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INTRODUCCION

El acido linoleico conjugado (CLA) es un acido graso bioactivo, provee beneficios a la
salud mas alla de su aporte nutricional basico (Hur y col., 2007). Sin embargo, su
utilizacion en alimentos es limitada debido a que es susceptible al deterioro,
especialmente la oxidacion, conllevando a la pérdida de la bioactividad de interés y la
aparicion de moléculas no deseadas. Una aproximacion para lograr alimentos lacteos
enriquecidos en este compuesto bioactivo sin los defectos asociados a su deterioro seria
la adicién de CLA protegido por encapsulamiento, uno de los métodos novedosos es el de
los liposomas. Las estructuras liposomales son bicapas fosfolipidicas que favorecen la
solubilidad y biodisponibilidad de los componentes liposolubles; ademas, son muy
susceptibles al tipo y concentracion de fosfolipidos, naturaleza del compuesto a
encapsular, método de preparacion, presencia de colesterol, lipidos iénicos, etc. (Sekhon,
2010). El objetivo del presente trabajo fue estudiar dos tipos de formulaciones liposomales
en las que se modifico la proporcion de fosfolipido: CLA. Para ello, las suspensiones se
caracterizaron en tamafio, eficiencia de incorporacion de CLA y fluidez de membrana a los
3y 30 dias de almacenamiento.

METODOLOGIA
Preparacién de liposomas

Los liposomas se prepararon segun la técnica de inyeccion etandlica (Wagner y col.,
2006). Para ello, se utilizaron fosfolipidos de soja PC (Phospholipon 90 G, Lipoid, Suiza) y
acido linoleico conjugado CLA (isémeros 9c, 11t y 10t, 12c, BASF, Alemania) en dos
proporciones (PC : CLA) diferentes (formulaciones A y B, informacion protegida). Ademas,
se incluyeron controles sin CLA para cada formulacion. Las suspensiones liposomales se
conservaron a 4°C y se analizaron a los 3 y 30 dias de almacenamiento.

Distribucién de tamafio

Se determind la distribucién de tamafio registrandose el indice de polidispersién (PDI) y
se identific6 su valor medio utilizando un equipo DLS (modelo Bl 200, Brookhaven,
Inglaterra). El analisis se realiz6 por triplicado, a 25°C y a un angulo de deteccion de 90°.
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Eficiencia de encapsulacion de CLA. CromatografiaG ~ aseosa.

Una alicuota de las formulaciones se microfiltr6 en tubos falcon (Amicon, Millipore,
Estados Unidos, peso molecular de corte: 10 KDa) por centrifugacion (4000 g durante 45
minutos a 20°C). Los liposomas con CLA permanecieron en la fraccién retenida y el
sobrenadante con CLA no incorporado a los liposomas en el permeado. El contenido de
CLA se determiné en suspension original (3 dias, Csyspensisn) Y €n fraccion retenida
(Cretenido) POr cromatografia gaseosa, calculando la eficiencia de encapsulacién como
muestra la ecuacion 1 :

EE% = -0y 100 (1)
C suspensiéon
Los acidos grasos se derivatizaron a ésteres metilicos (FAME) mediante la adaptacion de
la técnica de esterificacion acida in situ de acuerdo al trabajo de Park y Goins (1994); la
cuantificacion se realizé por el método del estandar interno. Se utilizé un cromatégrafo de
gases (Perkin Elmer, serie 9000, Estados Unidos) utilizando una columna capilar HP-
INNOWAX (60 m x 0.25 um x 0.25 mm) (Agilent J&W, Estados Unidos).

Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electréon  ica (EPR)

El estudio de la fluidez de las membranas liposomales se llevd a cabo mediante la
incorporacién de los marcadores de espin 5-doxil acido estearico y 16-doxil estearico (5-
SASL y 16-SASL, Sigma, Estados Unidos). El primero, censa la parte externa de la
membrana y el segundo, se ubica en la parte media de la membrana. Las suspensiones
de liposomas se marcaron a una relacién molar marcador/lipido del 1%. Los espectros de
resonancia paramagnética electronica fueron registrados a la temperatura de 25°C y
frecuencia de banda X en un espectrémetro Bruker EMX-Plus con control de temperatura
por circulacién de nitrdgeno. Para ambos marcadores se calcul6 el parametro de orden S
y para 16-SASL se calculé ademas el tiempo de correlacién Tc. (Pincelli y col., 2000).

Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de variancia (ANOVA) para detectar diferencias significativas entre
las formulaciones y controles analizados y para determinar la influencia del tiempo. Las
medias se compararon por el test de Tukey. Se utiliz6 el programa SPSS (10v SPSS Inc.,
Estados Unidos).

RESULTADOS y DISCUSION

Al inicio del almacenamiento, la eficiencia de encapsulacion de CLA para las dos
formulaciones estudiadas fue similar y superior al 80%, el cual no tuvo cambios
significativos durante el almacenamiento (Tabla 1). Segln nuestro conocimiento, no
existen datos publicados de CLA encapsulado en liposomas, pero valores similares se
reportaron para la encapsulacion de aceites omega-3 por Sahari y col. (2016).

En cuanto a la distribuciéon de tamafio, se observaron poblaciones Unicas con una PDI que
se mantuvo con valores inferiores a 0.26 en todos los casos (Tabla 1) sin cambios
significativos durante el tiempo y entre las formulaciones (p>0.05), excepto para la



formulacion B, cuyo PDI se increment6 con el tiempo (p<0.05). Estos resultados indicarian
una distribucién de tamafio estrecha y relativamente homogénea (Ghorbanzade y col.
2017). Respecto al tamafio medio, se observé que tanto a los 3 como a 30 dias la
formulacion B presenté mayor valor. En todos los casos los valores fueron menores a 300
nm. En este sentido, se conoce que el tamafio es un parametro susceptible a cambios de
formulacion (Mozafari y col. 2008).

Por otro lado, el andlisis por EPR arrojé diferencias notables entre las formulaciones
(Figura 1). Cabe aclarar que para este andlisis los controles se agruparon, ya que
presentaban un Unico componente de membrana (PC).

Tabla 1: Eficiencia de encapsulacion, tamafio e indice de polidispersion de las
formulaciones liposomales estudiadas.

Tiempo Controles A Controles B Formulacion A Formulacion B
(dias)
Eficiencia de 3 - - 81.5* + 0.4 83" +6
encapsulacion 30 N N 931 23 71 111
Tamafio (nm) 3 203" +1 153" + 6 198" + 16 272 +13
30 186" + 8 149"* + 6 197" + 16 252" + 15
Indice de 3 0.18% +0.007 | 0.16”+0.04 | 0.146* +0.007 | 0.144*® +0.006
Fsg?)lsriersmn 30 0.25%+0.04 | 0.19%+0.05 0.17**+0.03 0.210** + 0.006

ab Superindices distintos indican diferencias significativas entre columnas (p<0.05).
AB superindices distintos indican diferencias significativas entre las filas (p<0.05).
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Respecto al parametro de orden S calculado a partir del marcador 5-SASL, se observé
gue para ambos tiempos de maduracion las formulaciones con CLA presentaron menores
valores que los controles (p<0.05). En cuanto al tiempo de maduracién, no se observo
una influencia significativa del mismo para cada tipo de formulaciéon (p>0.05). Estos
resultados indicaron que el CLA desordend la bicapa fosfolipidica en la regién externa,
cercana a las cabezas polares, lo cual otorga mayor fluidez en esa zona. Por el contrario,
cuando se analiz6 el marcador 16-SASL se observé que la formulaciéon B presentaba
mayor parametro S a ambos tiempos de maduracién (p<0.05). El efecto también se reflejo
en tiempo de correlacion, el cual fue significativamente superior en la formulacion B
respecto a la formulacién A y los controles a ambos tiempos de maduracién (p<0.05).
Estos resultados muestran que en la formulacién B la capa media de la membrana se
rigidizé, presentando menor fluidez. Estudios similares en liposomas con CLA no se
encuentran en bibliografia, pero estos resultados se encuentran en concordancia con
otros autores que establecen que variaciones en la composicion de las membranas
fosfolipidicas influyen sobre la fluidez de las vesiculas (Mendanha y Alonso, 2015).

CONCLUSIONES

Se obtuvieron suspensiones liposomales portadoras de CLA, con distribuciones de
tamafo estrechas, valores de tamafio medios menores a 300 nm y con distintas
caracteristicas de membrana. Las formulaciones presentaron mayor desorden en la
region externa incrementando su fluidez, pero en una de ellas la region interna se
presentd el efecto contrario: mayor orden y menor fluidez. Estos resultados son
promisorios ya que podrian tener implicancias en la digestibilidad de los acidos grasos y
en las propiedades fisicas de los alimentos.
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