El método de Emulsificacion y evaporacion del solvente comprende dos pasos

El primer pasorequiere la emulsificacion de la solucion polimérica (fase organica) en
una fase que contiene el agente tensioactivo o estabilizante (fase acuosa). La fase organica se
disuelve en un disolvente apropiado (por ejemplo: acetato de etilo, cloroformo, diclorometano,
etc.), y el compuesto activo se encuentra aqui disuelto y dispersado. Luego esta fase interna

organica de la emulsion, es afadida sobre la fase externa acuosa.

Durante elsegundo pas@l solvente del polimero es evaporado por un aumento de la
temperatura bajo presion o por agitacion continua, induciendo a que precipite el polimero como
nanoesferas y el compuesto activo se encuentra finamente disperso en la matriz del polimero. En

la Figura 2 - 9, se esquematiza este método.

Las nanoparticulas son recogidas por centrifugacion y como paso final, la suspension de
las nanoparticulas formadas se somete a una serie de lavados con agua purificada para eliminar el

exceso de agente estabilizante.

Los polimeros usados con frecuencia son: ftalato acetato de celulosa, etilcelulosa, PLA,
PCL y PHB.

Solucién organica: ( || &7
Polimero + Droga O O O Evaporacién
O O O del solvente |0, O

O O 00 9O Q
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N >| ool © | ) [XEECT
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Solucién acuosa: OO @) O O Res QOOQ)O 0 Q)Oog 00
- O. 500 (©]
Estabilizante en agua oo o0
g2 O o) \ o o° "0 950
Paso 1

Figura 2 - 9. Esquema del método emulsificacion evaporacion del solvente. Tomado de: Pinto, Neufeld,
Ribeiro, y Veiga, 2D6.
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Los métodos basados en la emulsion y evaporacién del solvente, son relativamente
sencillos. Sin embargo para la obtencion de nanoparticulas por este método es necesario realizar
un ajuste de las variables mas representativas. A continuacion se realiza una breve revision de los

parametros mas importantes que influyen sobre las propiedades de las nanoparticulas:
e Solventes

Entre los principales criterios que debe cumplir los solventes se encuentra: disolver
adecuadamente el polimero, ser pobremente soluble en la fase continua, alta volatilidad, bajo
punto de ebullicién y baja toxicidad. Sin embargo, Li, Rouaud, y Poncelet (2008), demostraron
que la inmiscibilidad en agua de un disolvente no es un prerrequisito absoluto para hacer una
emulsion y sugiere algunas técnicas que minimizan este inconveniente:

1. La solucién acuosa se encuentre previamente pre-saturada con disolvente (Bahl and Sah,
2000);

2. La fase dispersa puede estar emulsificada primero en una pequefia cantidad de solucion acuosa;
y después de la formacion de gotas esta emulsion se vierta en una gran cantidad de solucion
acuosa (Freytag y col., 2000);

3. La fase dispersa puede estamulsificada en una pequefia cantidad de solucién acuosa, la
solucion se agita y el disolvente se evapora dando lugar a la solidificaciéon de las nanoesferas
(Sah, 1997).

e Surfactantes

La funcién de estos compuestos es la de formar una capa fina alrededor de las gotas de
aceite, polimero, farmaco o principio activo, con el objetivo de reducir la tension superficial de la
fase continua evitando la coalescencia y la aglomeracion de gotas asi como para retabiliza
emulsion. Todos estos aditivos (alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), alginatos,
gelatinas, metil celulosa, lecitina, etc.), son ampliamente usados y ejercen una fuerte influencia
en el tamafio y forma de las particulas coloidales resultantes e incluso en la velocidad de
liberacion del farmaco.

El aumento de la concentracion de surfactante puede reducir el tamafio de las nanoesferas.
Sin embargo, debido a la concentracion micelar critica, la tension superficial no puede disminuir

infinitamente. Cuando la concentracion del surfactante alcanza un cierto nivel, la superficie de la
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solucién etd completamente cargada. Cualquier otra adicién de surfactante se conformard como

micelas y la tension superficial de la fase acuosa no disminuird mas (Li y col., 2008).
e Concentracion del polimero, velocidad de agitacion y la cantidad de fase acuosa.

La cantidad de polimero disuelto en la fase organica juega un papel importante en las
caracteristicas de las nano y microparticulas. A pesar de esto, no hay suficientes datos publicados
al respecto. Freitas y col., (2005), investigaron la influencia de la concentracién del polimero y
cubrieron un intervalo de concentraciones comprendidas entre 0,05% y 0,15% (w/v) de PLA en
la fase organica. Encontrando que el didmetro de la particula incrementa con altas
concentraciones del polimero. Sin embargo, estos mismos investigadores también han encontrado
que existe una fuerte y determinante relacion entre la cantidad de PLA, el volumen de la fase
acwsa Y la velocidad de agitacion sobre el tamafio de la particula, por ejemplo al aumentar el
volumen de la fase acuosa, el tamafio de la particula también se incrementa (Lassalle y Lujan
Ferreira, 2007).

e Principio activo

Este método puede ser aplicado tanto a principios activos liposolubles como
hidrosolubles, registrandose altas eficiencias de encapsulacion. Entre los compuestos que se han
encapsulado con esta técnica, estan: albumina, testosterona, prazinquantel, acidos nucleicos,
haloperidol, clonazepansulfametoxazol, loperamida, ciclosporina A, etc. (Pinto y col., 2006
Formiga, y col., 2009; Lal Pal y col., 2011)

2.4  Antioxidantes.

Los antioxidantes de frutas, vegetales y bebidas juegan un rol importante en la salud
humana, su potencial accion estd enfocada en la reduccidon de aquellas enfermedades que
actualmente mas afectan a la poblacion mundial (enfermedades cardiovasculares, tumorales y
neurodegenerativas).

Antes de hacer una breve descripcion sobre antioxidantes, es necesario definir algunos

términos importantes en este tema:
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Radical libre: especie (atomo, molécula o i6n) que contenga por lo menos un electrén
desapareado en su orbital mas externo, y que sea a su vez capaz de existiaen for
independiente.

Especie reactivase denomina con este término a todas aquellas especies cuya actividad
se encuentra centralizada en un atomo especifico (oxigeno, cloro, nitrégeno, etc.,), y
pueden o no ser radicales libres. En el caso de las especies reactivas que actuan sobre el
oxigeno estas se denominan ROS, y para el nitrogeno RNS.

Antioxidantes: compuestos que retrasan, controlan o disminuyen las reacciones de

oxidacion de un sustrato oxidable, actuando como un agente reductor.

Mecanismos de accion.

Existen diferentes mecanismos de accion de los antioxidantes:

Interaccion directa con especies reactivastuando como: estabilizadores, apagadores 0

“scavengers” de radicales libres. La estabilizacion de radicales libres por este mecanismo

puede efectuarse de tres formas

» mediante la cesion de un electron a la especie reactiva, o también denominado SET
(Single electron transfer),

» por transferencia directa de un atomo de hidrégeno, es decir un electron con su proton,
denominandose para este caso: HAT (Hydrogen atom transfer); vy,

» por adicion directa del radical libre a su estructura.

Si bien estos mecanismos implican la conversion del antioxidante en radical libre y su

posterior oxidacion, la reactividad producida sera baja o nula para el entorno.

Inhiben la expresion, sintesis o actividad de enzimas pro oxidantes tales como: 6xido
nitrico sintetasa, ciclooxigesa xantino oxidasa, NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa,
relacionadas con la generacion de especies reactivas (RNS y ROS).

Prevencion de la formacion de especies reactivas dependientes de metales (como agentes
guelantes).

Activacion o induccion de la actividad de enzimas antioxidantes, tales como: superoxido

dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, entre gtemsas a
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compuestos inductores de enzimas como polifenoles, curcuminoides, isotiocianatos, etc.
(INTA, 2011)

Una sobreproduccién de ROS o RNS en los sistemas biolégicos, da lugar a un desbalance
entre la formacion de ROS o RNS y los mecanismos de defensa antioxidante, lo que resulta en
modificaciones quimicas del ADN celular, proteinas o lipidos. Este proceso conocido como
estrés oxidativo o nitrosativo (segun sea oxigeno o nitrégeno la especie reactiva), ha sido
asociado con el proceso de envejecimiento, asi como el inicio o desarrollo de un gran niamero de

enfermedades humanas. (Wojcik, Burzynska-Pedziwiatr, y Wozn, 2010)

2.4.2 Antioxidantes sintéticos
Los antioxidantes sintéticos son producidos quimicamente y generalmente considerados
como “seguros”. Son ampliamente utilizados por la industria farmacéutica, cosmética y

alimenticia, debido a su alto grado de estabilidad, eficacia y ventaja econémica.
Estos antioxidantes se dividen de acuerdo a su mecanismo de accién en:

e primarios: aquellos quénteraccionan con especies reactivas y los que actian como
agentes quelantes; vy,
e secundarios: aquellos que actian descomponiendo hidroperdxidos en productos finales

estables.

Los antioxidantes sintéticos de estructura molecular fendlica (ver Figura 2 - 10), son los
mas comercializados. La presencia de estructuras como anillos conjugados y grupos hidroxilicos
permite a los compuestos fendlicos actuar como secuestradores y estabilizadores de radicales
libres. Los grupos carboxilicos y carbonilicos en numerosos compuestos fendlicos inhiben la
rancidez oxidativa por quelacion de metales. Entre los antioxidantes sintéticos de mayor consumo
encontramos: ter butil hidroquinona (TBHQ), butil hidroxi anisol (BHA), butil hidroxi tolueno
(BHT), y los galatos de: propilo (PG), dodecilo (DG), octilo (OG), acido

etilendiaminotetraacético (EDTA), etc.
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El BHA y BHT, tienen un mayor uso en la industria alimentaria, debido a que poseen una
alta efectividad para el control de la oxidacion en la grasa animal, ademéas se ha demostrado

tienen un efecto sinérgico.

Estudios farmacolégicos y toxicologicos sugieren la posibilidad que los antioxidantes
sintéticos presenten efectos tdxicos sobre el organismo y pueden llegar a ser promotores de
algunos tipos de cancer, sin embargo estas aseveraciones aun estan en estudio. (Wenkatesh
Sood, 2011).

CH
3 H H
(H3C)3C C(CHa)s C(CH,)s
. C(CHg);
CH, OH
BHA BHT TBHQ
H
HO OH ?
HO-C-CH,~_ _CH,-C-OH
N-CH,-CH,-N__
HO-C-CH,~~ CH,-C-OH
COOC;H; S E)
PG EDTA

Figura 2 - 10. Antioxidantes sintéticos.

2.4.3 Antioxidantes Naturales

Existe una tendencia creciente en la busqueda, caracterizacion y uso de antioxidantes
naturales, como respuesta al interés de los consumidores por la ingestion de productos
saludables, ecoldgicos, libres de sustancias quimicas y que preserven el equilibrio medio
ambiental. Aunado a ello, la alerta latente sobre la toxicidad y efectos cancerigenos de algunos
antioxidantes sintéticos en animales en altas concentraciones, impulsan la busqueda de métodos
alternativos con el fin de remplazar estos compuestos sintéticos por antioxidantes de origen
natural (Sahidi, 2015).

Los antioxidantes naturales se originan principalmente en las plantas, donde son

sintetizados en grandes cantidades como parte de su metabolismo secundario y muchos de estos
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compuestos son indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales. El constante estrés
oxidativo al que se encuentran sometidos los organismos vegetales ya sea por parte de radicales
libres, ROS, y pro-oxidantes generados tanto de forma exdgena (calor y luz) como &ndogen
(H20, y metales de transicion), han permitido que los tejidos vegetales desarrollen sistemas
antioxidantes para controlar radicales libres, catalizadores de oxidacién de lipidos, productos
intermedios de oxidacién y productos secundarios de degradaciéon (Brewer, 2011). Estos
compuestos antioxidantes incluyen polifenoles, carotenoides y vitaminas con accion antioxidante
(ver Figura 2 - 11).

- Vitamina C
— Vitaminas —
— Vitamina E
o Carotenos
— Carotenoides |-
Hidroxi-carotenoides
(xantofilas)
g 1." |
W )
£ e Flavonoles — .
] L.y =
E —
g —
=] e o A D
= - Flavonas X
= sl W
<L
——
e T /‘[:::— 1
= Flavanonas — ﬂx__j_;jlgj_r:l’ -
e Flavonoides - -
Flavanoles/Prociani o I 1
dinas I .
—iAlcoholes fenolicos .
| Antocianidinas ——l"-
. Polifenoles  |=+—| Acidos fendlicos - —
oH O e _-OH
| Isoflavonas | SO LT
=T )'I;:':'-"II"( )'J
- Estilbenos
— Lignanos

Figura 2 - 11. Antioxidantes naturales. Adaptado de Oroian y Escriche, 2015.

Del amplio grupo de antioxidantes de origen natural presentado en la figura 2 -11,

detallaremos algunas caracteristicas de los polifenoles, que representan nuestro grupo de interés.
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Polifenoles

En la actualidad existen cerca de 8000 estructuras fendlicas que han sido reportadas. Los
polifenoles se definen principalmente a partir del nimero de anillos fendlicos que poseen y de los
elementos estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles son:
flavonoides, acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico),
alcoholes fendlicos, estilbenos, lignanos.

La biosintesis de los polifenoles tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la
ruta del acido siquimico y la ruta de los poliacetatos. La ruta del acido siquimico permite la
sintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los &cidos
cindmicos y sus derivados (fenoles sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados
del fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas. Las rutas
mixtas combinan precursores tanto de la via del acido siquimico como de la ruta de los
poliacetato, este es el caso de los flavonoides (Quifiones, Miguel, y Aleixandre, 2012).

Los polifenoles podrian actuar mediante mecanismos como el SET y HAT, y los
productos de reaccion de los dos mecanismos son:. especies inofensivagsraxidatics,
radicakscatidnicosy especies energéticamente estables, (Leopoldiniy col., 2011).

Todos los polifenoles han mostrado evidencia en la prevencion de la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales una vez oxidadas se acumulan en las paredes
interiores de las arterias, aumentando el riesgo de enfermedad cardiaca. Ademas, se han
encontrado que algunos flavonoides evitan la oxidacion de enzimas, preservando asi su funcién.

Flavonoides.

Es la subclase de polifenoles mas abundante del reino vegetal. Son compuestos de bajo
peso molecular, que comparten un esqueleto comun difenilpirgr@;{Cs), compuesto por dos
anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico. Los atomos de
carbono individuales de los anillos A y C se enumeran con numeros ordinarios y el anillo B con
nameros primos (ver Figura 2 - 12). La clasificacion de estos compuestos se hace en funcion del
estado de oxidacion del anillo heterociclico (anillo C) y de la posicion del anillo B.

El nimero, posicién de los grupos hidroxilos y los distintos grupos funcionales que
pueden presentar (metilos, azucares, acidos organicos), permite clasificarlos en otros subgrupos,
tales como: flavonoles, flavonas, flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y

flavanoles (Quifiones y col., 2012).
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Figura 2 - 12. Estructura quimica de los flavonoides.

Alcoholes fendlicos

Dentro de los alcoholes fendlicos encontramos: 2-feniletanol, 3,4-dihidroxifeniletanol,
también llamado hidroxitirosol y @-hidroxifenill)etanol también llamado tirosol. El tirosel
hidroxitirosol (Figura 2 - 13), son dos importantes o-difenoles presentes en las aceitunas,

alpechin y aceite de oliva (Oroian y Escriche, 2015).

HO HO

TIROSOL HIDROXITIROSOL

OH

OH

Figura 2 - 13. Alcoholes fendlicos.

Estilbenos

Estos compuestos se encuentran estructurados por dos anillos aromaticos unidos por un
puente eteno, y se presentan en monomeérica Yy oligomérica. Son moléculas cuya presencia se
asocia a la resistencia de los tejidos vegetales a enfermedades fungicas tales como las producidas
por el hongdotrytis cinéreau otros factores como irradiacion UV.

Uno de los estilbenos mas importantes es el monémero resveratrol (3,5,4'-trihidroxi-trans-
estilbeno) (ver Figura 2 - 14), siendo los tejidos de la piel de la uva, una importante fuente de este

compuesto (Sun y Spranger, 2005).
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Figura 2 - 14. Estilbenos.

Lignanos

Son estructuras diméricas de unidades fenilpropanoides (C6-C3) unidas por los carbonos
centrales de sus cadenas laterales. En las plantas, los lignanos actlian como sustancias de defensa
contra agentes patdgenos, por ejemplo el pinoresinol (ver Figura 2 - 15) es un constitijente
resina deForsythia spp y se forma cuando la planta esta herida siendo téxico para los
microrganismos. ElI malognol (otro representante de este grupo) inhibe el crecimiento de

bacterias y hongos (Shahidi y Naczk, 2003).

OCH3

Figura 2 - 15. Lignano pinoresinol.

Acidos fendlicos.
Los acidos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas cuya estructura consiste

en un anillo de benceno unido a un grupo carboxilico o a un acido propenoico.
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Aquellos que se unen al grupo carboxilico, se denominan derivados del acido benzoico
(hidroxibenzoicos) y los que se unen al acido propenoico, se denominan derivados del acido
cinamico (hidroxicinamico), siendo este ultimo el mas comun.

Los derivados del acido hidroxibenzoico se encuentran principalmente en forma de
glucésidos tales como los acidos: p-hidroxibenzoico, vanilico y 3,4-dihidroxibenzoico
(protocatecuato)Los acidos hidroxicinAmicos méas abundantes y comunes en la naturaleza son:
cafeico, ferdlico, sinapico y p-cumarico, que con frecuencia se producen en los alimentos como
ésteres derivados simples unidos al acido quinico o glucosa. El acido hidroxicinamico derivado
mas conocido por su alto potencial como antioxidante es el acido clorogénico, que se forma
partir de los acidos cafeico y quinico (Shahidi y Naczk, 2003; Oroian y Escriche, 2015; Wattila
Hellstrém, 2007).

2.5 Batata (Ipomea batata).
2.5.1 Generalidades

La batata Ipomoea batatas .). es una planta dicotiledénea, perenne, probablemente la
Unica de las 500 especies del géngrmmoeaque produce raices tuberosas comestibles. Se
supone que su cultivo se origind hace 5.000 afios en Centroamérica (Huang y Sun, 2000).

Este cultivo, es uno de los alimentos con mayor repunte en cuanto a su produccion a nivel
mundial. Su consumo va en aumento especialmente en los paises Orientales. China lidera la
produccion mundial con aproximadamente 100 millones de toneladas (obteniendo ademas los

mas altos rendimientos) y un consumo per capita de 23,81 Kg/afo, al 2013.

En Argentina, segun datos registrados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO), en el 2014 existié un area cosechada de 25ci@@as
y una produccién de aproximadamente 390 mil toneladas. Segun este mismo organismo el

consumo per capita al 2011 fue de 8,8 Kg/afio.

Las variedades cultivadas dependen de la zona y sus preferencias de consumo, asi por
ejemplo: en la zona pampeana y en Cuyo hay un predominio del cultivo de variedades de piel
morada y pulpa amarilla como Morada INTA y Arapey. En el NEA (Noreste Argentino), los
cultivares de piel y pulpa que van de tonalidades cremas a anaranjadas, como Okinawa 100 y

GEM, son los predilectos. En el NOA (Noroeste Argentino), hay una mayor produccion de los
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cultivares de pulpa blanca como la Santafesina Blanca y Famailla, sin embargo existe una
produccion minoritaria enfocada al cultivo de variedades de piel roja y pulpa crema (Morada
INTA) (Cusumano y Zamudio, 2013).

2.5.2 Taxonomia y morfologia

Familia: Convolvulaceae

Género: Ipomoea

Especie:batatas

Otros nombres: boniato, camote, papa dulce, chaco, sweet potato.

La batata es una especie generalmente autoincompatible y la mayoria de sus caracteres
son de herencia cuantitativa y de baja heredabilidad por ello utiliza la polinizacién cruzada como
medio de reproduccionEl cultivo tiene gran capacidad de mejora debido a su alto nivel de
diversidad (Zhang y col., 2000, 2004).

2.5.3 Descripcion botanica.

Es una planta herbacea y perenne, cultivada como una planta anual. Generalmente es de
habito rastrero con tallos que se extienden horizontalmente sobre el suelo desarrollando un follaje

relativamente bajo.

o Raiz. Se diferencian dos tipos de raiz: fibrosas y reservantes o de almacenamiento. Las
raices fibrosas absorben nutrientes y agua, y sostienen a la planta, y las raices reservantes
almacenan los productos fotosintéticos. Los cultivares de batata de pulpa de color tienen altas
concentraciones de [ —caroteno.

o Tallo. Es de hébito rastrero con diferentes dimensiones de longitud y grosor de acuerdo a
la variedad. La superficie puede ser glabra o pubescente, de color verde, purpura o rojizo, con
una o dos yemas por axila foliar.

o Las hojas se distribuyen en espiral en los tallos y segun el cultivar, varian ampliamente

en tamafo, largo del peciolo y forma. Su color es por lo comdn verde, pero a vecesnsg prese
una pigmentacion purpura, especialmente a lo largo de las venas y pueden tener diversos grados

de pubescencia.
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o Las flores se encuentran agrupadas en inflorescencias del tipo de cima bipara, con raquis
de hasta 20 centimetros de longitud, de forma acampanulada y presentan colores que varian de un
verde palido hasta un purpura oscuro.

o Fruto. Es una pequefa capsula redondeada de aproximadamente 3 a 7 milimetros de
diametro. Cada cépsula contiene de 1 a 4 pequefias semillas y cada una tieBeaedtre
milimetros de diametro, de forma irregular a redondeadas negras a marrones y el peso de mil

semillas varia entre 20 a 25 gramos.

La batata variedad Arapey (ver Figura 2 - 16), cuya piel serd utilizada en nsastio,es
de origen uruguayo, de ciclo corto y alto rendimiento, piel morada, pulpa amarilla de textura

seca, sin manchas, mas susceptible a enfermedades que Morada INTA y de hojas acorazonadas.

Arapey

Figura 2 - 16. Ipomea batata Lam. Variedad Apapey. Tomado de: Marti, Corbinoy D Chludil, 2011

2.5.4 Composicion nutricional

La batata es un alimento con un gran valor energético, posee un alto contenido de almidén
y se encuentra entre los alimentos mas nutritivos del reino vegetal. Entre los nutrientes presentes
en esta raiz, se incluyen: proteinas, hidratos de carbono, minerales (calcio, hierro y potasio),
carotenoides, fibra dietética, vitaminas (especialmente C, acido folico y B6), muy poca grasa y
sodio, siendo los factores genéticos y ambientales, determinantes en la variabilidad de la
composicién de la misma (Benjamin, 2007). En la Tabla 2 se4muestra la composicion

guimica y valor energético de la batata.
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Tabla?2 -4

Composicién quimica y valor energético de la valores por 100g.

BATATA

Cantidades por cada 100 gramos

Energia Kcal 71,81
Agua g 78,00
Proteinas g 1,10
Lipidos g 0,05
Acidos grasos saturados g 0,02
Acidos grasos monoinsaturado: g 0,001
Acidos grasos poliinsaturados g 0,01
Colesterol mg 0,00
Hidratos de Carbono g 16,74
Fibra g 3,06
Cenizas g 1,10
Sodio mg 6,00
Potasio mg 417,00
Calcio mg 34,00
Fosforo mg 64,00
Hierro mg 0,25
Zinc mg 0,30
Niacina mg 1,10
Folatos Hg 14,28
Vitamina A Hg 74,54
Tiamina (B1) mg 0,10
Riboflavina (B2) mg 0,14
Vitamina C mg 13,14
Vitamina D Ul 0,00

Tomado de: SARA. Ministerio de Salud de la Nacion Argentina

2.5.5 Compuestos fendlicos

Los principales compuestos fendlicos presentes en la batata lo constituyen las
antocianinas y los 4cidos fendlicos.

Se han identificado las antocianinas cianidina y peonidina en formas monoaciladas
(relacionadas con el acido cafeico) y diaciladas (acido cafeico - acido cafeicosaeido - p-
hidroxibenzoico y acido cafeico - acido ferulico), en altas concentraciones, sin embargo existen
variaciones en las composiciones dependiendo los cultivares (Yuzhi, Jiang, Zhai, y Yang, 2012
Oki, y col., 2003).
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Fossen (2000), menciona que las antocianinas aciladas constituyen mas del 98% del
contenido de antocianinas totales en batata. Esto sugiere una alta estabilidad de las antocianinas
presentes en esta raiz y confirman su uso potencial como una fuente de colorantes para la
industria de alimentos.

Los &cidos fendlicos identificados en batata (ver Figura 2 - 17), incluyen: acido
clorogénico y sus isémeros (3-cafeoilquinico y 4-cafeoilquinico), &cido cafeico (en muy bajas
concentraciones), y los isomeros dicafeolquinicos (DCQ): 4,5- DCQ; 3,5- DCQ y 3,4- DCQ. El
acido clorogénico y 3,5-DCQ, son reportados como los acidos fendlicos predominantes en los
tejidos de las raices (Padda, 2008 y 2011; Jung., 2011; Bellail, y col., 2012).
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Ayamurasaki). Tomado de Islam, Yoshimoto, y Yamakawa, 2003.

Figura 2 - 17. Principales compuestos fendlicos en tejidos de batata y su estructura molecular (cultivar
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3.1 Materiales de partida.

o Acido polilactico (PLA), de pesos moleculares (Mw): 22.484 y 18.267 g/mol,
sintetizado en el Laboratorio de Polimeros de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
por Condensacion directy, cuyo tamafo fue caracterizado por Cromatografia de exclusion
por tamafo (SEC).

o Acido polilactico (PLA) comercial, de alto peso moleclai A 90%, 10% D-LA,

Mn 200.000g/mol, en forma de pellets, provisto por Shenzhen Bright China Industrial Co.,
Ltd. (Wuhan, China).

o Acetona p.a. (Merck, Alemania).

o Metanol p.a. (Merck, Alemania).

o Diclorometano p.a. (DORWIL, Argentina).

o Alcohol polivinilico (PVA), SIGMA ALDRICH, 99+% hidrolizado, Mw tipico:
89000- 98000.

o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (D913-2 SIGMA-ALDRICH).

. Acido clorogénico (SIGMA-ALDRICHI.

. Acido cafeico (SIGMA-ALDRICH.

o 1,5-dicafeoilquinico (SIGMA-ALDRICH

o Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido carboxilico (TROLOX) (SIGMA-
ALDRICH).

o Agua destilada

o Agua Milli-Q

3.2 Métodos.
3.2.1 Obtencion del Extracto de la piel de batata, variedad Arapey (ExPBA).

El extracto metandlico de la piel de batata (ExPBA), proviene de raices frescas
cosechadas en la zona de San Pedro. El protocolo para la obtencién del extracto fue
proporcionado por el INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria), Estaciéon
Experimental San Pedro (Area Poscosecha y Calidad de F y H).

Inicialmente las raices se limpian y lavan cuidadosamente, luego se separa la piel de

la pulpa, evitando que se adhieran restos de esta Ultima y posteriormente se lleva a un
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procesador manual para ser finamente picada. La piel obtenida es pesada (0,20 gramos de
piel por ml de solvente) y mezclada con metanol, luego se sumerge la mezcla en un bafio de
agua a 80 °C por 10 minutos para optimizar la extraccién. Se lleva a maceracién con
agitacion constante por 24 horas, en un ambiente refrigerado. Finalizado el tiempo se filtra
y se conserva en refrigeracion a 4 °C, en frasco opaco, protegiéndolo de la luz, tal como

indica la Figura 3 - 1.

Figura 3 - 1. Batatas cosechadas y extracto de la piel obtenido.

3.2.2 Obtencién de Nanoparticulas de Acido polilactico (PLA).

3.2.2.1 Sintesis de nanoparticulas.

Las nanoparticulas de PLA, fueron preparadas utilizando el método de
emulsificacion evaporacion del solvente, siguiendo un protocolo similar al presentado por

Roussaki, y col, 2014, con algunas modificaciones.

Para establecer parametros Optimos que permitan obtener nanoparticulas de tamafio
y morfologia adecuada, se modificaron variables como: tiempo de centrifugado y peso
molecular del PLA (ver Tabla 3 ).1
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Tabla 3 - 1.
Parametros para la optimizacién en la obtencién de nanoparticulas sin cargaemédian

método de emulsifica@in-evaporacion.

Parametros Protocolo 1  Protocolo 2 Protocolo 3
Tiempo de centrifugado (minutos) 20 40 20
Peso molecular ( g/mol) 24.484 24.484 18.267

En este método tal como se detallé en Introduccidn seccidn 2.3.4, existen dos fases:
la fase organica (FO), constituida por el polimero y la fase acuosa (FA) en la cual se

encuentra el PVA.

El PLA, fue disuelto en concentraciones de 10 mg de polimero/mililitro de solvente
(acetona). El PVA fue disuelto en concentraciones de 1% (w/v) en agua destilada y llevado
a 60°C hasta su completa disolucion. Posteriormente se inyectd la FO en la FA y se
mantuvo en agitacion por 15 minutos. Luego se llevo &stmaket (INNOVA 4000,
Midland, ON, Canada) a 150 rpm durante toda la noche, para la evaporacion del solvente.
Las nanoparticulas formadas se recuperaron por centrifugacion (BECKMAN J2-21M/E,
California, USA). Se realiz6 una centrifugacion inicial a 5000 rpm por 5 minutos,a 5°C
para remover particulas agregadas. El sobrenadante resultante fue recuperado por
centrifugaciones a una temperatura déd,0a velocidad y tiempo variable, dependiendo
del ensayo. Los pellets de las nanoparticulas, se lavan con agua Mili-Q para éisninar
residuos de solvente y surfactante y son re suspendidos en 5 ml de agua y almacenados
4 °C, protegidos de la luz, para luego realizar las caracterizaciones correspondientes. El

método se esquematiza en la Figura 3 - 2 A.

3.2.2.2 Encapsulacion del extracto de piel de batata en nanoparticulas de PLA.

La encapsulaciéon del extracto metandlico de la piel de batata (ExPBA), se realiza
siguiendo, un procedimiento, tal como se indica en la Figura 3 - 2 B. En este caso se mezcla
el extracto dependiendo el porcentaje a encapsular (masa de extracto por masa de polimero
usado, w/w), con el polimero, constituyendo ambos la FO, para posteriormente ser

inyectada en la solucion acuosa de PVA 1% (w/v).
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Solucion organica de PLA
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A. OBTENCION DE
NANOPARTICULAS
(NPs) SIN CARGA.

Homogenizacion por

agitacion magnética. Lavado de NPs para )

remocion de residuos I\I;'Ps ob:lemdas
itacio trifug de surfactante y observadas por
::fln::::.(: e phe solventes microscopia
| S
Solucion organica de
PLA {Extractal(FO)
A?;;h";gfnm Solucién acuosa d
o cafeico / T
4 5-di-cafeoilquinico 2, Al PVA (surfactante) (FA)
— 3,5-di-cafeoilquinico N

B. OBTENCI_ON DE 3 4-di-cafeoilquinico
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Figura 3 - 2. Proceso de obtencion de Nanoparticulas con carga y sin carga mediante ebeh@tde emulsificacion- evaporacion.
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3.2.3 Obtencién de Films.

La matriz de los films fue elaborada utilizando un PLA comercial de alto peso
(200.000 g/mol), y purificado por coprecipitacion utilizando diclorometano (D§M)

metanol como solventes.

La preparacion de los films se realiz6 disolviendo el PLA de alto peso molecular en
diclorometano 1 g en inl, luego se agrega las NPs cargadas con el extracto (previamente
sonicadas) en solucion acuosa, se agita y se vierte en placas. Se deja evaporar el solvente
por 24 horas a temperatura ambiente y luego son llevados a la estufa al vacio a 50 °C,

durante 24 horas.

Se prepararon dos tipos de films para observar diferencias entre ellos:
e film de PLA
¢ film de PLA con NPs cargadas con el ExPBA, tomando el ensayo que presento la

mejor eficiencia de encapsulacion E.E (%).

Tabla3-2

Componentes utilizados en la elaboracién de films de PLA.

Componentes.
Film PLA (9) DCM (ml) NPs (ul)
PLA 1 7 -
PLA con NPs cargadas 1 7 300

3.2.4 Caracterizaciones.
3.2.4.1Caracterizacion del extracto.
Para la caracterizacion del ExPBA, se realizaron los siguientes andlisis:
¢ Identificacién y cuantificacion de acidos fendlicos individuales.

Los acidos fendlicos presentes en la piel de la batata fueron aislados, identificados y
cuantificados mediante cromatografia liquida de alta resolucién-fase reversa (RP-HPLC),
siguiendo un protocolo descripto por el INTA. El analisis se realiz6 en un equipo Agilent
Serie 1200, con detector UV-vis. La columna utilizada fue una ZORBAX Eclipse XDB-



C18 (Agilent Tecnologies), 4,6 mm, 250 mm, didmetro de particula 5 pm. Se filtra el
extracto en un filtro de membrana de 0,45 um y luego con ayuda de una jeringa se carga

el equipo 20 pl de la muestra. Se trabajé con una velocidad de flujo de @jnutdg

(min.), y la separacion de los compuestos presentes en el extracto se llevd a cabo durante
aproximadamente 2%nin. El extracto se eluyéo usando una fase movil Agua: (A)
Acetonitrilo (B). El perfil de elucién fue en gradiente, solvente B: 20% de 0 a 10 min., 20%

a 30% de 10 a 20 min., 30% a 50% de 20 a 30 min.

La deteccion e identificacion de los picos se realizé con un detector UV a 320 nm,
comparando los tiempos de retencién del acido clorogénico y cafeico, con los de sus
respectivos estandares. Para el caso de los isdmeros dicafeoilquinicos (3,4-DCQ); 3,5-DCQ
y 4,5-DCQ), se utilizé el estandar 1,5-dicafeoilquinico, y se nombraron de acuerdo al orden
de elucion reportado en otras bibliografias que aplicaron condiciones cromatogréaficas
similares a las realizadas en este trabajo, Padda, (2006); Jung., y otros (2011).

Mediante curvas de calibraciobn se cuantifico los distintos acidos fendlicos
expresandolos en pg de acido por ml de solucién, para el acido clorogénico y cafeico se
utilizaron sus respectivos estandares, y para los isdmeros dicafeoilquinicos el estandar 1,5-
dicafeoilquinico. Se prepararon soluciones madre de los estandares en metanol: 1mg/ml
para el acido clorogénico y cafeico y de 100 pgpata el 1,5-dicafeoilquinico,
posteriormente se realizaron diluciones y el rango de concentracién de las mismas fue de 1
a 100 ugml para los acidos 1,5-dicafeoilquinico y cafeico y de 3 a@p®dl para el acido

clorogénico.

Cada una de estas disoluciones se inyecta en el cromatografo en las mismas
condiciones descriptas anteriormente para la identificacion de los acidos fenolicos en el

extracto.

e Andlisis térmico.

El analisis térmico hace referencia a técnicas que basadas en procesos programados
de temperatura en atmosferas controladas, analizan la evolucion de las propiedades fisicas o

mecanicas de una sustancia o de sus productos de reaccion.
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El andlisis térmico del EXPBA se realizé con dos técnicas: termogravimetria (TGA)

y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se realizaron dos repeticiones de cada analisis.
Andlisis Termogravimeérico (TGA).

El analisis termogravimétrico, (del acrénimo inglés TGA, Thermal Gravimetric
Analysis), se basa en el registro de forma continua de la masa de una muestra (pérdida o
ganancia de peso debido a la descomposicion, oxidacion o deshidratacion), en funcién del
aumento de la temperatura normalmente en forma lineal con el tiempo, o en funcién del
tiempo a temperatura constante, en una atmdsfera controlada o bien en presencia de un gas
reactivo. Los equipos convencionales empleados en termogravimetria constan
principalmente de: una termobalanza, horno, sistema de gas de purga y procesador de datos
(Skoog, Leary, y Galcer, 2001; UAM, 2008).

Para el analisis de las propiedades térmicas del extracto se utilizé un analizador
termogravimétrico simultaneo/térmico diferencial (equipo Shimadzu, TGA/DTA DTG-60,
Kyoto, Japon), ver Figura 3 - 3.

Previo al andlisis, el extracto fue evaporado, hasta obtener una masa soélida. Se
colocaron A + 0,2 mg, de la muestra en crisoles de aluminio de 40 ul, para luego ser
calentada en el rango de temperatura de 30 °C a 400 °C a una velocidétCdeidQ en
una atmosfera deJ\ton un flujo de 30 ml/mirEl procesamiento de los datos se realiz6
con el program®riginPro8 y las curvas de TGA obtenidas, permitieron la evaluacién de

las propiedades térmicas del extracto.

Figura 3 - 3. Equipo Shimadzu, TGA/DTA DTG-60 Kyoto, Japon.

43



Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DCS, Differential Scanning
Calorimetry), mide los cambios de energia que experimenta una muestra con la
temperatura. Durante el analisis (a temperatura programada), el calor fluye tanto a la
muestra como a la referencia interna, originando diferencias de flujo de calor entre ambas.
Todos los cambios fisicos y quimicos producidos, originan transiciones endotérmicas y
exotérmicas, haciendo posible determinar con esta técnica las temperaturas a las que se
produce un cambio de estado, un cambio estructural o un proceso degradativo, asi como
determinar la magnitud energética de este cambio.

Se procedid a realizar el analisis del extracto en un equipo DSC Q20 TA
Instruments, (Ver Figura 3 J4con sistema de enfriamiento (RCS90). Se colocaron 2,0 £
0,2mg de la muestra en una pastilla de aluminio, se sella herméticamente y se coloca en el
equipo. Se programa la temperatura llevando la muestra desde la temperatura ambiente
hasta los 130 °C a una velocidad de calentamamti® T/min., con un flujo de nitrégeno

de 50 mimin. El procesamiento de los datos se realiz6 con el progaigaPro8.

Figura 3 - 4. Calorimetro Diferencial de Barrido Equipo DSC Q20 TA Instruments.

e Determinacion de la Capacidad antioxidante (CA).

Los métodos desarrollados para determinar la actividad antioxidante de un producto,
se basan en la capacidad de un compuesto para captar radicales libres ya sea en fase acuosa

o lipidica (Chaves, Maiocchi, Sgroppo, y Avanza, 2002). El radical 2,2-difenil-1-picril-
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hidracilo (DPPH), es un radical de nitrégeno orgéanico y estable, el cual en su forma libre
posee una absorcion en el UV-visible a 517 nm. Cuando este radical se encuentra disuelto
en un solvente organico adquiere una coloracion violeta intensa y luego si es reducido por
accion de un compuesto antioxidante se convierte en amarillo palido o incoloro, tal como

indica la Figura 3 - 5.

Y donk-2plcrbidrazho radical o) 1dfenil-2:picrilhidrazil (no radica)
R Amaril

Figura 3 - 5. A. Estructura del DPPH, antes y después de la reaccion con el antioxidante. B.
Disminucioén del color violeta del DPPH, luego de reaccionar con el ExPBA a diferentes
concentraciones.

El anadlisis de capacidad antioxidante (CA), se desarrollé siguiendo un protocolo
otorgado por el INTA, el cual consistié en preparar una solucion stock 0.1 mM de DPPH en
metanol p.a. La solucion se agita hasta que se encuentre completamente disuelta y se
almacena inmediatamente luego de preparada a 4 °C protegiéndola de la luz. Se tomaron
alicuotas de 2000 ul de solucién de DPPH y concentraciones variables de metanol y
extracto, agitdndose en timdrtex’ para un correcto mezclado. La capacidad de la muestra
para atrapar el radical DPPH, es evaluada por medio de la disminucion de la absorbancia,
leida en un espectrofotometro (JENWAY Modelo 6705) a 515lmago de 30min., de
iniciada la reaccion.

En consecuencia, el DPPH restante permite tener una estimacién del porcentaje de
inhibicién (% Inhibicién), de la muestra contra este radical libre y es calculado usando la
Ecuacion (3-1).
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ap s« = Abs.blanco-Abs .muestra
UpInhibicién = g x 100 (3-1)

donde:
Abs. blanco: es la absorbancia de la solucién de DPPH conteniendo metanol.

Abs. muestra: es la absorbancia de la solucion de DPPH, que contiene el extracto.

Los porcentajes de Inhibicion obtenidos se utilizaron para hacer una grafica (%
Inhibicién vs. concentracion del extracto). Mediante la ecuacion obtenida (y = 1,61x +
15,62), se calcul6 la concentracién inhibitoria al 50 %gfl(pardmetro que corresponde al
volumen de extracto utilizado para inhibir el 50% del radical DPPH. Este resultado se
compar6 con el antioxidante estandar 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido
carboxilico (TROLOX), el cual es un analogo de la vitamina E. EI protocolo utilizado para
el Trolox es similar al mencionado para el extracto. Los resultados obtenidos se expresaron
en mg de TROLOX/ml.

e Determinacion de Humedad.
Para la analizar el contenido de humedad se siguié el método AOAC 920.151. El
método se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de masa, de la muestra
desecada hasta masa constante a una temperatura determinada (70°C). El proceso puede

efectuarse a presion atmosférica o al vacio.

3.2.4.2 Caracterizacion de nanoparticulas de PLA y nanoparticulas de PLA

cargadas con el extracto.

La caracterizacion de las nanoparticulas tanto de su forma como de su tamafo, se

realizd por microscopia electrénica de barrido (SEM) y dispersion dindmica de luz (DLS)

e Microscopia electrénica de barrido (SEM).

El principio del sistema SEM consiste en focalizar sobre la superficie de una
muestra un haz de electrones acelerados de potencia modulada que viajan a través de un
cafdn de presion estrictamente controlada, y las mediciones son generalmente realizadas

bajo vacio. Este haz barre la muestra en una serie de lineas y redes, emitiendo una sefial (es
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funcién de la cantidad e intensidad de electrones que devuelve la muestra e incluye:
electrones secundarios, electrones retro dispersados, radiacion electro magnética, etc.), que
es detectada por lentes basadas en electroimanes, y posteriormente registrada en el
monitor. Para el caso de las nanoparticulas, esta técnica permite obtener informacién

directa sobre su tamario, distribucion del tamafio y morfologia.

Las imagenes fueron tomadas con un Microscopio electronico FE-SEM (Carl Zeiss
NTS- SUPRA 40), similar al de la Figura 3 - 6, del Centro de Microscopias Avanzadas
(CMA), Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Figura 3 - 6. Microscopio electrénico de Barrido. FE-SEM (Carl Zeiss NTS- SUPRA 40).

Una gota de la suspensién de nanoparticulas diluidas y sonicadas fue depositada
sobre una lamina de silice y luego llevada a una estufa al vacio por 24 hords. &30 °
proceso de secado debe ser cuidadosamente realizado, para evitar el encogimiento de las
nanoparticulas.

Las muestras de nanoparticulas son posteriormente recubiertas con una capa muy
fina de oro medianteésputtering” (pulverizacion catddica) por 20 segundos, para otorgarles
propiedades conductoras.

El softwarelmaged (NIH, USA), fue utilizado para el procesamiento y analisis de
las imdgenes SEM. Se determiné el tamafio de al menos 150 nanoparticulas por cada

ensayo Yy los datos obtenidos fueron procesados con el sofvigirePro8.
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e DLS (Dynamic Light Scattering)

La dispersion dinamica de luz (DLS), también conocida como dispersion de luz
cuasi-elastica (QELS), es una técnica no invasiva establecida para caracterizar el tamafio y
distribucion de tamafio de moléculas y particulas (suspendidas en un liquido) de las

regiones comprendidas entre los nandmetros hasta los micrones.

El constante movimiento browniano de las particulas, hace que la luz laser se
disperse en diferentes intensidades. Las fluctuaciones de la intensidad de luz son
inversamente proporcionales al coeficiente de difusion traslacional de las particulas (cuanto
mas grande es la particula, mas lento sera el movimiento browniano). Con el analisis de
estas fluctuaciones en la intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano v,

por lo tanto el tamafio de particula.

Como las particulas se encuentran dispersadas o disueltas en un liquido (proteinas,
polimeros, dispersiones coloidales, etc.), el contacto con el solvente permite que se forme
una capa eléctrica dipolar a su superficie, por ello el didmetro obtenido se lo refiere en
términos de hidrodinamico, medida que comprende a la particula hidratada y solvatada
(Fritsch, 2010). Por esta razon el valor obtenido por DLS, es superior al diametro que se

mide por SEM, tal como se observa en la Figura 3 - 7.

Radio

hidrodinamico

Figura 3 - 7. Diferencias en las mediciones de los tamafios medidos por SEM y DLS. Tomado de
Fritsch, 2010.

Las mediciones de dispersion dinamica de luz (DLS) fueron realizados con un

equipo Zetasizer Nano-ZS de MALVERN Instrumergs, la Facultad de Farmacia y
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Bioquimica, Universidad de Buenos Airéss soluciones acuosas de nanoparticulas (con
carga y sin cargajueron preparadas diluyendo 100 pl de la suspensidon de nano particulas
en 900 jide agua de ionizada, por triplicado a 25 +1y@Gn angulo de 173 °. La muestra
debe ser correctamente diluida, sonicada y no debe presentar aglomeraciones.

Para cada muestra se determino el didmetro hidrodinamico promedio de particula
(Z-Average) junto con la desviacion estandar. También se considerd la distribucion de
tamafios y el Indice de Polidispersidad (IP). El IP es una medida adimensional
proporcionada por el equipo tomando parametros como: indice de refraccion del disolvente
y la viscosidad. Se considera una escala de 0 a 1, los valores nmgaratican que la
distribucion es altamente polidispersa y la muestra puede no ser adecuada para ser medida

por DLS. Enla Tabla 3 - 3, se detallan los rangos IP con sus respectivas observaciones.

Tabla3-3
Valores para diferentes IP (indices de polidispersidad), con sus

respectivas observaciones.

Valores IP Observaciones

<0,05 Se dan normalmente con estandares de late
particulas hechas para ser monodisersa

<0,08 Muestras casi monodispersas. Normalmente el [
s6lo puede dar una distribucion monomodal del
de este rango

0,08a0,70 Rango medio del IP. Es el intervalo sobre el cual
algoritmos de distribucién mejor operan.

> 0,70 Indica una muy amplia distribucion de tamafos

particula

e Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion (E.E%) del extracto.

La Eficiencia de Encapsulacidiie.E%) es el porcentaje del compuesto atrapado en
las nanoparticulas relativo a la cantidad del componente usado. Es una determinacion
indirecta utilizada para cuantificar el compuesto no encapsulado que queda retenido en el

sobrenadante luego de recuperar las nanoparticulas. Esta cuantificacion puede ser realizada
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tanto por métodos cromatograficos como espectrofotométricos y se calcula con la siguiente

ecuacion:

Cantidad total de compuesto — compuesto no encapsulado

E E(08) = 100
(%) Cantidad total de compuesto * (3-2)

En nuestro estudio la E.E%, se estimé usando Espectrometria UV-vis
(Espectrofotometro  JENWAY 6705, UK). Para realizar la cuantificacion de los
componentes del extractd, @incipio se realizdé un espectro para determinar los picos de

absorcion maxima, los mismos que fueron observadas a 217 nm con un hombro a 250 nmy

a 328 nm con un hombro a 300 nm (Figura 3 - 8).

TV AN
N/

wf\y \

N \

200 250 300 350 400 450 500

Absorbancia

(3 nm)

Figura 3 - 8 Espectro de absorciorlJV-vis, del extracto metandlico de la piel de la batata (5mg/ml),
variedad Arapey.
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En base al espectro realizado, se establecid la absorbancia maxima a 328 nm, asi
como también se tomd en cuenta la bibliografia, la misma que indica que una absorbancia
a 328 nm puede ser expresada como la suma de las absorbancias de compuestos
dominantes derivados del acido hidroxicinamico (Oki, y col., 2002 y 2003).

Con el ExPBA se realiz6 una curva de calibracién preparando una solucion madre
de 8 mghl, y luego serealizaron diluciones sucesivas en pg/ml, y el rango de

concentracion de las mismas fue de 1 a 410 pg/ml.

Luego de ser recuperados los pellets de nanoparticulas, los sobrenadantes obtenidos,
se evaporaron a una temperatura de 60°C (al vacio), el sedimento obtenido es reconstituido
en metanol y se mantuvieron asi por un dia. Posteriormente fue filtrado y se midio la

absorbancia a 328 nm, para cuantificar la cantidad de antioxidantes no encapsulados.

Ensayos de Optimizacion de solventes en la encapsulacion de antioxidantes.

La carga de las nanoparticulas se realizo previa optimizacion de los solventes de la
fase organica. Se realizaron tres ensayos de optimizacion de solventes (EO), para evaluar si
el tipo de solvente utilizado influye sobre la eficiencia E.E%. Los EO, propuestos se

exponen en la Tabla 3 - 4.

Tabla3 -4

Parametros para la optimizacién de solventes en la obtencion de nanoparticulasacarrasés del método

emulsificacén-evaporacion.

Fase orgénica Fase acuosa
ENSAYO Polimero/solvente Extracto/solvente
EO 1 PLA/acetona Extracto metandlico seco/Agui PVA- Agua.

Extracto metandlico seco
EO 2 PLA/mezcla acetona agua PVA- Agua
/mezcla acetona ag(a1) '

EO 3 PLA/acetona Extracto metandlico PVA- Agua.

Luego de evaluada la E.E% de los tres ensayos realizados, se seleccioné al que

presento la eficiencia mas alta. Sobre este ensayo se realizaron nuevas modificaciones para
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determinar la influencia de otras variables, como: peso molecular, concentracion del
extracto, tiempo de centrifugado y velocidad de centrifugado.

Al llegar a la etapa final de recuperacidén de nanoparticulas, se determinaron técnicas para
eliminar remanentes de solvente (metanol y acetona), tales como lavado continuo con agua

deionizada y evaporacion de los pellets de nanoparticulas.

e Porcentaje de rendimiento en la produccion de nanoparticulas.

El porcentaje de rendimiento en la produccion de nanoparticulas fue realizado en
funcién de la masa de polimero (PLA) usada, previo pesado y secado de los pellets de
nanoparticulas. Este fue realizado tanto para las NPs sin carga, ecuacion (3 -3); como NPs

cargadas con el ExXPBA, ecuacion (3 -4).

Peso de las nanoparticulas obtenidas

Rendimient = 100
endimiento (w %) Peso total de polimero usado * (3 _ 3)

Peso de las nanoparticulas obtenidas 100
Peso total de extracto cargado en las NPs + Polimero * (3-4)

Rendimiento (w %) =

3.2.4.3 Caracterizacion de films.

La caracterizacion de los films se realiz6 por SEM. La observacion se realiza
fracturando el material por medios mecéanicos, tomando en cuenta la temperatura de
transicion vitrea (Tg). Si la Tg es menor que la temperatura ambiente, el material podra ser
fracturado en condiciones criogénicas, lo cual evita deformaciones del mismo. El
procedimiento realizado se cita a continuacion:

1. Recortar un area de film de 1 x 0,5 cm aproximadamente.

2. Llenar un recipiente térmico aislante con nitrdgeno liquido hasta que deje de

burbujear.

3. Se coloca el film dentro del nitrogeno. El punto en el que el nitrégeno deja de

burbujear es cuando el film alcanzo la temperatura de enfriamiento adecuada.

4. Se toman los extremos del film con pinzas y se espera hasta que el material se

fracture. Dejar secar las partes fracturadas a temperatura ambiente.
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Es importante poner atencion cual superficie es la de fractura a fin de realizar el

montaje correcto.
Los films son posteriormente recubiertos con una capa muy fina de oro mediante
“sputtering” (pulverizacion catddica) por 20 segundos, para otorgarles propiedades

conductoras.

3.2.5 Andlisis estadistico

Los valores presentados estan expresados como media + error estandar o desviacion
estandar, segun se indique de la media de tres repeticiones de cada uno de los ensayos,
Todos los andlisis estadisticos realizados en este estudio se efectuaron con el software
OriginPro8.
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4.1  Caracterizacion del extracto de piel de batata (variedad Arapey).

4.1.1 Identificacion y cuantificacion de acidos fendlicos individuales.

Como se enunci6 en la seccion de Materiales y métodos (3.2.4 Caracterizaciones),
la identificacion de los acidos fendlicos se realizé eluyendo las soluciones estandares y
comparando los tiempos de retencion de las mismas con los cinco (5) picos obtenidos, tal
como se observa en la Figura 4 - 1.

El pico uno se identificé como acido clorogénico (ACL) y el pico dos como &cido
cafeico. Los isomeros dicafeoilquinicos (pico tres: 4,5-DCQ, pico cuatro: 3,5-DCQ, pico
cinco: 3,4-DCQ, fueron nombrados de acuerdo al orden de elucién evidenciado en
investigaciones que utilizaron procedimientos cromatogréficos similares (Padday 2006
Jung, y otros, 20)1

ﬁ_J\ 2

Figura 4 - 1. Cromatrograma HPLC de la piel de la batata, variedad Arapey.

De las curvas de calibracion obtenidas, (Ver Figura 4 - 2.), se obtuvieron las

siguientes expresiones matematicas:

. Acido cafeico: y = 77,86x + 16,87
. Acido 1,5 dicafeoilquinico y = 39,88x - 55,18
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. Acido clorogénico: y = 33,70x - 69,01

Curvas de calibracion
10000

R*=0,9968
8000

K R*=0,9893
/ i
6000 -
R*= 0,99
4000 )(/ %/ 950 [ )
2000 ?/

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Area

Concentracion ug/ml

W Acidocafeico A Acidol,5-DCQ ®@Acido clorogénico

Figura 4 - 2 Curvas de calibracién para los acidos: cafeico y 1,5 dicafeoilquinico y clorogénico.

En la Tabla 4 -1, se muestra el contenido de los acidos fendlicos individuales
presentes en la piel, expresado enmlglos &cidos fendlicos predominantes fueron el
acido 3,5-DCQ vy clorogénico, mientras que el acido cafeico se encontr6 en muy baja
concentracién con respecto a los otros acidos. Esta mayor proporcion de los acidos 3,5-
DCQ y ACL en el tejido de batatas de piel morada, ya ha sido registrada para otras
variedades Reauregard, Evangeline, Golden Sweetc.), en diversas investigaciones
Padda y Picha, 2008ung, y otros, 2011.
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Tabla 4 - 1.

Contenido de acidos fenélicos presentes en el extracto de piel de batata (Variedsyl Arap

Acidos fendlicos pg/ml mg/Kg de peso fresco
Acido clorogénico 156,75 783,75
Acido cafeico 2,68 13,39
Acido 4,5-dicafeoilquinico. 117,77 188,84
Acido 3,5-dicafeoilquinico. 167,23 836,15
Acido 3,4-dicafeoilquinico. 59,38 296,92

La concentracion de acido clorogenico encontrado en la piel de batata, variedad
Arapey (783,75mg /Kg de peso fresco), es considerablemente superior al observado en
pulpa de otras variedades de esta raiz cuyo rango oscila entre: 117 - 467 mg de equivalentes
de &cido clorogénicf de peso fresco (Shahidi y Naczk, 2003). Este dato es sumamente
importante pues considerando que la piel de este cultivo generalmente representa un
residuo que no es aprovechado, el valor agregado del cual puede ser objeto resulta en un

interés econdmico para su comercializacion.

4.1.2 Estabilidad térmica.

Como se enunci6 en la seccién de Materiales y métodos, para la caracterizacion del
extracto se realizaron dos tipos de analisis térmicos (TGA y DSC), estos se efectuaron con
el objeto de analizar la estabilidad térmica de los compuestos antioxidantes presentes en el
extracto de la piel de la batata (ExPBAEener informacion sobre el rango de temperaturas

de degradacion del extracto.

A. Andlisis Termogravimétrico (TGA)

En la Figura 4 - 3., se presenta el termograma del extracto metanolico de la piel de
batata. En primera instancia se observa una primera fase comprendida entre k530
°C, con una pérdida de masa de 4,5 % que se corresponde a una pérdida de agua junto a la
de compuestos volatiles de bajo peso molecular (Padda M. S., e los 135°C

hasta aproximadamente los 170°C, se observa una pérdida de peso de 5,5%, atribuida a la
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degradacion de compuestos volatiles, lipidos polares, y pequefias moléculas acidas (Wang,
y otros, 2015). A temperaturas superiores las pérdidas son debidas a pirolisis de
compuestos como fibra insoluble: celulosa, hemicelulosa y lignina, (Wang, y otros, 2015).
El residuo es de aproximadamente un 43%.

Es importante reconocer que las primeras degradaciones comienzan a partir de los
135°C, lo que nos indica que a temperaturas mas bajas, el extracto es térmicamente
estable, siendo esto un parametro importante ya que nos da un rango seguro con el cual se
puede trabajar con los antioxidantes presentes en el mismo. Tomando en consideracion las
temperaturas utilizadas en el protocolo de encapsulacién, observamos que la técnica

utilizada no interfiere en las propiedades de los antioxidantes.
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Figura 4 - 3. Curva de descomposicion térmica del extracto metandlico de la piel de la batata

B. DSC (Calorimetria Diferencial de Barrido)

El termograma DSC obtenido para el extracto de batata se muestra en la Figura 4 -
4. Se evidencia la presencia de dos picos endotérmicos, correspondientes a la fusiéon de los

componentes de extracto, el primer pico aparece a una temperatura de aproximadamente
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109°C y el otro a 125°C, los mismos podrian corresponder principalmente a azicares como

fructosa (Padda M. S., 2006).

Los acidos fendlicos como: acido clorogénico, cafeico y los isémeros
dicafeoilquinicos presentan temperaturas de fusion entre 170°C hasta 220°C (Chao, y otros,
2012 y 2014). Debido a que la pérdida de masa es mayor al 10% en el rango de

temperatura de fusion de los acidos fendlicos, el ensayo DSC no se pudo efectuar hasta esa

temperatura.

-

Flujo de calor

T T T T T T T T T
40 60 80 100 120

Temperatura °C

Figura 4 - 4. Termograma de Calorimetria diferencial de barrido para el extracto de Ipiel de batata.

4.1.3 Determinacion de la Capacidad antioxidante (CA).

En laFigura 4 - 5, se observa actividad inhibitoria del extracto sobre el radical
DPPH. Los resultados muestran que la actividad antirradical del extracto se incrementa, con
el incremento de las concentraciones del extracto. Asi mismo se obtuvg el iIBismo
que correspondié a un volumen de 21,30 pl (1,42 mg/ml de extracto), que equivale a

476,96 mg de equivalentes TROLOX.
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Figura 4 - 5. Inhibicién del radical DPPH frente al extracto de piel de batata (Arapeygvaluado 30

minutos luego de la reaccién.

Con base a los resultados obtenidos, es importante resaltar que el extracto
proveniente de la piel de batata (el mismo que actualmente es un residuo 100%), nos provee
la misma accion de aproximadamente 500 mg de TROLOX cuyo costo en el mercado es de
aproximadamente 100 USD (d6lares americanos).

4.2  Sintesis de Nanoparticulas de Acido polilactico (PLA).

4.2.1 Caracterizacion de nanoparticulas.

Tal como se expresO en la seccidn de materiales métodos, las nanoparticulas de
PLA fueron elaboradas por el método Bmulsificacidn-evaporaciénCon el objeto de
optimizar el método de preparacion, se modificaron variables que puedan influir en la
morfologia y tamafo de la nanoparticula, para ello se realizaron tres sintesis distintas.

Las nanoparticulas (NPs) fueron caracterizadas por microscopia electronica de
barrido (SEM) y dispersion dinamica de luz (DLS). Un resumen de los parametros
evaluados para cada método (SEM y DLS), se muestra en la Tabla 4 - 2.

Las nanoparticulas (NPs) detotocolo 1 (tiempo de centrifugado 20 minutos y
peso molecular: 24.484 g/mol), muestran morfologias esféricas y superficie regular. Los

tamafios de las NPs en este lote son homogéneos y el diametro promedio evaluado
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mediante el analisis de las micrografias fue de: 73,76 nm (ver Figurad.-A&i mismo

se determinaron los tamarfios por DLS que alcanzaron un diametro hidrodinamico promedio
(Dr) de 121,50 nm, resultando superiores al encontrado por microscopia electronica de
barrido, esto debido a que en la técnica de DLS, las NPs se encuentran solvatadas. El indice

de polidispersidad (IP) es de 0,13 lo que nos indica que la poblacion fue monodispersa.

61



A. Protocolo 1(tiempo de centrifugado 20 minutos y peso molecular 24. 484 g/mol)
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B. Protocolo 2 (tiempo de centrifugado 40 minutos y peso molecular 24. 484 g/mol)
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C. Protocolo 3(tiempo de centrifugado 20 minutos y peso molecular 18.267 g/mol)

60

Media: 67,35 nm

Nuamero de NPs

60 80

200 m EHT= 300KV WD = ¢2mm Mag= S000KX  Signal A= InLens 100 m EHT= 300KV WD= 42mm Mag= 20000KX  SignalA= nLons [ Diimetro (nm)

Figura 4 - 6. Fotografias obtenidas por SEM (x 50 y 200), parada protocolo. A la derecha de cada fotografia se observa la distribucién de tamafio
derivada de las imagenes SEM.

Tabla 4 - 2.

Parametros obtenidos para la evaluacion de tres sintesis de nanoparticulas, realizadas par@optahmatodo Emulsificaén-evaporacion.

SEM DLS
Desviacion Error Didmetro Desviacion Indice de
Media estandar estandar hidrodinamico estandar Polidispersidad
Protocolo 1 73,76 12,67 1,03 121,50 43,39 0,13
Protocolo 2 81,10 23,38 1,91 119,00 38,38 0,10
Protocolo 3 67,35 15,33 1,25 183,53 84,96 0,21

Para SEM, se evalué: media, desviacién estandar y error estdndar y para DLS: dhiénoetiridmico, desviacion estandar e indice de polidispersidad.
Datos expresados en nanémetros (nm).
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Las nanoparticulas del Protocolo 2 (tiempo de centrifugado: 40 minutos, y peso
molecular: 24 484 g/mol) presentan morfologias heterogéneas (esféricas y poliédricas). Se
evidencia la presencia de otras faciones distintas a las NPs, tipo “hojuelas”, que son
atribuidas posiblemente al surfactante (PVA), que en este caso se encuentra asociado a la
mayoria de las NPs.

Este efecto se presenta a pesar de que el protocolo incluye varias centrifugaciones, y
tiene su explicacion probable en la temperatura utilizada. El uso de bajas temperaturas (5 a
10 °C), en el centrifugado es necesario para favorecer el precipitado de NPs. Sin embargo
el PVA precipita facilmente en ese mismo rango y al aumentar el tiempo de centrifugado se
favorece aun mas su precipitacion. El tamafio promedio por SEM es de 81,10. EI D
registrado por DLS es de 119 nmy el IP de 0,10, (ver Figura 4 - 6. B).

En el lote de nanoparticulas d&lotocolo 3(tiempo 20 minutos y peso molecular:
18.267 g/ma), se observa grandes aglomerados de NPs, rodeadas de un “manto” que cubre
la muestra en su totalidad. La presencia de surfactante es mayor que el encontrado en el
Protocolo 2 Inferimos que este efecto es mas pronunciado en este protocolo que en el
anterior, debido al uso de un PLA de menor peso molecular, y esto permite una mayor
afinidad con el PVA. Mientras mas pequefias son las cadenas poliméricas de PLA, la
probabilidad de interaccion con las moléculas de PVA aumenta, debido a que aumenta su
equilibrio hidrofébico/hidrofilico y por lo tanto sus propiedades de superficie estan mas
activas. Es por ello que la precipitacién se genera por asociacion entre ellas, formando ese
manto que se observa en las micrografias.

Los tamafos por SEM son de aproximadamente 67,35 + 15,33 (ver Figura 4 - 6., C);
mientras que el Pregistrado por DLS es de 183,53 y un IP de 0,21. Al realizar el andlisis
por DLS, se observo la formaciéon de un aglomerado alrededor de la zona de los 5 000 nm.

Realizadas estas observaciones, seleccionamos las condiciones experimentales
utilizadas en eProtocolo 1(tiempo de centrifugado 20 minutos y peso molecular: 24.484

g/mol), como idéneas para realizar la encapsulacion del ExPBA.
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4.2.2 Encapsulacion del extracto de piel batata en nanoparticulas de PLA.

La eficiencia de encapsulacion (E.E %) es un parametro que depende de las
interacciones polimere- EXPBA, asi como también da particion de la sustancia

encapsular entre la fase acuosa y la fase organica.

La E.E (%) del EXPBA, fue evaluada observando el efecto que tiene el sistema de
solventes de la fase organica, el peso molecular del PLA, la velocidad y tiempo de

centrifugacion y la concentracion del extracto.

La curva de calibracion obtenida con el ExPBA y utilizada para realizar la
cuantificacion, del componente no encapsulado se muestra en la Figura 4 - 7., de esta se
obtuvo la siguiente expresion matematiga 0,0042x + 0,0113. Con los datos obtenidos

se determino la E.E (%), utilizando la ecuacion:

Cantidad total de compuesto — compuesto no encapsulado

E.E(%) = - 100
(%) Cantidad total de compuesto *

2
A+
z =
1.5 R*=0,9996
= /
1=
=1 1 i
=
£ -
z /
-
0.5 //
0 o/
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentracion ug/ml

Figura 4 - 7. Curva de calibracion para el extracto metandlico de la piel de la batata.
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A. Ensayos de Optimizacion de solventes para la encapsulacion del EXPBA.

A partir del Protocolo 1 (tiempo de centrifugado 20 minutos y peso molecular
24.484 g/mol), se procedié a encapsular el extracto obtenido de la piel de la batata,
utilizando en la fase orgéanica tres distintos sistema de solventes (Ver Figura 4 - 8.). Los
sistemas se caracterizaron por SEM, DLS y se calculé la eficiencia de encapsulacion en

porcentaje (E.E %).

Fase acuosa
PVA (surfactante)

Fase organica -
EOx

Fase orgénica

Ensayo de

S Polimero/solvente ExPBA/solvente
Optimizacién (EOx)
EO 1 PLA/acetona ExPBA seco/Agua
ExXPBA seco/mezcla acetona
EO 2 PLA/mezcla acetona agua agua (3:1)
EO 3 PLA/acetona ExPBA

Figura 4 - 8. Sistemas de solventes utilizados para optimizacion de la fase organitdaeencapsulacién
del extracto de la piel de batata.

El EO 1 (ensayo de optimizacion) permiti6 obtener NPs de formas esféricas, (ver
Figura 4 - 9 A). Las NPs obtenidas en este lote presentan un tamano superior al obtenido

en los otros ensayos. El tamafio medio para este lote evaluado por SEM, es de

aproximadamente 137,22 nm.
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Figura 4 - 9. Fotografias obtenidas por SEM (x 50 y 200), parada protocolo. A la derecha de cada fotografia se observa la distribucién de tamafio
derivada de las imagenes SEM.

Tabla 4 - 3.

Paradmetros obtenidos para la evaluacion de tres sintesis de nanoparticulas, realizadasipacgopliehmétodo Emulsificamirevaporacion.

SEM DLS
Desviacion Error Diametro Desviacion indice de
Media estandar estandar hidrodinamico estandar Polidispersidad
EO 1 137,22 24,28 4,76 183,93 76,83 0,27
EO 2 15,53 431 0,35 586,00 194,35 0,11
EO 3 84,01 20,29 1,66 120,83 34,84 0,11

Para SEM, se evalu6: media, desviacion estandar y error estandar y para DLS: diéinoeliamico, desviacion estandar e indice de polidispersidad
Datos expresados en nanometros (nm).
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Los tamarfios por DLS alcanzaron upd2 aproximadamente 183,93 nm. El indice
de polidispersidad (IP) es de 0,27 lo que nos indica que la poblacion no fue homogénea
tendiendo a ser polidispersa, y esto se corrobora al observar la Figloa én la cual se
evidencia que para este ensayo también existe una poblacion importante de NPs en la zona
de los 300 nm. Asi también se da la formacién de un pico en la zona de los 5 um debida a

la presencia de aglomerados de surfactante residual (PVA). Para este ensayo se obtuvo una
E.E (%) de 79,74%.
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Figura 4 - 10. Distribuciones de tamafios de NPs (por intensidad), para los ensayos de optimizacion.

En el caso ddEO 2, las NPs presentaron morfologias esféricas y tamafios para SEM
entre aproximadamente 10 a 40 nm (Figura 4 - 9 B). El hecho de obtener NPs de tamafos
pequefios utilizando un sistema de solvente acetona - agua podria justificarse debido a que
la acetona al ser miscible en agua afecta el tamafio de gota del polimero en la fasg acuosa

por lo tanto, condte a un tamafo de particula mas pequeio.

Cuando se realiz6 la evaluacion por DLS, se observa la formacion de aglomerados
cuyos tamarfos son de aproximadamente 500 nm y un IP de 0,11. La formacion de estos

aglomerados en particulas de tamafio tan pequefios, se debe a que estas tienen una mayor
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areay por lo tanto mayor energia superficial. Para disminuir esta energia superficial crean

aglomeraciones (fuerzas de Van der Waals atractiva entre particulas) para ser mas estables.

Para este ensayo se observa que la E.E (%) es baja con respecto al anterior, (40,48
%). Esta baja eficiencia podria explicarse debido a la proporcion de solventes (relacion 3:1,
acetona - agua), utilizada para solubilizar los componentes de la fase orgénica. Si bien el
extracto es soluble en agua, no lo es totalmente en acetona, y por lo tanto los componentes
no solubles en esta Ultima migraron hacia la fase acuosa disminuyendo la cantidad atrapada

dentro de las Ns

El EO 3 presentd NPs con morfologias esféricas y superficie regular (Figura 4 - 9
C). El metanol presente en el extracto influyé positivamente evitando la formacion de
aglomerados, esto debido a la baja afinidad de este solvente con el PLA, permitiendo una
mejor organizacion de las cadenas del polimero. La viscosidad del metanol (0,59 cp. a 20
°C), podria también impedir la agregacion mediante la estabilizacién de las nanoparticulas
de manera mas eficiente (Peltonen, Koistinen, Karjala, Hékkinen, y Hirvonen, 2002). Los
tamafios en este lote son homogéneos y el didmetro promedio evaluado por SEM, es de:
84,01 nm. Los tamafos por DLS alcanzaron wydeéd 120,83 nm. El IP fue de 0,11 lo que
nos indica que la poblacién es monodispersa. La E.E (%), fue del 96,08 %, siendo la mas
representativa en relacién a los dos ensayos anteriores. Esta alta E.E%, nos sudiere que e
metanol al formar parte de la fase organica, podria prevenir la particion de los antioxidantes

hacia la fase acuosa.

En la Figura 4 - 11, se observa las diferentes E.E (%) obtenidas para cada EO, con

su respectiva desviacion estandar.
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Figura 4 - 11. Eficiencias de encapsulacién en porcentaje, obtenidas para diferentes ensayos.

Tabla 4 - 4.

Eficiencias de encapsulacion (%)

Ensayos E.E%
EO1 79,74+ 0,11
EO 2 40,48 £ 0,36
EO 3 96,08 + 0,04

Los valores reportados son el promedio + desviacién estandar de los resuitadm®os.

B. Ensayos sobre otras variables.

A partir del ensayo de optimizacién 3 (EO 3), el cual obtuvo una alta eficiencia de
encapsulacién, asi como, morfologias y tamafios homogéneos, se realizaron modificaciones
sobre otras variables, que puedan influir en la eficiencia de encapsulazsétambios
realizados se muestran en la Tabla 4 - 5.

Tabla 4 - 5.

Variables modificadas para evaluar la eficiencia de encapsulacién del ExPBA.

Concentracién Peso molecular PLA  Velocidad de  Tiempo de

del ExXPBA (g/mol) centrifugado  centrifugado
(%0) (rpm) (min.)
Ensayo 1 20 24.484 13.000 20
Ensayo 2 20 24.484 10.000 40
Ensayo 3 20 18.267 10.000 20
Ensayo 4 60 24.484 10.000 20
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o Ensayo 1: Aumento de la velocidad de centrifugacion.

En este lote en el cual se aumento la velocidad de centrifugacion de 10.000 rpm
hasta 13.000 rpm, se observo la presencia de bajas concentraciones de surfactante
rodeando las NPs, la morfologia de las mismas es esférica y si bien no se ven aglomeradas
se observa que se encuentran formando pares (ver FiguraA) - ERdiametro promedio
evaluado mediante el analisis de las micrografias fue de: 58,67 nm.

Asi mismo se determinaron los tamafios por DLS que alcanzarop de 297,33;
un IP de 0,36, lo que nos indica que la poblacion es mas polidispersa que en el caso del EO
3, estos tamafos son consistentes con la observacion anterior de formacion de pares. La E.E

(%) fue de 88,63 %, observando una disminucion significativa con respecto al EO 3.

o Ensayo 2: Aumento del tiempo de centrifugacion.

Se evidencia la presencia del surfactante (PVA) en grandes cantidades asociado a
las NPs (ver Figura 4 - 12 B). Si bien la presencia de metanol en el extracto, puede
favorecer que no se formen aglomerados, el aumento del tiempo (de 20 a 40 minutos) y las
bajas temperaturas (5 a 10 °C) de centrifugado, siguen favoreciendo la precipitacion del
PVA, tal como ocurri6é en la sintesis de nanoparticulas sin cargaPeatetolo 2(dénde
se aumento el tiempo a 40 minutos).

El tamafio promedio por SEM fue de 59,04 + 11,80. {Eidgistrado por DLS fue
de 124,27 nm y el IP de 0,20. La eficiencia de encapsulacién obtenida (92,25 +1,25), no se

vio afectada significativamente con el cambio de esta variable, en relacién al EO 3.
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A. Aumento de la velocidad de centrifugacion.

80
Media: 58,67 nm |
604
»
=
z
3
< 40
e
-
v
£
=
z
204
0=
/ 20 40 60 80 100
20mm - gHT= 300k WD= 43mm Mag= S000KX  SignalA=nlens [ Joomm - gr= 300Ky WD= 43mm Mag= 20000 KX SignalA=Inlers [ Didmetro (nm)
60+
Media: 59,04 nm
50
» 40
&
re
3
©
S 30
v
£
=
z
204
10
04
20 40 60 80 100 120

EHT = 300KV WD=37mm Mag= 20000KX  Signal A= InLens

Didmetro (nm)

73



" " T
C. Disminucion del peso molecular.
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Figura 4 - 12. Fotografias obtenidas por SEM (x 50 y 200), para cada protocola.la derecha de cada fotografia se observa la distribucién de tamafio
derivada de las imagenes SEM. Datos expresados en nandémetros (nm).
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Tabla 4 - 6.

Parametros obtenidos para las sintesis realizadasysduar la eficiencia de encapsulacién del ExXPBA
mediante el método Emulsificdecievaporacion.

SEM DLS

Desviacion  Error Diametro Desviacion Indice de

Media estandar  estandar hidrodinamico estandar Polidispersidad
Aumento de la velocidad 58,67 10,51 0,86 297,33 167,20 0,36
de centrifugacion
Aumento deltiempode 5904 1180 0,96 124,27 46,64 0,20
centrifugacion
Disminucion del peso g 59 13,17 1,08 145,33 88,72 0,37
molecular del PLA
Aumento de la
concentraciéndel extracto 106,97 21,71 2,17 169,53 45,91 0,07

Para SEM, se evalué: media, desviacion estandar y error estandar y para DLS: diéinoetiamico,
desviacion estandar e indice de polidispersidad. Datos expresados en nhar{@émgtros

o Ensayo 3: Disminucion del peso molecular.

En este lote de nanoparticulas, para el cual se disminuy6 el peso molecular del PLA
de 24.484g/mol a18.267 g/mol, se observan similares formaciones a las observadas en el
Protocolo 3es decir grandes aglomerados y alta presencia de surfactante rodeando las
nanoparticulas. Se sigue generando una mayor interaccion del PLA de menor peso
molecular con el PVA, tal como se evidencia en la Figura 4 - 12 C. Los tamafios por SEM
son de aproximadamente 58,01 + 13,17; mientras que, ekédistrado por DLS es de
145,33, con un IP de37 y una E.E (%) de 91,89 %.

o Ensayo 4: Aumento de la concentracion de ExPBA.

Las nanoparticulas de este ensayo, presentaron morfologias esféricas, no se observo
la presencia de aglomerados, ni restos de surfactante (ver Figura 4 - 12 D).

Los tamafios por SEM son de aproximadamente 106,69; mientras quge el D
registrado por DLS es de 169,53, con un IP de 0,07, lo cual nos indica una poblacion

monodispersa. El aumento de la concentracion del extracto podria influir en un aumento
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del diametro de la nanoparticula, tal como se registré en otras investigaciones utilizando la
misma técnica, Roussaki, y col., (2014). La E.E (%) fue de 91,41.

Se observa que cuando las NPs estan cargadas con el 20% y 60% del ExPBA y se
mantienen las variables de tiempo 20 minutos y peso molecular 24.484 g/mol, no se forman
agregados, por lo que inferimos que el aumento del tiempo, la disminucion del peso y esto
aunado a la bajas temperaturas utilizadas para la precipitacion de las nanopatrticulas,

tendrian una alta influencia en la formacion de agregados.

Eficiencia de Encapsulacion (%0)

98,00 -

96,00 -

94,00

91,41
92,00 -|

90,00 -

88,00 -

Porcentaje (%)

86,00 -

84,00 . y y y .
’ V:10.000 rpm V:13.000 rpm t: 40 minutos PM: 18.267 g/mol [ ] del ExPBA:
t:20 minutos 60%
PM: 24.484 g/mol
[1del ExPBA:
20%

Figura 4 - 13. Eficiencias de encapsulacién (%), obtenidas para diferentes ensayos. El EO3 se
corresponde con los siguientes parametros: tiempo 20 minutos, velocidad de centrifugd@®o000 rpm,
peso molecular: 24.484 g/mol, concentracion del ExPBA 60%.

Tabla 4 - 7.

Eficiencias de encapsulacion (%).

Parametros E.E%

Aumento de la velocidad de

i . 88,63+ 1,10
centrifugacion
Aumento.del tlgrppo de 92,25 +1.25
centrifugacion
Disminucion del peso
molecular del PLA 91,89+0,91
Mayor concentracion de
extracto (60%) 91,41+1,55

Los valores reportados son el promedio + desviacion estandar de los resuitadmos.
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Conforme lo observado, las variables propuestas (aumento de tiempo y velocidad de
centrifugado, disminucién de peso molecular y aumento de la concentracion), no interfieren

en la eficiencia de encapsulacion.

4.2.3 Porcentaje de rendimiento.

Este porcentaje se calculo para las nanoparticulas obtenidas de:

o Protocolo 1,(NPs sin carga),

o Ensayo de optimizacién 3 (EO 3), (NPs cargadas con el 20% de ExPBA), y

o Ensayo en el que se aumentd la concentracion del extracto (NPs cargadas con el 60
% de ExPBA);

en los cuales se observo un predominio en la masa de nanoparticulas y una minima
masa de surfactante (PVA), acompaiando a las mismas. Los resultados obtenidos se

observan en la Tabla 4 - 8.

Tabla 4 - 8.

Rendimientos (%) obtenidos para tres diferentes ensayos

Ensayo Rendimiento %
Nanoparticulas sin carga 7,72+ 0,13

Nanoparticulas carga 20% de ExPBA 13,80+ 1,10

Nanoparticulas carga 60 % de ExPBA 20,00 + 0,44

Los valores reportados son el promedio + desviacién estandar de los resalftedatos.

Si bien los rendimientos obtenidos para NPs de PLA sin carga fueron bajos,
comparados con otras investigaciones que utilizaron técnicas similares (Maharana,
Mohanty, y Singh Negi, 2010Xin-yu, Chun-shan, y Ke-wen, 2003), las mismas que
obtuvieron rendimientos superiores al 20 %, podemos observar que el rendimiento se eleva

conforme se aumenta la concentracion del compuesto encapsulado.

77



4.2.4 Caracterizacion de Films.

La incorporacion efectiva de nanoparticulas cargadas con el ExXPBA en la matriz de
un PLA de alto peso molecular (200.000 g/mol), fue evaluada observando las superficies de

fractura por microscopia electrénica de barrido.

Para elaborar los films se utilizaron las NPs del ensayo de optimizacion 3 (EO 3), el

mismo que presto los siguientes parametros:

e Peso molecular del PLA: 24.484 g/mol

e Velocidad de centrifugado: 10.000 rpm

e Tiempo de centrifugado: 20 minutos.

e Tamafo: por SEM: 84,01 £+ 20,29 nm, y por DLS 120,83 + 34,84.

¢ Eficiencia de encapsulacion(%): 96,08 + 0,04

asi mismo, fueron elaborados films sin nanoparticulas para determinar diferencias

entre ellos.

Las micrografias obtenidas se muestran en la Figura 4 - 14. Se observa que
micrométricamente no existen diferencias en su estructura tanto para el film sin carga

Figura 4 - 14. A, como ellfn cargado Figura 4 - 14. B.

En la Figura 4 - 14. C, se presenta la superficie de fractura del film de PLAl|aa esca
nanomeétrica (50.00KX), se puede apreciar que la estructura es porosa (los poros se forman
a partir del proceso de vaporizacién del DCM durante el proceso de fabricacion), obsérvese
que la estructura del mismo difiere considerablemente con el film con NPs cargadas con el
ExXPBA (ver Figura 4 14. D), en el cual se observan las NPs con una morfologia esférica,

y presentan un tamafio inferior a 100 nm. Se observé que la distribucion fue homogénea,
aungue se detectd que en la zona de fractura las NPs tendieron a agruparse linealmente
(Figura 4 - 14. E).

También se pudo visualizar la compatibilidad entre el PLA comercial utilizado para

la matriz y el PLA sintetizado en el laboratorio con el cual se prepar6 las NPs, (Figura 4 -
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14. F), observandose que no hubo separacion de fases entre la matriz polimérica y las NPs

cargadas con el ExPBA.

10pmt EHT= 300KV WD= 37mm Mag= BO0X Signal A = InLens Apmt EHT= 300KV WD= 23mm Mag= 800X Signal A= InLens

200om EHT = 3.00kV WD = 22mm Mag= 5000KX  SignalA= inlens 200mm" ey 300k WD= 37 mm Mag= S000KX  SignalA=lntens [
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1pm*

EHT = 300kV WD = 22mm Mag= 1000KX  Signal A=InLens

EHT = 3.00kV WD = 3.7 mm Mag = 10000KX  Signal A= InLens

Figura 4 - 14. Estructura de la superficie de fractura del film de PLA sin carga y film con
nanoparticulas cargadas con ExPBA.
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Al finalizar este trabajo, concluimos:

La piel de batata (variedad Arapey) representa una excelente fuente de compuestos
bioactivos, los cuales gracias a su alta capacidad antioxidante pueden ser utilizados
como potentes agentes para la preservacion de alimentos.

Los compuestos antioxidantes del extracto de piel de batata, presentan una
estabilidad térmica hasta aproximadamente los 130°C, razon por la cual puede ser
perfectamente utilizado en técnicas de encapsulacion que no excedan esta
temperatura.

Asi mismo gracias a la estabilidad térmica de extracto de la piel de batata, es posible
Su uso en procesos industriales que no excedan estas temperaturas.

Generalmente la piel de la batata no es consumida, y es un recurso presente en
forma abundante en la zona y el cual actualmente no es aprovechado
industrialmente, es evidente que a partir de ella podria realizarse una extraccion y
aislamiento de acido fendlicos los cuales se encuentran en altas concentraciones. Es
preciso recalcar que estos acidos en el comercio presentan un valor econémico
elevado, tal es el caso de &cido clorogénico cuyo costo para 250 mg es de
aproximadamente 91,00 USD (délares americanos).

Utilizando un PLA de bajo peso molecular sintetizado en el laboratorio fue posible
la obtencibn de nanoparticulas de tamafios Optimos para encapsulacion de
compuestos bioactivos, lo cual es interesante pues puede ser utilizado como
“nanocarriei para farmacos de uso vivo, los cuales deben poseer tamafios
inferiores a 200 nm, y una distribucion de tamafio estrecha para cruzar las barreras
endoteliales.

Los tamafios de NPs oscilaron entre 15 a 140 nm al realizar la medicién por
microscopia electronica de barrido y entre 120 a 586 nm para mediciones por DLS
y los indices de polidispersidad indicaron que se obtuvieron poblaciones
homogéneas.

Los resultados obtenidos muestran que los cambios en la composicién de los
solventes de la fase organica influyen significativamente no solo en la eficiencia de

encapsulacion sino en la morfologia y tamafo de las nanoparticulas.
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El método de emulsificacién evaporacion permitié una correcta carga del extracto
de la piel de batata variedad Arapey en nanoparticulas de acido polilactico de bajo
peso molecular, permitiendo obtener altas eficiencias de encapsulacion.

En la sintesis de nanoparticulas sin carga, parametros como tiempo de centrifugado
y peso molecular tienen un efecto importante en el proceso, afectando su morfologia
asi como una mayor formacién de agregados. Sin embargo la eficiencia de
encapsulacion no es afectada mayormente al realizar cambios sobre estos
parametros.

Gracias a la compatibilidad observada entre el PLA comercial utilizado para la
matriz y el PLA sintetizado en el laboratorio con el cual se prepard las NPs, es
viable la formulacidbn de materiales compuestos de acido polilactico con las

nanoparticulas previamente cargadas con antioxidantes.
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