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Resumen

RESUMEN

En los dltimos afios, la investigacién en ciencia y tecnologia de los alimentos ha cobrado
gran relevancia, especialmente en el desarrollo de alimentos funcionales sensorialmente
atractivos. En este contexto, los aceites esenciales (AEs) se destacan por sus multiples propiedades
bioldgicas, como actividad antioxidante, antimicrobiana, entre otras. Si bien su incorporacién en
matrices alimenticias es viable debido a su reconocimiento como sustancias seguras (GRAS), su
aplicacion directa presenta desafios debido a su elevada hidrofobicidad, volatilidad y
susceptibilidad al deterioro oxidativo y fotoquimico. Para superar estas limitaciones, se han
estudiado diferentes sistemas de encapsulacion, destacidndose los sistemas micelares (SMs) como
una opcién prometedora, ya que son estructuras coloidales termodindmicamente estables, de
tamafo nanométrico, que pueden incorporarse en alimentos sin alterar sus propiedades

fisicoquimicas.

El objetivo de la presente tesis fue desarrollar una tecnologia de encapsulacion de AEs
derivados de especias culinarias, especificamente de Origanum vulgare (AEO) y Thymus vulgaris
(AET), basada en SMs. Se compararon dos métodos de obtenciéon de SMs. El primero (SMs-1),
implicé un proceso de autoensamblaje, mientras que el segundo (SMs-2), una operacion de
titulacion de una emulsion en una solucidn de tensioactivo. Se utilizaron Tween 80 y etanol como
tensioactivo y cosurfactante, respectivamente. Se determiné la cinética de solubilizacién y la
concentracion de saturacion (Csa) de los AEs, junto con el tamafio de particula (medido por
dispersion de luz dinamica - DLS), eficiencia de encapsulacion (EE) y estabilidad durante 30 dias
como parametros de control. Ademas, se analizo la morfologia de los SMs mediante microscopia
de fuerza atomica (AFM) y microscopia electrénica de transmisiéon (TEM). Por tltimo, se evalud
la estabilidad fisicoquimica, la actividad antioxidante, antimicrobiana y la digestion
gastrointestinal in vitro de los SMs-2. La actividad antioxidante se evalué por los métodos ABTS
y poder reductor, y la actividad antimicrobiana frente a Candida spp. mediante la determinacion

de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracién Fungicida Minima (CFM).

Los resultados mostraron que la solubilizacion de los AEs en los SMs fue rdpida (inferior
a 50 s), con valores de Csa de 0,17 y 0,21 % (p/p) para SMs-2 con AEO y AET, respectivamente.

Los SMs-2 exhibieron mayor estabilidad coloidal, mayor EE y tamafos de particulas mds
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pequefios y homogéneos en comparacidn con los SMs-1. Ademds, mantuvieron o aumentaron su
EE durante el almacenamiento. Las micrografias AFM y TEM confirmaron la morfologia
redondeada y heterogénea de los SMs-1 y la morfologia més pequefia, homogénea y esférica de
los SMs-2. Los SMs-2 fueron estables frente a la temperatura, fuerza idnica, pH, centrifugacién y
dilucion acuosa. Ademads, mostraron una elevada actividad de captacion del radical ABTS™ y poder
reductor. Los SMs-2 inhibieron todas las cepas de Candida evaluadas, con menores valores de
CIM y CEFM para los SMs-2 con AEO. Posteriormente, al aplicar una digestion gastrointestinal
simulada, los SMs-2 protegieron en menor medida al AET de las condiciones gastrointestinales,
sin embargo, permitieron la solubilizacién del AEO y AET posiblemente formando micelas mixtas
con los componentes del fluido intestinal simulado como las sales biliares. Ademds, pudo
observarse que los AEs encapsulados en SMs-2 mostraron una actividad antioxidante considerable
luego de la digestion gastrointestinal. Como conclusion, el método SMs-2 result6 eficaz para
producir nanotransportadores de AEs, con potencial para ser utilizados como nanoingredientes en

alimentos funcionales con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
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1.1. ACEITES ESENCIALES.

Los aceites esenciales (AEs) son sustancias naturales producidas por las plantas como una
compleja mezcla de metabolitos secundarios bioactivos tales como fenoles, monoterpenos y
sesquiterpenos. Se han identificado aproximadamente 3.000 AEs extraidos de diversas partes de
las plantas como flores, hojas, semillas, corteza, raices, etc., cuya composicion varia incluso en
aquellos extraidos de la misma especie vegetal, debido a diferencias en las épocas de recoleccion,

métodos de extraccion y condiciones ambientales (Coimbra y col., 2022).

Otro aspecto relevante de los AEs es que son reconocidos como seguros (GRAS) por la
FDA (Food and Drug Administration), por lo tanto, su incorporacion en matrices alimenticias no
conllevaria riesgos significativos en la salud de los consumidores (Yammine y col., 2022). No
obstante, su aplicacion presenta diversas limitaciones debido a su naturaleza lipofilica, elevada

volatilidad y susceptibilidad al deterioro oxidativo y fotoquimico.

Desde el punto de vista estructural, los componentes quimicos de los AEs se pueden
clasificar en cuatro grupos principales: terpenos, terpenoides, fenilpropanoides y otros compuestos

(Masyita y col., 2022).
» Terpenos

Los terpenos o isoprenoides presentan estructuras moleculares formadas por unidades de
isopreno que pueden reorganizarse en estructuras ciclicas. La diversidad estructural de los terpenos
estd determinada por el nlimero de unidades de isopreno. Los hemiterpenos estan formados por
una unidad de isopreno (C5), los monoterpenos por dos unidades (C10) y los sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40), por tres, cuatro, seis y ocho unidades de
isopreno, respectivamente. Algunos ejemplos comunes de terpenos presentes en los AEs son el

mirceno, 0-cimeno y a-pineno.
» Terpenoides

Los terpenoides son terpenos que contienen moléculas de oxigeno, que se forman mediante

modificaciones bioquimicas como la eliminacion o adicién de grupos metilo. Por lo tanto, pueden
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ser alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, epdxidos, cetonas y fenoles. Estos compuestos bioactivos
confieren a los AEs una amplia gama de actividades bioldgicas, tales como propiedades
anticancerigenas, antialérgicas, antimicrobianas y antioxidantes. Algunos ejemplos de terpenoides

incluyen el carvacrol, timol y acetato de linalilo.
»  Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides se sintetizan por la via del dcido shikimico y su estructura bésica
deriva del grupo fenol aromético de seis carbonos, unido a la cola de propeno de tres carbonos del
acido cindmico. Esta estructura presenta frecuentemente un doble enlace carbono-carbono y una
oxigenacion en la tercera, cuarta o quinta posicion. Algunos ejemplos de fenilpropanoides incluyen

el cinamaldehido, eugenol e isoeugenol.
»  Otros componentes

Los AEs contienen derivados de aminodcidos como alanina, isoleucina, leucina, valina y
metionina. Ademds, se pueden encontrar componentes como policétidos, lipidos y derivados de

azufre.

Entre el 90% y 95% de los componentes de los AEs son sustancias volatiles, como los
terpenos y terpenoides, que pueden perderse durante el procesamiento de los alimentos. Ademas,
estos compuestos son altamente sensibles a factores externos como el oxigeno, calor, luz e
irradiacion, lo que puede afectar su bioactividad. Por otro lado, muchos de los compuestos
bioactivos presentes en los AEs, como alcoholes orgénicos, dcidos grasos, éteres y cetonas, les
confieren una marcada hidrofobicidad, dificultando su incorporacion y distribucién homogénea en
alimentos de naturaleza acuosa (Deseta, 2022). Sortear estas limitaciones representa un desafio
para la aplicacion de los AEs en la industria alimenticia y ha impulsado el desarrollo de estrategias

de encapsulacién que permiten mejorar su estabilidad.
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1.1.1. Propiedades bioldgicas

Las propiedades bioldgicas de los AEs se atribuyen a la combinacién de compuestos
bioactivos que los constituyen (terpenos, terpenoides y fenilpropanoides). Entre ellas, destacan su

actividad antiftingica y antioxidante, las cuales se detallardn a continuacion.
1.1.1.1. Actividad antifingica

Los hongos representan una causa creciente de infecciones humanas agudas o crénicas
profundas, especialmente de infecciones recurrentes de mucosas, piel y ufas. Estas pueden
volverse graves en individuos debilitados o inmunodeprimidos (Reyes-Jurado y col., 2015).
Dentro de este grupo, Cdndida spp. es el principal agente causante de micosis a nivel mundial. Se
han 1dentificado alrededor de 200 especies de este género, siendo C. albicans la mas prevalente.
Sin embargo, en las ultimas décadas se ha observado un aumento significativo en la incidencia de
otras especies, como C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata (Jahagirdar y col.,

2018).

Estas levaduras suelen encontrarse como microorganismos comensales inofensivos en la
cavidad oral, piel y tractos gastrointestinal y urogenital de la mayoria de las personas. No obstante,
en determinadas circunstancias pueden volverse oportunistas y proliferar en exceso (Dadar y col.,
2018). Un ejemplo de esto es la colonizacion intestinal por Candida spp., favorecida por
desequilibrios en la microbiota intestinal debido al uso frecuente de antibidticos y dietas ricas en
carbohidratos, como la dieta occidental (Kumamoto y col., 2020). Este crecimiento excesivo puede
manifestarse con sintomas como distensién y dolor abdominal, flatulencias, nduseas, dispepsia,

fatiga, diarrea y estrefitmiento (Bhagatwala y Rao, 2019; Lacour y col., 2002).

Si bien el tratamiento farmacoldgico con polienos, pirimidinas, azoles y equinocandinas
suele ser eficaz para erradicar Candida spp., es importante considerar que estas levaduras forman
parte de la microbiota de la mayoria de los seres humanos. Por ello, prevenir su crecimiento
descontrolado y colonizacion resulta tan relevante como su tratamiento convencional (Jahagirdar
y col., 2018; Martins y col., 2014). Esto ha impulsado la investigacién en el desarrollo de alimentos
funcionales capaces de controlar y prevenir la proliferacion excesiva de Candida spp. a nivel

intestinal.
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1.1.1.1.1. Aceites esenciales de orégano y tomillo como antifiingicos

Numerosos reportes han demostrado la actividad antiftingica del aceite esencial de orégano
(AEO) y aceite esencial de tomillo (AET). Marlete y col. (2013) evidenciaron la capacidad
inhibitoria del AEO frente a C. albicans, C. lusitaniae, C. parapsilosis y C. krusei. De manera
similar, Nikoli¢ y col. (2014) evaluaron la actividad antimicrobiana del AET, encontrando una
notable actividad antifingica contra C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata. Ademads,
diversos estudios sugieren que tanto el AEO como el AET podrian constituir una alternativa a los
tratamientos antifiingicos convencionales, especialmente frente a cepas de Cdndida resistentes al

fluconazol (Alshaikh y Perveen, 2021; Pozzatti y col., 2008; Soares y col., 2015).

La actividad antifingica del AEO y AET es altamente variable, ya que factores como la
altitud y tipo de suelo, clima, momento de cosecha, métodos de extraccion, condiciones de
almacenamiento, entre otros, influyen en la composicion, calidad y cantidad de los compuestos

bioactivos presentes en los AEs (Marlete y col., 2013).

Se ha asociado la actividad antifungica del AEO y AET a la estructura quimica de sus
componentes mayoritarios, carvacrol y timol (Figura 1). Se sugiere que el anillo aromético y el
grupo hidroxilo (-OH) permiten la formacién de enlaces de hidrégeno con los sitios activos de las
enzimas microbianas. Sin embargo, se ha demostrado que estos compuestos no son los unicos
responsables de la actividad antifingica de los AEs (Marlete y col., 2013; Pradebon Brondani y
col., 2018).
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Figura 1. Estructura quimica de los compuestos carvacrol (izquierda) y timol (derecha) (Deseta,
2022).

Componentes minoritarios, como p-cimeno, y-terpineno, a-terpineol, 1,8-cineol y linalol,
también influyen en la actividad antifiingica de los AEs. Se ha comprobado que y-terpineno,
a-terpineol, 1,8-cineol y linalol poseen actividad antimicrobiana. Por el contrario, la presencia de
p-cimeno ejerce un efecto antagonista sobre el carvacrol y el timol, reduciendo su efectividad. Por
lo tanto, la actividad antiftingica de los AEs no solo depende de su composicidn, sino también de

la interaccidn entre sus componentes (Marlete y col., 2013).
1.1.1.1.2. Mecanismos de accion antifingica

Debido a la gran variedad de compuestos quimicos presentes en los AEs, su actividad
antimicrobiana no parece estar determinada por un tnico mecanismo de accién, sino por la
interacciéon de multiples componentes con distintas estructuras celulares (Reyes-Jurado y col.,

2019).

Los AEs pueden ejercer su accion antifiingica a nivel de la pared, membrana e interior

celular (Nazzaro y col., 2017).
» Mecanismos de accion antifingica a nivel de la pared y membrana celular

La pared celular fungica desempefia un papel importante en el crecimiento y viabilidad de
los hongos, y esta constituida principalmente por glucano, quitina y manano. Numerosos estudios
han demostrado que algunos AEs (e.g. AEs de anis, naranjo y comino) ejercen su actividad

antifingica inhibiendo la polimerizacién de la quitina, lo que afecta la maduracién de la pared
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celular e interfiere con la divisién y crecimiento celular. Este mecanismo ha sido observado para
hongos de los géneros Mucor y Aspergillus (Iscan y col., 2016; Sharma y Tripathi, 2008; Yutani
y col., 2011).

Por otro lado, los AEs también pueden actuar sobre la membrana celular, alterando su
permeabilidad y fluidez. El p-cimeno, carvacrol y timol, presentes en el AEO y AET, afectan la
biosintesis de ergosterol, un lipido esencial de la membrana celular de los hongos, similar al
colesterol en células animales (Figura 2). La reduccién o ausencia de ergosterol provoca
inestabilidad osmética y metabdlica, comprometiendo la reproduccion y viabilidad de la célula
fingica (Fani y Kohanteb, 2017). Este mecanismo ha sido observado en Candida spp. (Lima y
col., 2013; Nazzaro y col., 2017).
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Figura 2. Interaccién de p-cimeno, timol y carvacrol con esteroles de membrana (Lima y col.,

2013).
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» Mecanismos de accion antifiingica en el interior celular

Algunos AEs afectan la funcién mitocondrial al inhibir la accién de las deshidrogenasas
involucradas en la biosintesis de ATP, como la lactato, malato y succinato deshidrogenasa
(Nazzaro y col., 2017). La disfuncién mitocondrial induce la acumulacién de especies reactivas de

oxigeno (ROS), y un aumento excesivo de ROS, conduce a la inactivacién enzimadtica, disfuncién
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celular y, finalmente, muerte celular. Este mecanismo se observé para el AE de eneldo frente a C.

albicans (Y. Chen y col., 2013; Haque y col., 2016).

Otro mecanismo antifingico fue identificado para timol y eugenol (compuestos bioactivos
presentes en AEO, AET, AE de canela, entre otros.) frente a Candida spp. Estos compuestos fueron
capaces de inhibir la H*-ATPasa de la membrana plasmatica fingica. Esta enzima es fundamental
para mantener el gradiente electroquimico de protones, por lo tanto, influye en la absorcién de
nutrientes, regulacion del pH intracelular y crecimiento celular. Su inhibicién provoca

acidificacion, seguida de la muerte celular (Nazzaro y col., 2017).

Un estudio realizado por Ahmad y col. (2013) identificd otro mecanismo de accion del
timol y el carvacrol, relacionado con la inhibicién de la sobreexpresion de los genes de las bombas
de eflujo CDRI y MDRI en cepas de Candida resistentes al fluconazol. Se ha demostrado un efecto
antimicético sinérgico entre carvacrol, timol y fluconazol, donde los terpenoides inhibieron el
eflujo de farmacos en un 70-90%. Esto evidencia su potencial para bloquear las bombas

transportadoras de medicamentos y mejorar la eficacia del tratamiento antifiingico.
1.1.1.1.3. Evaluacion de la actividad antifiingica in vitro

Existen numerosos métodos para la evaluacién de la actividad antifingica in vitro. Los més
utilizados son los métodos de difusion en agar (disco de papel o pocillo) y los de dilucién (agar y
caldo). Estos ultimos permiten determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), definida
como la menor concentracién de compuesto capaz de inhibir el desarrollo microbiano (Freitas y

Cattelan, 2018).
» Dilucién en agar

Esta técnica consiste en preparar diferentes diluciones del compuesto a evaluar, las cuales
se mezclan con el medio de cultivo sélido y se distribuyen en placas de Petri. Posteriormente, se
inoculan los microorganismos de ensayo y se incuban bajo condiciones éptimas de temperatura y
tiempo. Las principales ventajas de este método son la posibilidad de evaluar multiples
microorganismos simultdneamente, la facil detecciéon de contaminacién y la compatibilidad con

medios de cultivo que contengan materiales opacos (Reyes-Jurado y col., 2015).
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» Dilucién en caldo o microdiluciéon

Los métodos de dilucion en caldo o microdilucién se llevan a cabo en tubos o microplacas
que contienen un medio de cultivo liquido (caldo) con concentraciones crecientes del compuesto
en estudio. A cada tubo o pocillo se le afiade un nimero definido de células microbianas viables.
Tras la incubacidn, se evalda el crecimiento microbiano mediante la presencia de turbidez o
sedimentacién (Reyes-Jurado y col., 2015). La principal desventaja del método de dilucién en
caldo es la gran cantidad de material, espacio fisico y medio de cultivo requerido. Por esta razon,
se ha desarrollado el método de microdilucién, una version a escala reducida de la dilucion en

caldo (Schumacher y col., 2018).
1.1.1.2. Actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que, en bajas concentraciones en comparacién con un
sustrato oxidable, tienen la capacidad de retardar o prevenir el dafio causado por la oxidacion, el
enranciamiento y la formacion de sabores desagradables en los alimentos. Ademds, han despertado
gran interés en el &mbito de la salud debido a su capacidad para proteger al organismo del dafio

inducido por especies reactivas de oxigeno, nitrégeno y cloro (Freitas y Cattelan, 2018).

La oxidacién es una reacciéon quimica que implica la transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Los radicales libres generados en estas reacciones inician una serie
de reacciones en cadena que provocan dafio celular. Los antioxidantes interrumpen estas
reacciones eliminando los radicales libres intermedios y oxiddndose ellos mismos, por lo que

suelen ser agentes reductores, como los tioles o polifenoles (Dontha, 2016).

El estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos es un proceso complejo caracterizado por un
desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la capacidad del organismo para eliminarlos
mediante antioxidantes enddgenos y exdgenos. Durante los procesos metabdlicos, se generan
ROS, como el peréxido de hidrégeno y el anién superéxido, que pueden inducir dafio celular. Un
exceso de ROS en el organismo se asocia con diversas patologias, incluyendo enfermedades
cardiovasculares y cancer. Para controlar estos efectos, los sistemas bioldgicos cuentan con

mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos capaces de inactivar las ROS.
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Los antioxidantes endégenos incluyen enzimas, como la superéxido dismutasa, catalasa,
glutatién peroxidasa, o compuestos no enzimdticos, como la bilirrubina y la albimina. Cuando un
organismo estd expuesto a una concentracion elevada de ROS, el sistema antioxidante endégeno
puede verse comprometido. Por lo tanto, para compensar este déficit, el organismo puede utilizar
antioxidantes exdgenos suministrados a través de alimentos, suplementos nutricionales o

productos farmacéuticos (Shalaby, 2019).
1.1.1.2.1. Clasificacién de los antioxidantes
En términos generales, los antioxidantes se clasifican en dos grupos (Dontha, 2016):

» Antioxidantes enzimaticos: son aquellos que actian descomponiendo y eliminando los
radicales libres. Estas enzimas convierten los radicales en peréxido de hidrogeno y
posteriormente en agua, en un proceso de varios pasos que requiere una serie de cofactores
de oligoelementos metdlicos como cobre, zinc, manganeso y hierro. Estos antioxidantes no
pueden administrarse por via oral, sino que deben ser sintetizados por el organismo.
Ejemplos incluyen la superoxido dismutasa, catalasa, selenoproteinas y glutation reductasa
y peroxidasa.

» Antioxidantes no enzimaticos: son aquellos que interrumpen las reacciones en cadena de
los radicales libres. Por ejemplo, la vitamina E detiene la propagacion de los radicales tras
solo cinco reacciones. Otros ejemplos son la vitamina C, los polifenoles vegetales,

carotenoides y glutation.
Segtn su solubilidad, los antioxidantes se clasifican en (Dontha, 2016):

» Antioxidantes hidrofilicos: son solubles en medio acuoso como la vitamina C, polifenoles
y glutation. Se encuentran en los fluidos corporales acuosos, como la sangre, y en el citosol
0 matriz citoplasmaética.

» Antioxidantes hidrofébicos: son insolubles en medio acuoso y se localizan principalmente
en las membranas celulares. Ejemplos incluyen las vitaminas E y A, los carotenoides y el

acido lipoico.
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Dado que los radicales libres pueden generarse tanto en el citosol como en las membranas
celulares, la célula requiere de antioxidantes hidrofilicos e hidrofébicos para garantizar una

proteccion efectiva.
Por dltimo, segtin su origen, los antioxidantes se clasifican en (Dontha, 2016):

» Antioxidantes sintéticos: la mayoria son compuestos de tipo fendlico. Los antioxidantes
sintéticos mas utilizados incluyen el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT)
y tertbutilhidroquinona (TBHQ). Sin embargo, estos compuestos son cada vez mas
cuestionados ya que estudios recientes han demostrado efectos citotdxicos, genotéxicos y
potencialmente cancerigenos (Al-Abdaly y col., 2021; Esazadeh y col., 2024).

» Antioxidantes naturales: son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas,
responsables de la actividad antioxidante de diversos alimentos. Algunos ejemplos
incluyen el acido ascorbico, a-tocoferol, dcidos fendlicos (como el dcido benzoico, dcido
trans-cindmico y 4cido hidroxicindmico), cumarinas, lignanos, estilbenos, flavonoides,

isoflavonoides, polimeros fendlicos y terpenoides.
1.1.1.2.2. Aceites esenciales de orégano y tomillo como antioxidantes

Numerosos estudios han demostrado la actividad antioxidante del AEO y AET, lo que
sugiere su potencial aplicacion como ingredientes funcionales en alimentos y productos
farmacéuticos, con el fin de promover la salud y prevenir enfermedades cronicas relacionadas con
el estrés oxidativo (Boskovic y col., 2019; Labiad y col., 2022; Sarikurkcu y col., 2015). El efecto
antioxidante de estos AEs se atribuye principalmente a sus compuestos mayoritarios, carvacrol y
timol, cuyos mecanismos de accion incluyen la captacion de radicales libres, quelacion de metales
de transicion que actiian como catalizadores en algunas reacciones de oxidacion, e inactivacion
del oxigeno singlete. Ambos compuestos pueden donar 4tomos de hidrégeno a los radicales libres,

convirtiéndolos en productos no radicales més estables (Freitas y Cattelan, 2018).

Ademais de los compuestos fendlicos, otros terpenoides presentes en menor proporcion en
los AEs también han mostrado actividad antioxidante. En particular, el y-terpineno y linalool,
presentes en el AEO y AET, actdan como antioxidantes mediante un mecanismo de co-oxidacién

que induce la terminacion de la cadena oxidativa. Sin embargo, su eficacia es inferior a la de los

11
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terpenoides fendlicos, por lo que se requieren concentraciones mas elevadas para ejercer su accion.
Asimismo, la relacién entre la concentracidn de estos compuestos y su actividad antioxidante no
es lineal, lo que limita su efecto a un pequefio rango de concentraciones. A pesar de estas
limitaciones, su presencia podria contribuir al efecto antioxidante global de los AEs,

complementando la accion de los compuestos fendlicos (Baschieri y col., 2017).

Por lo tanto, la combinacién de compuestos antioxidantes presentes en el AEO y el AET
los convierte en sustancias prometedoras para el desarrollo de alimentos funcionales con potencial
para reducir el estrés oxidativo en el organismo y contribuir al mantenimiento del equilibrio redox

en los sistemas bioldgicos (Freitas y Cattelan, 2018).
1.1.1.2.3. Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

En funcién de la reaccidon quimica que se produce entre los compuestos antioxidantes y los
radicales libres, los ensayos de capacidad antioxidante se clasifican en: ensayos basados en
reacciones de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en la transferencia

de un electrén (SET) (Figura 3).

En el mecanismo HAT, el radical libre extrae un dtomo de hidrégeno del antioxidante, lo
que genera un nuevo radical a partir del propio antioxidante. La facilidad con la que ocurre esta
reaccion depende de la entalpia de disociacion de enlace (BDE), un parametro clave para evaluar
la capacidad antioxidante. Cuanto menor sea la BDE del grupo donador de hidrogeno en el
antioxidante, mds facilmente se transferird el hidrégeno y, por lo tanto, més eficiente serd la

neutralizacion del radical libre. El método ABTS es un ejemplo de ensayo basado en HAT.

Por otro lado, el mecanismo SET, consiste en la transferencia de un solo electréon desde el
antioxidante (que actia como nucledfilo) hacia el radical libre, dando lugar a un radical intermedio,
que puede participar en diversas reacciones secundarias. En este proceso, el antioxidante pierde
un electrén y se convierte en un cation radical. El pardmetro mds relevante en este mecanismo es
el potencial de ionizacion (PI) del antioxidante: a menor PI, mas f4cil resulta la donacién de
electrones y, en consecuencia, mayor es su capacidad antioxidante. Un ejemplo de ensayo basado

en SET es el método de poder reductor (Liang y Kitts, 2014).

12
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A 9:-¢
Radical libre Antioxidante
Figura 3. Mecanismos de reaccion antioxidante basados en reacciones de transferencia de atomos
de hidrégeno (HAT) y transferencia de un electron (SET). IP: potencial de ionizacién. BDE:
entalpia de disociacién de enlace (Liang y Kitts, 2014).

Distinguir entre las reacciones HAT y SET suele ser complejo, ya que en la mayoria de los
casos ocurren de manera simultdnea. Por ello, para dilucidar la actividad antioxidante de un
compuesto, es fundamental realizar ensayos que consideren tanto mecanismos basados en HAT

como en SET (Aebisher y col., 2021).
» Meétodo ABTS

El ensayo ABTS utiliza un radical libre, generado por la oxidacion de la sal diaménica del
acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) con persulfato de potasio. El radical
ABTS" presenta un color azul-verde con una absorbancia (ABS) maxima a 734 nm y se decolora
cuando es reducido por un compuesto antioxidante. Esta decoloracion indica el grado de

eliminacion de radicales libres, expresado como porcentaje de inhibicion.

Ademds, la actividad antioxidante puede compararse con la del Trolox (4cido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), un andlogo hidrosoluble de la vitamina E. De

este modo, los resultados se expresan en términos de capacidad antioxidante equivalente a Trolox.
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El método ABTS tiene la ventaja de ser efectivo a diferentes pH y aplicable tanto a
compuestos hidrofilicos como lipofilicos. No obstante, su principal limitaciéon es la posible

interferencia de sustancias antioxidantes coloreadas (Liang y Kitts, 2014).
» Método Poder Reductor

Este método se basa en la reduccién del ion férrico (Fe**) a ferroso (Fe?*), en presencia de
antioxidantes. Las sustancias con potencial reductor (antioxidantes) reaccionan con el ferricianuro
potésico (Fe**), generando ferrocianuro potdsico (Fe*), el cual, a su vez, forma un complejo de
color azul intenso con cloruro férrico. La cantidad de complejo formado es directamente

proporcional al poder reductor de la muestra de ensayo (Dontha, 2016).

Ademas, la actividad antioxidante puede compararse con la del dcido ascdrbico. De este
modo, los resultados pueden expresarse como mg equivalentes a dcido ascérbico (EAA) mL™!

(Finos y col., 2024; Xiao y col., 2020).

El método poder reductor presenta la ventaja de ser eficaz para evaluar la capacidad
antioxidante de compuestos hidrofilicos y lipofilicos (Berker y col., 2012). No obstante, una de
sus principales limitaciones es que el resultado depende del tiempo de reaccién; por lo tanto, la

reaccion puede no haberse completado al momento de su detencién (Amorati y Valgimigli, 2015).

1.2. SISTEMAS MICELARES.

Como se mencioné en la seccion 1.1., la aplicacion directa de los AEs derivados de especias
culinarias en un producto alimenticio presenta diversas limitaciones asociadas a su naturaleza
lipofilica, elevada volatilidad y susceptibilidad al deterioro oxidativo y fotoquimico. En este
sentido, la encapsulacion de los AEs en nano o microestructuras constituye una estrategia eficaz
para mejorar su solubilidad acuosa, retencién en la matriz alimenticia y proteccion frente a factores

injuriantes.

Entre los distintos sistemas de encapsulacion disefiados para la solubilizacion, transporte y

proteccion de compuestos bioactivos, se destacan los sistemas micelares (SMs) como una

14



Introduccion

alternativa prometedora. Los SMs se definen como sistemas formados por agua, aceite y, por lo
menos un compuesto tensioactivo, que, bajo condiciones y concentraciones éptimas, producen una
solucion liquida simple, Opticamente isotrépica y termodindmicamente estable (McClements,

2012).

La concentracién de tensioactivo y aceite constituye un pardmetro fundamental en la
formacién de SMs, ya que influye directamente en la organizacién estructural del sistema. Como
se observa en la Figura 4, en funcién de dichas concentraciones, es posible obtener diversas
configuraciones, tales como micelas esféricas (A), micelas inversas (B), bicapas (C), estructuras
hexagonales (D), hexagonales inversas (E), cubicas micelares (F), cubicas inversas (G) y

bicontinuas (H) (Figura 4, Callender y col., 2017).

A elevadas fracciones acuosas, se favorece la formacion de micelas esféricas, estructuras
hexagonales y cubicas micelares. En condiciones de fracciones acuosas intermedias, pueden
desarrollarse bicapas o estructuras bicontinuas, segtn el balance hidrofilico-lipofilico (HLB) del
sistema. Por otro lado, a bajas fracciones acuosas, se promueve la formacion de micelas,

estructuras hexagonales y cubicas inversas (Callender y col., 2017).

Si bien el presente trabajo se centra especificamente en estructuras micelares, la mencién
de las demds estructuras permite comprender la diversidad morfoldgica potencial de estos sistemas
coloidales, y resalta la importancia de controlar la relacion tensioactivo/aceite y la concentracion

de dichos componentes para dirigir la formacion estructural deseada.
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Figura 4. Estructuras obtenidas segtin la concentracién de tensioactivo y aceite. A) Micela B)
Micela inversa C) Bicapas D) Estructura hexagonal E) Estructura hexagonal inversa F) Estructura
cubica micelar G) Estructura ctbica micelar inversa H) Estructura bicontinua (Silva y Pérfido,

2023).

Las micelas son particulas de tamafio pequefio y morfologia esférica donde las moléculas
de tensioactivo se organizan de manera que sus colas apolares se asocian entre si formando un
nucleo hidrofébico. Esta disposicion minimiza el darea de contacto termodindmicamente
desfavorable entre los grupos apolares y el agua. Por otro lado, los grupos de cabeza polares de los

tensioactivos se orientan hacia la fase acuosa circundante.

Las moléculas de aceite pueden incorporarse en el interior hidrofébico de la micela, ya sea
formando un nucleo separado o ubicdndose entre las colas de los tensioactivos (Figura 5). En caso
de que las moléculas de aceite presenten grupos polares, estas pueden integrarse en la micela de
manera que dichos grupos interactiien con las cabezas polares de los tensioactivos o se extiendan

parcialmente en la fase acuosa (McClements, 2012).
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Figura 5. Micelas de tensioactivo con moléculas de aceite incorporadas en su interior. Las
moléculas de aceite pueden ubicarse A) entre las colas apolares de los tensioactivos y/o B) en el

nucleo de la micela (McClements, 2012).

Los SMs presentan como ventajas su pequefio tamafio de particula (10-100 nm), su
obtencién mediante métodos sencillos y su capacidad para solubilizar y encapsular sustancias
hidrofébicas. Estas caracteristicas influyen directamente en su capacidad para mejorar la
biodisponibilidad y estabilidad de los compuestos bioactivos, asi como en su aplicabilidad en

diversas industrias, como la alimenticia, farmacéutica y cosmética.

Dado que los SMs son sistemas de naturaleza liquida, pueden atravesar el sistema digestivo
en un lapso de 20 a 30 min, mientras que los sistemas de encapsulacion sélidos pueden tardar hasta
3 horas. En consecuencia, los compuestos bioactivos en solucién estan expuestos durante menos
tiempo a degradaciones enziméticas, lo que favorece una mayor estabilidad en el tracto

gastrointestinal (Callender et al., 2017).

El tamafio de particula de los SMs oscila entre 10 y 100 nm de didmetro, lo que influye en
sus propiedades Opticas, estabilidad gravitacional y bioaccesibilidad. A medida que el radio de las
particulas disminuye por debajo de los 30 nm, las dispersiones coloidales tienden a volverse
translicidas o transparentes. Asimismo, su estabilidad frente a la separacién gravitacional
(cremado o sedimentacién) aumenta significativamente cuando el radio de las particulas es inferior
a 90 nm, ya que el movimiento browniano prevalece sobre las fuerzas gravitacionales. Ademads, el
pequefio tamafio de particula incrementa la relacién superficie/volumen disponible para la

absorcidn de los compuestos bioactivos, lo que mejora su bioaccesibilidad.
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Los SMs pueden formarse espontdneamente mediante la combinacion de aceite, agua y un
tensioactivo, sin necesidad de aplicar energia externa, ya que son sistemas termodindmicamente
estables. Sin embargo, en la prictica, a menudo se requiere de agitacién o calentamiento, para
superar barreras de energia cinética o limitaciones en el transporte de masa que podrian retrasar su
formacion (Figura 6). No obstante, la cantidad de energia requerida es significativamente menor
en comparacion con la empleada en la producciéon de emulsiones o nanoemulsiones, lo que
convierte a este sistema de encapsulacién en una alternativa eficiente y econdmicamente viable

(Callender y col., 2017; McClements, 2012).

AG*

Separacion de fases
termodinamicamente
inestable

AG

Sistema micelar
termodindmicamente
estable

Figura 6. Diagrama esquematico de la energia libre de los sistemas micelares en comparacién con
el estado de separacion de fases. Los sistemas micelares tienen una energia libre (AG) menor que
el estado de separacion de fases. Los dos estados estdn separados por una energia de activacion

AG* (McClements, 2012).
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1.2.1. Métodos de obtencion

Los métodos de obtencién de SMs pueden clasificarse, a grandes rasgos, en métodos de
alta y baja energia. Los primeros emplean dispositivos mecanicos, llamados homogeneizadores,
que generan fuerzas intensas para mezclar las fases de aceite y agua, favoreciendo la formacién de
particulas de pequefio tamafio. Entre estos dispositivos se incluyen los homogeneizadores de

valvula de alta presion, microfluidizadores y equipos de sonicacion.

Por otro lado, los métodos de baja energia se basan en la formacién espontidnea de
particulas pequefias en sistemas mixtos de tensioactivos, aceite y agua, cuando se modifican las
condiciones de la solucion o del entorno. Ejemplos de estos incluyen el método de inversion de

fase y la emulsificacion espontinea.

En el método de emulsificacion espontdnea, se genera una dispersion coloidal 6pticamente
transparente cuando una mezcla de tensioactivo y aceite se incorpora a una solucién acuosa bajo
agitacion suave. De manera similar, en el método de inversion de fase inducida por temperatura,
la dispersion coloidal se forma al calentar una mezcla de tensioactivo, aceite y agua hasta alcanzar
la temperatura de inversion de fase, seguido de un enfriamiento controlado con agitacién continua

(McClements, 2012).
1.2.2. Componentes

Los SMs estan constituidos por un tensioactivo, que puede estar acompanado o no de un

cosurfactante, una fase oleosa y una fase acuosa
1.2.2.1. Tensioactivos

Los tensioactivos, también conocidos como emulsionantes, compuestos anfifilicos o
surfactantes, desempefian un papel fundamental en la formacion de los SMs al reducir la tension
interfacial. Esta reduccion, sumada a las contribuciones entdlpicas derivadas de la disminucién de
las interacciones entre las colas hidrofébicas del tensioactivo y el disolvente polar, disminuye la

energia libre global del sistema, facilitando asi la formacion de los SMs.
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En estado diluido, los tensioactivos existen como mondmeros. Sin embargo, cuando se
alcanza una concentracién minima, denominada concentracion micelar critica (CMC), las

moléculas de tensioactivo se asocian espontidneamente para formar micelas.

El HLB permite cuantificar la contribucion relativa de las regiones hidrofilicas e
hidrofébicas de la molécula de tensioactivo. Generalmente, los tensioactivos con un HLB bajo
(3-8) favorecen la formacién de SMs agua en aceite, mientras que aquellos con un HLB alto (8-18)

promueven la formacion de SMs aceite en agua.

Los tensioactivos se clasifican en cuatro clases principales: no i6nicos, zwitteridnicos,
anionicos y cationicos. Los tensioactivos no i6nicos son ampliamente utilizados en la preparacion
de SMs debido a su baja toxicidad e irritabilidad. Particularmente, los SMs basados en polisorbatos

(serie Tween) suelen considerarse seguros y no irritantes (Flanagan y Singh, 2006).

Los tensioactivos no iénicos de la serie Tween son los més empleados en la industria
alimenticia y se caracterizan por la presencia de una cadena de polioxietileno hidrofilica y una
cadena de hidrocarburo hidrofébica en su estructura molecular. Dependiendo del nimero de
grupos polioxietileno, se clasifican en: Tween 20 (monolaurato de sorbitan polioxietilenado),
Tween 40 (monopalmitato de sorbitan polioxietilenado), Tween 60 (monoestearato de sorbitan

polioxietilenado) y Tween 80 (monooleato de sorbitan polioxietilenado) (Callender y col., 2017).

Las diferencias en la estructura molecular de estos tensioactivos influyen en su capacidad
para solubilizar aceites y formar distintos tipos de dispersiones coloidales (Ziani y col., 2012). En
este sentido, numerosos antecedentes proponen al Tween 80 (con un HLB = 15) como tensioactivo
para la produccion de SMs estables capaces de encapsular diversos AEs, como por ejemplo, AE
de limén (Rao y McClements, 2012), AEO (Sedaghat Doost et al., 2020), AET y AE de canela
(May col., 2016). Gracias a su bajo peso molecular, alta disponibilidad y baja toxicidad, el Tween
80 representa una excelente opcioén para la formulaciéon de SMs con potencial aplicacién en la

industria alimenticia.
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1.2.2.2. Cosurfactantes

La formacién de SMs también puede requerir la presencia de un cosurfactante, cuya
funcién es reducir ain mds la tension interfacial y aumentar la fluidez de la interfase, lo que
incrementa la entropia del sistema. Ademads, los cosurfactantes pueden modificar la curvatura de
la pelicula interfacial, al separar las cadenas hidrocarbonadas de tensioactivo, permitiendo asi una

mayor penetracion de aceite (Flanagan y Singh, 20006).

Entre los cosurfactantes mds utilizados para la formaciéon de SMs se encuentran los
alcoholes de cadena corta, como etanol, propanol, butanol y pentanol. Aunque el etanol es menos
eficaz que los demads, se destaca por ser un ingrediente seguro para su aplicacion en sistemas

biocompatibles (de Castro Santana y col., 2012).

Un estudio de Lieu y Dang (2021) demostré que la incorporacién de etanol como
cosurfactante favorece la formacién de SMs de Tween 80 y AE de canela. De manera similar,
Golwala y col. (2020) observaron que el uso de etanol como cosurfactante aument6 la cantidad de

aceite solubilizado por el SM.

En funcién de lo expuesto, el etanol se perfila como una alternativa viable para la obtencién

de SMs con potencial aplicacion en la industria alimenticia.
1.2.2.3. Fase oleosa

La fase oleosa de los SMs suele estar compuesta por triglicéridos de cadena media, AEs o
compuestos hidrofébicos de bajo peso molecular. Por ejemplo, se han desarrollado SMs utilizando
AE de clavo (He y col., 2016), AEs de mani y limén (Calligaris y col., 2019), curcumina
(Merenkova y col., 2022) y Miglyol 818 (Kalaitzaki y col., 2014).

La formacion de SMs con aceites de alto peso molecular, como los triglicéridos, resulta
mads compleja. Estos contienen 4cidos grasos de cadena larga y su tamafio voluminoso dificulta la
penetracion de la pelicula interfacial y la obtencién de una curvatura 6ptima para la estabilizacion

del sistema (Flanagan y Singh, 2006).
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La cantidad de aceite que puede incorporarse en las micelas de tensioactivo no solo
depende de las propiedades del aceite (como volumen molar, geometria y polaridad), sino también
de las caracteristicas del tensioactivo (como el HLB y su concentracién) y de las condiciones

ambientales (como temperatura, pH y fuerza idnica).

La capacidad maxima de solubilizacién de aceite en los SMs se expresa como
concentracion de saturacion (Csar) y representa los gramos de aceite solubilizado por el tensioactivo
bajo condiciones ambientales especificas. Si la cantidad total de aceite en el sistema es menor que
dicho valor, todas las moléculas de aceite serdn solubilizadas y se formaran los SMs. En cambio,
st la cantidad de aceite supera este limite, las micelas no podran solubilizarlo completamente, lo

que afectard la estabilidad del sistema (McClements, 2012).
1.2.3. Sistemas micelares que encapsulan aceites esenciales

Existen numerosos antecedentes sobre la encapsulacion de AEs y sus compuestos
bioactivos en SMs de Tween 80. He y col., (2016) desarrollaron SMs utilizando AE de clavo,
Tween 80 y etanol como fase oleosa, tensioactivo y cosurfactante, respectivamente. Estos SMs
demostraron una eficaz actividad antifingica contra Penicillium digitatum, un patégeno
postcosecha de naranjas. Ademds, observaron que los SMs fueron mds efectivos que los AEs en
su forma libre, debido a su pequefio tamafio, lo que favorecié la permeabilizacion de la membrana

celular.

Por su parte, Deng y col., (2015) formularon SMs de timol, Tween 80 y etanol, con una
elevada actividad antioxidante. Estos SMs fueron propuestos como una alternativa viable para la

incorporacion de timol en bebidas.

En un estudio reciente, Brandt y col., (2023) incorporaron SMs de AE de romero y Tween
80 en puré de tomate, evidenciando actividad antiftiingica contra los géneros Mucor, Aspergillus y
Penicillium, 1o que contribuyé a la conservacion del producto. Asimismo, se observé una marcada

actividad antioxidante.

Si bien se han desarrollado SMs con AEs, Tween 80 y etanol con actividad antiftingica y

antioxidante, hasta el momento no se han encontrado estudios sobre la actividad antiftingica de
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SMs de AEO y AET frente a Candida spp. Ademds, se desconoce su bioactividad tras ser

sometidos a un proceso de digestion gastrointestinal in vitro.

1.3. FUNDAMENTACION DEL TRABAJO

En la actualidad, existe un creciente interés en la investigacion en el &mbito de la ciencia y
tecnologia de los alimentos, dirigida al desarrollo de alimentos funcionales sensorialmente
atractivos. En este contexto, los AEs han adquirido relevancia debido a sus numerosas propiedades
bioldgicas entre las que se destacan las propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Coimbra y

col., 2022).

La incorporacion de AEs en una matriz alimenticia permitiria obtener alimentos seguros,
ya que se trata de sustancias reconocidas como GRAS por la FDA, y con destacadas propiedades
bioldgicas (Yammine y col., 2022). Sin embargo, la aplicacion directa de los AEs en un alimento
presenta una serie de limitaciones asociadas a su naturaleza lipofilica, elevada volatilidad y
susceptibilidad al deterioro oxidativo y fotoquimico. En este sentido, la encapsulacion de AEs en
nano o microestructuras constituye una estrategia promisoria para mejorar su solubilidad acuosa,
retencién en la matriz alimenticia y proteccion frente a factores injuriantes (Delshadi y col., 2020;

Yammine y col., 2022).

Dentro de las diferentes tecnologias de encapsulacion existentes, los SMs constituyen una
alternativa prometedora para la incorporaciéon de AEs en la formulacién de alimentos ya que, al
tratarse de sistemas coloidales termodindmicamente estables y de tamafio nanométrico (10-100
nm), no afectarian sustancialmente las propiedades fisicoquimicas de los mismos (e.g. actividad

de agua, color y textura) (Guo y col., 2020; Lesmes y McClements, 2009).

La evaluacién de la actividad antifingica frente a Candida spp. fue incorporada en este
trabajo con el objetivo de explorar el potencial de los SMs como herramientas funcionales para el
control del crecimiento fungico intestinal. Considerando que Candida puede proliferar bajo ciertas

condiciones generando desequilibrios en la microbiota, y que los AEs evaluados han demostrado
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actividad antifingica en estudios previos, resulta pertinente analizar si dicha bioactividad se

conserva, mejora o se ve afectada por el proceso de encapsulacion.

Desde esta perspectiva, la presente tesis de maestria abordard el estudio y desarrollo de
SMs capaces de encapsular AEs derivados de especias culinarias para su potencial incorporacién
como nanoingredientes en la formulacién de alimentos, brindando conocimientos relevantes para

el campo de la nanotecnologia aplicada a la industria alimenticia.
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Objetivos

2.1. OBJETIVO GENERAL

Reunir conocimientos bésicos y aplicados que permitan el desarrollo de una tecnologia de
encapsulacion de aceites esenciales (AEs) derivados de especias culinarias basada en sistemas
micelares (SMs), contribuyendo de esta manera al diseiio de alimentos funcionales con

propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En virtud de lo anteriormente expuesto, los objetivos especificos que se plantean son los

siguientes:

Objetivo 1.  Obtener SMs que encapsulen aceite esencial de Origanum vulgare (AEO) y

aceite esencial de Thymus vulgaris (AET).

Objetivo 2. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y la digestion gastrointestinal in vitro de los SMs bioactivos.
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3.1.

MATERIALES

Para los estudios desarrollados en la presente tesis de maestria se utilizaron los siguientes

materiales:

>

3.2.

3.2.1.

Aceites esenciales: aceite esencial de Origanum vulgare (AEQO) y aceite esencial de
Thymus vulgaris (AET) adquiridos de Sigma-Aldrich (Estados Unidos) y almacenados
seglin las recomendaciones del fabricante hasta el momento de ser utilizados.

El reactivo ABTS utilizado para la determinacion de actividad antioxidante se adquiri6 de
Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Persulfato de potasio, ferricianuro potdsico, 4cido
tricloroacético y cloruro férrico, se adquirieron de Biopack (Argentina).

Medio de cultivo: Caldo Dextrosa Sabouraud (SBD; Britania) suplementado con 1,5% de
agar. Luego de su preparacion, el medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a 121°C
durante 15 min.

Reactivos utilizados para la evaluacion de la digestion gastrointestinal in vitro: 4cido
3,5-dinitrosalicilico (D0550), &4cido ascorbico, pepsina de mucosa gdastrica porcina
(P7000), pancreatina de pdancreas porcino (P7545), extracto biliar porcino (B8631),
hemoglobina (H2500), clorhidrato de éster metilico de Na-p-tosil-L-arginina (TAME,
T4626) y coctel de inhibidores de proteasas (P2714). Los mismos fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

Reactivos analiticos adicionales como Tween 80, etanol absoluto, n-hexano, metanol y
cloruro de sodio, se adquirieron de Cicarelli o Biopack (Argentina). Todos ellos se

utilizaron y conservaron de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
METODOS
Ensayos preliminares

Se determiné la composicion del AEO y AET, y la CMC del Tween 80; informacién

fundamental para el disefio del sistema de encapsulacion y el estudio de las propiedades bioldgicas

de los AEs.
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3.2.1.1. Analisis de la composicion de los aceites esenciales

La composicion del AEO y AET se determiné por GC-FID/MS mediante un cromatégrafo
de gases Thermo Trace 1300 (Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.), equipado con un detector
de ionizacién de llama (FID) y un espectrometro de masas de la serie ISQ (Thermo Fisher
Scientific Inc., EE.UU.). La separacion se realizé con una columna capilar TR SMS (30 m x 0,25
mm de didmetro interno, espesor de pelicula de 0,25 mm). Las temperaturas del inyector y del
detector se fijaron en 300°C. La temperatura inicial fue de 40°C y se incrementd gradualmente
hasta 200°C a un ritmo de 5°C min’!, manteniéndose durante 20 min a 200°C. La velocidad lineal

del gas portador de helio fue de 1,5 mL min’!

a una relacion split de 100:1. Para el andlisis, se
inyecté una alicuota de muestra de 1,0 pL. La identificacion de los componentes se realizo
comparando los espectros de masas registrados con los estdndares de la biblioteca XCalibur del
software MS del NIST. Los andlisis cuantitativos se llevaron a cabo utilizando el pico del drea
normalizada, y cada componente se expresé como porcentaje de area. Por ultimo, se selecciono el

area del pico como sefial analitica para determinar el contenido relativo (CR, %) de los

componentes identificados.
3.2.1.2. Determinacion de la Concentracion Micelar Critica

La CMC de Tween 80 se determind mediante tensiometria de gota pendiente (Attension
Theta, Biolin Scientific, Helsinki, Finlandia) a una temperatura de ensayo de 25°C. Para ello, se
midid la tensién superficial (mN m™') sobre la interfase aire/agua de soluciones acuosas de Tween
80 preparadas a concentraciones crecientes (3.10“ - 0,1% p/p). Luego se graficaron los valores de
tension superficial obtenidos en funcidn del logaritmo natural (In) de la concentraciéon de Tween
80y, a partir de dicha gréfica, se obtuvo el valor de CMC mediante la interseccion de dos rectas
provenientes del ajuste de los datos experimentales al modelo de regresion lineal simple (Rehman

y col., 2017).
3.2.2. Obtencion de sistemas micelares que encapsulan aceites esenciales

Se evaluaron dos métodos de obtencion de SMs. El primero (SMs-1) se basé en un proceso
de autoensamblaje de baja energia mecdnica, mientras que el segundo (SMs-2) consistié en la

titulacion de una solucidén acuosa de tensioactivo con una emulsién madre de AE obtenida
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mediante un proceso de alta energia mecdnica. En ambos casos se utiliz6 Tween 80 como

tensioactivo, etanol como cosurfactante y AE (AEO y AET) como fase oleosa.
3.2.2.1. Método de autoensamblaje

Los sistemas SMs-1 se obtuvieron segin la metodologia descrita por Sedaghat Doost y
col., (2020) con algunas modificaciones. En este sentido, se afiadieron 0,4 g de AE disuelto en
etanol absoluto (50% p/p) a una soluciéon acuosa con cantidades variables de Tween 80
(0,01 - 0,20 g), obteniéndose relaciones Tween 80/AE (SOR) comprendidas entre 0,05 y 1,00
(p/p). A continuacidn, las mezclas se agitaron durante 30 s utilizando un voértex (Vortex MX-S
DLab, China) y se almacenaron a temperatura ambiente (25°C) (Figura 7). Los SMs-1 obtenidos

presentaron un valor de pH igual a 6,0.

AE/EtOH
50% (p/p) ittt a=a=am
_ :
Soluciones
dacuosas de

Almacenamiento a 25°C

Tween 80 \_}

Figura 7. Esquema de obtencién de SMs-1.

3.2.2.2. Método de titulacion

Para la obtencién de los sistemas SMs-2, inicialmente se formuld una emulsion madre con
AE (5,0% p/p), etanol absoluto (5,0% p/p) y Tween 80 (2,5% p/p), la cual se homogeniz6 a
15.000 rpm durante 5 min utilizando un agitador de alta velocidad (IKA dispersor digital ULTRA-
TURRAX T25, Alemania). Posteriormente, se titul6 una solucién acuosa de Tween 80 (1% p/p)

con alicuotas crecientes de emulsién madre para obtener SMs-2 con un rango de concentracién
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final de AE comprendido entre 0,0125 y 3% (p/p) (Figura 8, Rao y McClements, 2012). Los SMs-2

obtenidos presentaron un valor de pH igual a 6,0.

Concentraciones crecientes de AE

B
e

—
Emulsion
(Tween 80 +
AE/EtOH + Tween 80  SMs-2 SMs-2 + Gotas
Fase acuosa) 1% (p/p) de emulsion
5 -15000 rpm

Figura 8. Esquema de obtencién de SMs-2.

3.2.3. Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas, propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y de la digestion gastrointestinal in vitro de los SMs bioactivos

Los sistemas SMs-1 y SMs-2 se compararon en términos de tamafio de particula, eficiencia
de encapsulacion (EE) y morfologia, haciendo hincapié en la evaluacion de la estabilidad de los
SMs durante un periodo de almacenamiento de 30 dias. De acuerdo a los resultados que fueron
obtenidos durante el desarrollo de la presente tesis, se selecciond el sistema SMs-2 para ser
analizado en profundidad. En este contexto, se llevd a cabo una evaluacion exhaustiva de la
estabilidad de los sistemas SMs-2 cargados con AEO y AET frente a diferentes factores
fisicoquimicos y un estudio de sus propiedades antioxidantes y antifingicas. Ademads, se simuld
su digestion gastrointestinal con el objetivo de obtener informacién acerca de su estabilidad,

bioaccesibilidad y actividad antioxidante luego del proceso digestivo.
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3.2.3.1. Capacidad y cinética de solubilizacion

La Csa se determiné midiendo la ABS a 600 nm de los SMs-2 luego de 24 h de
almacenamiento a temperatura ambiente (25°C), utilizando un espectrofotémetro UV/VIS Jenway
7305 (UK). El valor de Csa se obtuvo de la interseccion de dos lineas rectas (derivadas del ajuste
de los datos experimentales al modelo de regresiéon lineal simple) correspondientes a
concentraciones relativamente bajas y altas de AE (Rao y McClements, 2012). Es importante
sefalar que esta medicidn no pudo realizarse para los sistemas SMs-1 debido a la observacion de
heterogeneidad de fases (separacion de fases, regiones turbias, translicidas y opacas). Ademds, se
determind la cinética de solubilizacién de los SMs-2 mediante mediciones de turbidez (600 nm)
en funcion del tiempo (300 s), inmediatamente después de que la solucion de Tween 80 (1% p/p)
sea titulada con alicuotas de la emulsiéon madre de AE (AEO y AET). Para ello, se utiliz6 un

espectrofotometro Lambda 20 UV/VIS (Perkin Elmer, Alemania).
3.2.3.2. Distribucion de tamaiio de particulas

El tamafio de particula de los SMs vacios y de los sistemas SMs-1 y SMs-2 cargados con
AE (AEO y AET) se determiné a 25°C utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). La distribucién de tamaiio de particulas (PSD) se obtuvo mediante
dispersion de luz dindmica (DLS) a 173° y 632,8 nm de longitud de onda. El didmetro
hidrodindmico (dn) de las particulas se registré a partir del pico de la curva de intensidad (%) en
funcién del didmetro (nm) (PSDi). También, se considerd la distribucion de tamafio de particulas
en funcién del volumen (PSDv). En el caso de los SMs-1, las muestras se tomaron de la regioén
del tubo que presentd una apariencia translucida. Ademads, fue necesario diluir los sistemas SMs-1
para minimizar los efectos de dispersion multiple que impiden una correcta determinacién de la
PSD (Kang y col., 2022). Para determinar la estabilidad coloidal de SMs-1 y SMs-2, se registraron

sus tamafos de particula a 1, 7, 14 y 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C).
3.2.3.3. Eficiencia de encapsulaciéon

Inicialmente, se determind la longitud de onda a la maxima ABS de AE (AEO y AET)
disueltos en n-hexano utilizando un espectrofotémetro UV/VIS (Lambda 20, Perkin Elmer), dando

como resultado 281 nm y 273 nm respectivamente. Posteriormente, se realizaron curvas estdndares
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(calibrado) de ABS en funcién de la concentracion de AE en n-hexano, en un intervalo

comprendido entre 3.10%y 9.10 % (p/p).

Para determinar la EE de los sistemas SMs-1, se midi6 tanto el AE libre como el AE total.
En este sentido, se tomaron 0,3 g de SMs-1 de la zona del tubo donde se observé una apariencia
transldcida, se disolvieron en 2 g de n-hexano y se agitaron durante 30 s utilizando un vortex.
Luego, para obtener la concentracion de AE libre, se midi6 la ABS de los sobrenadantes a 281 nm
para AEO y 273 nm para AET, utilizando un espectrofotometro Jenway 7305 (Reino Unido)
(Davila-Rodriguez y col., 2019). Para determinar el AE total, 0,02 g de los sistemas SMs-1 se
disolvieron en 2 g de metanol y se agitaron durante 10 s en voértex (Sun y col., 2018). A
continuacion, 0,3 g de esta solucion se diluyeron con 2 g de n-hexano y se agitaron durante 30 s
en vortex. Por dltimo, se recogieron los sobrenadantes y se midi6 la ABS a nivel de la longitud de

onda correspondiente para cada AE.
Para SMs-2 sélo se determiné el AE libre de la misma manera que para SMs-1.

La EE se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

Tag — Lag
o) = =8
donde: Tak es el AE total medido en SMs-1 o la concentracion tedrica de AE en SMs-2, y Lag es
el AE libre medido para SMs-1 y SMs-2. La EE se determiné a los dias 1, 7, 14 y 30 de

almacenamiento a temperatura ambiente (25°C).
3.2.3.4. Microscopia de fuerza atémica

Se analiz6 la morfologia y ultraestructura de los SMs vacios y de los sistemas SMs-1 y
SMs-2 cargados con AE (AEO y AET) mediante microscopia de fuerza atomica (AFM). Para ello,
alicuotas de cada sistema se adsorbieron sobre una superficie de mica (1 cm?) mediante un proceso
de secado en una cdmara de vacio a temperatura ambiente (25°C). La obtencién de imédgenes de
AFM se realizdo en modo “tapping” utilizando un microscopio Agilent 5400 (EE.UU.). Se
utilizaron cantilevers de AFM recubiertos de aluminio (OPUS, modelo: 160AC-NA), con las

siguientes especificaciones: longitud: 160 um; radio de la punta: <7 nm; ancho medio: 40 + 2 um;
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grosor: 4 £ 0,5 um; altura de la punta: 14 pm; constante de resorte: 26 N/m. La frecuencia de
oscilacion del cantilever se fij6 en 280 kHz, y las muestras se escanearon a 1 linea s, Se utilizé

el software Gwyddion 2.44 para el procesamiento de imagenes (Jalali-Jivan y col., 2020).
3.2.3.5. Microscopia electréonica de transmision

Ademas, la morfologia de los SMs-2 vacios y cargados con AE (AEO y AET) se examin6
mediante microscopia electrénica de transmisiéon (TEM - JEOL, JEM-2100 Plus, Jap6n) con un
voltaje de aceleracion de 100 kV. Para la obtencién de imdgenes TEM nitidas, la rejilla de cobre
junto con la muestra se tifié con una solucion de 4cido fosfotingstico al 2% v/v (Bergonzi y col.,

2014).
3.2.3.6. Estabilidad fisicoquimica

Dado que el objetivo de la presente tesis es desarrollar SMs capaces de encapsular AEs
para su potencial aplicacién como nanoingredientes funcionales en alimentos, resulté fundamental
evaluar su estabilidad frente a diferentes factores fisicoquimicos como temperatura, fuerza inica,

pH, dilucién acuosa y centrifugacion.

Todas las determinaciones de estabilidad se llevaron a cabo mediante mediciones de
tamano de particula (DLS - 173° y 632,8 nm) antes y después de someter los sistemas SMs-2
cargados con AEO (0,17% p/p) y AET (0,21% p/p), a diferentes tratamientos. La medicion del
tamafo de particula antes y después de los tratamientos permitiria detectar posibles cambios en la
estabilidad coloidal de los SMs-2, siendo un indicador sensible para evaluar su integridad
estructural frente a diferentes condiciones fisicoquimicas. Las concentraciones de AEO y AET
seleccionadas corresponden a los valores de Csa, €s decir, a la maxima concentracion de AE capaz

de ser solubilizada por los SMs-2.

En cuanto a la estabilidad frente a la temperatura, los sistemas SMs-2 se incubaron a 4, 50
y 80 °C durante 30 min (Sedaghat Doost y col., 2020). Respecto a la estabilidad frente a la fuerza
i6nica, los sistemas se mezclaron en partes iguales con soluciones de cloruro de sodio a diferentes
concentraciones (100, 300 y 500 mM) (Kang y col., 2022). La estabilidad frente a variaciones de
pH se evalu6 ajustando el pH de los sistemas a 3, 5, 7 y 9 utilizando HCl o NaOH 0,1 y 1 M

34



Materiales y Métodos

(Gaysinsky vy col., 2005). El efecto de la dilucién se estudi6 diluyendo los sistemas 1, 10 y 20
veces (v/v) con agua destilada (Sedaghat Doost y col.,, 2020). Finalmente, para evaluar la
estabilidad fisica, los sistemas se centrifugaron (HealForce, Nefuge 18R) a 1.000 y 3.000 rpm
durante 15 min (Mori Cortés y col., 2019).

3.2.3.7. Actividad antioxidante por el método ABTS

La actividad de captacion del radical ABTS* que poseen los SMs-2 vacios y cargados con
AEO (Csa 0,17% p/p) y AET (Csa 0,21% p/p) se evalué segiin el método reportado por Finos y
col. (2024), con algunas modificaciones. En primer lugar, se obtuvo el radical ABTS* afiadiendo
0,04 mL de persulfato potasico 70 mM a 10 mL de soluciéon ABTS 2 mM e incubando este reactivo
en oscuridad durante 16 h a temperatura ambiente (25°C). A continuacion, la solucién de radical
ABTS™ se diluyé con una solucién salina tampén fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,4) para ajustar su
ABS a 734 nm a un valor de 0,80 + 0,03. Para la determinacién de la actividad antioxidante, se
afiadieron 1,9 mL de solucién de radical ABTS™ a 0,1 mL de muestra y, tras 6 min de reaccion en
oscuridad a temperatura ambiente (25°C), se midié la ABS a 734 nm utilizando un
espectrofotometro (Jenway 7305, Reino Unido). Ademds, se realiz6 un control utilizando agua
destilada en lugar de muestra. Los valores de ABS medidos se interpolaron en una curva estandar
de Trolox de un rango de concentracién comprendido entre 0 y 0,15 mg mL™!, y la actividad de

captacién del radical ABTS™ se expresé como mg Trolox mL™".
3.2.3.8. Actividad antioxidante por el método Poder Reductor

El poder reductor de los SMs-2 vacios y cargados con AE (AEO y AET) se determiné
siguiendo la metodologia reportada por Finos y col. (2024), con escasas modificaciones.
Inicialmente, se mezclaron 0,2 mL de muestra con 0,5 mL de tampon fosfato 0,2 M (pH 6,6) y 0,5
mL de ferricianuro potdsico al 1% (p/p). Esta mezcla se incub6 a 50°C durante 20 min, y tras la
adicion de 0,5 mL de dcido tricloroacético al 10%, se sometié a centrifugacién a 8.000 g durante
5 min a 25°C. Posteriormente, se recogié 1 mL del sobrenadante y se combiné con 1 mL de agua
destilada y 0,2 mL de cloruro férrico al 0,1% (p/p). Tras dejar reaccionar esta mezcla a 50°C
durante 10 min en oscuridad, se midié la ABS a 700 nm utilizando un espectrofotémetro (Jenway

7305, Reino Unido). Se realizé un blanco, utilizando agua destilada en lugar de muestra y cloruro
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férrico, y un control negativo donde solo la muestra se substituy6 por agua destilada. Los valores
de ABS medidos se interpolaron en una curva estandar de dcido ascérbico de concentraciones

comprendidas entre 0,01 y 0,19 mg mL™!, y el poder reductor se expresé como mg EAA mL"!.
3.2.3.9. Actividad antifingica

La evaluacidn de la actividad antifingica frente a Candida spp. se incorpord en el presente
trabajo de tesis con el fin de explorar el potencial de los SMs-2 como nanoingredientes funcionales

con capacidad de inhibir el desarrollo de microorganismos oportunistas a nivel intestinal.

La CIM de los AEs (AEO y AET) libres y encapsulados en SMs-2 contra Candida albicans
(ATCC 10231), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 2219) y C. glabrata (ATCC
90030), se determin6 mediante el ensayo de dilucion en agar (Boukhatem y col., 2020).
Brevemente, soluciones de AE (AEO y AET) en DMSO (Smg/mL) y SMs-2 cargados con AE
(AEO y AET - S5mg/mL) se diluyeron a 40°C en medio de cultivo SBD suplementado con 1,5% de
agar, para obtener las siguientes concentraciones finales de AE: 2; 1,5; 1; 0,5; 0,1 mg/mL. A
continuacién, 2uL de suspensiones de Candida spp. (10* UFC/mL) se inocularon en tres puntos
equidistantes de las placas de agar, las cuales se incubaron a 30°C durante 48 h. La CIM se
determiné como la concentraciéon mds baja de AE libre y encapsulado en SMs-2 que inhibi6 el
crecimiento visible de cada cepa en las placas de Petri. Se realiz6 un control con las maximas

concentraciones utilizadas de DMSO, etanol y Tween 80.

La concentracién fungicida minima (CFM) de los AEs (AEO y AET) libres y encapsulados
en SMs-2 se evalué segin Oshim y col. (2019), con algunas modificaciones. Para ello, las zonas
del agar sin crecimiento fungico observadas durante la determinacion de CIM, se hisoparon y se
repicaron en placas con medio SBD preparado sin agentes antifungicos. A continuacion, se
incubaron a 30°C durante 48 h. La MFC se determiné como la concentraciéon més baja de AE que

produjo ausencia de crecimiento.
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3.2.3.10. Digestion gastrointestinal in vitro

La simulacién de la digestiéon gastrointestinal permite evaluar la estabilidad, liberacién y
potencial bioaccesibilidad de los AEs encapsulados, aspectos clave para su aplicacién en alimentos

funcionales.

Para evaluar la digestibilidad de los SMs-2 y la posterior liberaciéon de AE, se emple6 un
modelo in vitro ampliamente aceptado que simula la digestion géstrica e intestinal secuencial con

leves modificaciones (Brodkorb y col., 2019; Visentini y col., 2020).

Fase gdstrica: Empleando tubos de vidrio, se mezclaron los SMs-2 vacios y cargados con
AE (AEO y AET), con un volumen igual de fluido gastrico simulado 1X (SGF 1X). La solucién
SGF 1,25X se prepar6 de la siguiente manera: 6,9 mM KCI, 0,9 mM KH>POy4, 25 mM NaHCOs,
47,2 mM NaCl, 0,1 mM MgCl, y 0,5 mM (NH4),COs. Posteriormente, se anadié CaCl, 0,3 M para
alcanzar una concentracién final de CaCl, de 0,075 mM. El pH se ajusté a 3,0 utilizando HCI,
seguido de la adicion de una solucién de pepsina (8 U/mg de sustrato) y el volumen adecuado de
agua para formar SGF 1X. Los tubos se incubaron a 37°C durante 2 h con agitacién orbital a 60

rpm (Rotator Multi Bio RS-24, BOECO).

Fase intestinal: Después de la fase gastrica, se afiadié un volumen equivalente de fluido
intestinal simulado 1X (SIF 1X) a los tubos de reaccion gastrica. La solucion SIF 1,25X se prepard
como sigue: 6,8 mM KCl, 0,8 mM KH2POs, 85 mM NaHCOs3, 38,4 mM NaCl y 0,33 mM MgCl..
A continuaciodn, se afiadié CaCl; hasta alcanzar una concentracion final de 0,3 mM y se introdujo
una solucién de sales biliares (SB) (8.10% mmol/mg de sustrato). El pH se ajusté a 7,0.
Posteriormente, se afiadi6 la solucion de pancreatina, previamente disuelta en SIF 1,25X (0,8 U/mg
de sustrato, segun la actividad de la tripsina), con el volumen de agua necesario para obtener SIF
1X. Luego, los tubos se incubaron a 37°C durante 2 h con agitacion orbital a 60 rpm (Rotator Multi
Bio RS-24, BOECO). Una vez finalizada la reaccién intestinal, se afiadi6 un inhibidor de proteasas

2 mM.
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» Distribucion de tamaiio de particulas

La PSDi y PSDv de los SMs-2 vacios y cargados con AE (AEO y AET) se determinaron
luego de la digestion gastrointestinal simulada mediante DLS, utilizando un equipo Zeta-Sizer
(Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido). Las mediciones de tamaiflo se realizaron antes
de la digestién a pH 6,0 y después de la digestién géstrica e intestinal secuencial a pH 7,0 (pH
SIF).

» Estabilidad y bioaccesibilidad in vitro

Se evalud la estabilidad y bioaccesibilidad de los AEs tras el proceso de digestion
gastrointestinal in vitro (Liu y col., 2018; Sorasitthiyanukarn y col., 2022; Zhang y col., 2016).
Para ello, se extrajeron los AEs de la fase de digestion total y micelar. Tras la fase de digestion
intestinal, las muestras se centrifugaron a 10.000 g y 25°C durante 30 min para eliminar el material
s6lido insoluble. Se consideré que los sobrenadantes contenian AEs liberados de los SMs para
producir la fraccion micelar. S6lo los AEs presentes en la fase micelar se consideraron disponibles
para la absorcion, por lo que representaron la fraccion bioaccesible. A continuacidn, se recogieron
0,3 mL de sobrenadantes (fraccion micelar) y se mezclaron en vértex durante 1 min con 3 mL de
hexano. Luego, se realiz6 una segunda extracciéon con 3 mL de hexano. La capa total de hexano se
analiz6 con un espectrofotometro UV-vis (Jenway 7305, Reino Unido), utilizando una longitud de
onda de 281 nm para AEO y 273 nm para AET. La concentracion de AE se calcul6 a partir de la
determinacion de ABS utilizando una curva estdndar. Para el digesto total se utiliz6 el mismo

método de extraccion.

La estabilidad de los AEs (E*) se defini6 como la fraccion que permanecié sin

transformaciones en el intestino tras el proceso de digestion in vitro:

Cnr;
E* = 2929 4 100 (Ec. 2)

Clnicial

donde, Cpigesto Y Cmiciat son las concentraciones de AE en el digesto total recogido tras la fase

intestinal y en la muestra inicial, respectivamente.
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Por otra parte, la bioaccesibilidad de los AEs (B*) se definié como la fraccion que se liberd

del sistema y se solubiliz6 en la fase de micelar tras la digestion:

Chrri
B* = Micela +100

Digesto

(Ec. 3)

donde, Cwicela €s la concentracién de AE en la fraccion micelar.
Por dltimo, la bioaccesibilidad efectiva (BE), definida como la fraccién de AE presente en

la fase micelar, depende de los valores de E* y B* y se calculé como:

C .
BE = B* + E* = -Micela » 100 (Ec. 4)

Inicial

» Actividad antioxidante de los sistemas micelares digeridos

La actividad antioxidante del medio SIF y de la fraccién bioaccesible de los SMs-2 vacios
(Tween 80 1% p/p) y cargados con AEO (Csa 0,17% p/p) y AET (Csat 0,21 % p/p) se determind
mediante el método ABTS y el método de poder reductor, de la misma manera que para los SMs-2

sin digerir (Seccion 3.2.3.7.y 3.2.3.8.).
3.2.4. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. A partir de estas mediciones se
calcularon los valores medios y las desviaciones estindar. Las diferencias estadisticas se
determinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) unidireccional utilizando el programa
Stat Graphics Plus 3.0. Para este andlisis se utilizé la prueba LSD con un nivel de confianza del

95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Ensayos preliminares
4.1.1. Analisis de la composicion de los aceites esenciales

En la Tabla 1 se observa la composicion de los AEs determinada por GC-FID/MS. El CR
de los compuestos no identificados fue del 1% para el AEO, mientras que para el AET todos los
componentes fueron identificados. Se detectaron 6 compuestos en el AEO, siendo el carvacrol
(5-isopropil-2-metilfenol) el mas abundante. Este resultado coincide con valores reportados en la
bibliografia (Rienth y col., 2019). El carvacrol es un terpenoide fendlico, isémero del timol, que
se caracteriza por sus propiedades bioldgicas, incluyendo actividades antiinflamatorias,

antimicrobianas y antioxidantes (Sharifi-Rad y col., 2018).

Los principales componentes del AET fueron timol (2 isopropil-5-metilfenol) y o-cimeno,
seguidos de 6 compuestos menores. Estos resultados concuerdan con los de Hu y col., (2018),
quienes encontraron valores similares para estos dos compuestos en AET comercial. El o-cimeno,
isomero del p-cimeno, ha sido asociado con propiedades antioxidantes (Aebisher y col., 2021). Por
su parte, el timol, un terpenoide fendlico, ha sido ampliamente reconocido por su actividad

antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante (Angelo y col., 2016; Nikoli¢ y col., 2014).

Tabla 1. Composicion relativa de los principales compuestos del aceite esencial de orégano (AEO)

y tomillo (AET) determinada por GC-FID/MS.

Aceites esenciales TR (min) Constituyente CR (%)
Origanum vulgare 6,86 No identificado 1,0
(AEO) 7,96 0-cimeno 9.1
8,81 y-terpineno 7,1
9,92 o-linalool 1,9
15,89 Carvacrol 78,6
18,46 Cariofileno 1,8
22,46 Oxido de cariofileno 0,5
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Thymus vulgaris 5,6 a-ocimeno 2,9

(AET) 6,89 o-mirceno 1,4
8,08 0-cimeno 35,5
8,85 y-terpineno 7,9
10,01 o-linalool 5.8
15,56 Timol 44.9
18,47 Cariofileno 0,9
22,49 Oxido de cariofileno 0,6

TR: Tiempo de retencién. CR: Contenido relativo.

4.1.2. Determinacion de la Concentracion Micelar Critica

Se analiz6 el efecto de la concentracion de Tween 80 (% p/p) sobre la tension superficial
(mN/m) de soluciones acuosas de tensioactivo (Figura 9). Se observé que la tension superficial en
la interfase aire/agua disminuyé de manera lineal con el aumento del logaritmo natural (In) de la
concentracion de Tween 80, lo que indica una adsorcion progresiva de mondmeros de Tween 80
sobre dicha interfase. La adsorcidon contintda hasta que la superficie se satura completamente de
moléculas de tensioactivo. A partir de ese punto, un incremento adicional en la concentracion de
Tween 80 no produce ningtin cambio en la tension superficial, lo que genera una clara ruptura en
la curva de tension superficial. Esta ruptura ocurre a una concentracion especifica de Tween 80,
correspondiente al valor de CMC. Por encima de la CMC, las moléculas de Tween 80 se
autoensamblan para formar micelas junto con otras estructuras supramoleculares (especialmente a

concentraciones de tensioactivo mds elevadas, Figura 4) (Rehman y col., 2017).

La CMC, definida como la concentracion minima de Tween 80 que inicia la formacién de
micelas, se registr6 en (38 +4).10%% (p/p). A esta concentracién, las micelas vacias de Tween 80
permiten la solubilizacién de compuestos lipofilicos al encapsularlos en su nicleo hidrofébico
(Narang y col., 2007). El valor de CMC obtenido fue consistente con valores reportados en la

bibliografia (Rehman y col., 2017; Wang y Gao, 2018).
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Figura 9. Efecto de la concentracién de Tween 80 (% p/p) sobre la tension superficial (mN/m) en
la interfase aire-agua de una solucidén acuosa de tensioactivo. Condiciones: pH 6, temperatura:

25°C.

4.2. Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas, propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y de la digestion gastrointestinal in vitro de los SMs bioactivos
4.2.1. Capacidad y cinética de solubilizacion

La solubilizacion de los AEs (AEO y AET) en SMs-2 se evalu6 midiendo el cambio en la
turbidez de una solucién de Tween 80 al 1% (p/p) tras anadir diferentes alicuotas de emulsion
madre (Figura 10). Esta determinacién no pudo realizarse para los sistemas SMs-1 debido a la
elevada turbidez y heterogeneidad de fases observada en todas las muestras (Figura 11A). Ademas,
la Figura 11B muestra la apariencia visual de los sistemas SMs-2 a medida que varid la
concentracion de AE y el tiempo de almacenamiento. La turbidez se mantuvo constante en el
intervalo de concentraciéon de AE entre 0,0125 y 0,15% (p/p), y luego aument6 bruscamente de
0,2 a 0,5% (p/p), indicando que los SMs se saturaron completamente. El mismo comportamiento
se observo en la apariencia visual de los sistemas, donde las soluciones fueron inicialmente
transparentes y se volvieron turbias y opacas a una determinada concentracion de AE. La Cqa,

obtenida a partir de la interseccién de ambas rectas de la Figura 10, fue 0,17 £ 0,01% (p/p) para
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AEO vy 0,21 £0,01% (p/p) para AET. Segtin la apariencia visual, estos valores se situaron en torno

al 0,2-0,5% (p/p) para ambos AE (Figura 11B).

Por debajo de la Csa, los AEs probablemente fueron solubilizados por los SMs, dando lugar
a valores de turbidez bajos y un aspecto translicido. Sin embargo, por encima de la Csa, los SMs
posiblemente se saturaron de AE, y el aceite remanente se dispers6 como pequefias gotas,
evidenciando altos valores de turbidez y un aspecto turbio y opaco (Rao y McClements, 2012).
Ademads, a altas concentraciones de AE (> 0,5% p/p), los sistemas se volvieron blancos y se

observo separacion de fases.

Los valores de Csac obtenidos fueron comparables a los reportados por Deng y col. (2016),
quienes desarrollaron micelas cargadas con timol mediante la titulacién de una solucion de Tween
80 al 2% (p/p) con una emulsién de timol al 10% (p/p), obteniendo un valor de Csac de 0,2% (p/p).
En otro trabajo, soluciones acuosas de Tween 80 al 1% (p/p) se titularon con alicuotas crecientes
de una emulsion madre formulada con 10% (p/p) de aceite de limén 'y 1% (p/p) de Tween 80 (Ziani
y col., 2012). Los autores hallaron un valor de Cs, para el aceite de limén de 0,3% (p/p). Ademés,
analizaron el impacto del tipo de tensioactivo (Tween 20, 60 y 80) sobre la solubilizacién del aceite
de limén y observaron que las micelas de Tween 80 y 60 solubilizaron mas aceite que las micelas
de Tween 20. Esta diferencia se atribuy6 a la estructura quimica de los tensioactivos, especialmente
alamayor longitud de las cadenas hidrocarbonadas de Tween 80 y 60, lo que permiti6 la formacion
de nicleos hidrofébicos de mayor tamaio capaces de solubilizar mayor cantidad de aceite en su

interior.
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Figura 10. Variacién de la turbidez de una solucién de Tween 80 (1% p/p) titulada con alicuotas
de emulsién de AEO (B) y AET (&) con la concentracién de AE (0,0125-0,5% p/p). Condiciones:
pH 6, temperatura: 25°C.
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Dua 14 Dva 30 Dla 14 Dua 30

B

Figura 11. Apariencia visual de (A) SMs-1 a diferentes SOR
(p/p) cargados con AEO y AET a 1, 7, 14 y 30 dias de almacenamiento. (B) SMs-2 con diferentes
concentraciones de AEO y AET (% p/p) a 1,7, 14 y 30 dias de almacenamiento. Condiciones: pH
6, temperatura: 25°C.

En la Figura 12, se muestra la variacion de la turbidez de la solucién de Tween 80 al 1%
(p/p) con el tiempo luego de la adicion de alicuotas de emulsion madre de AE. Se observo que, en
el caso de los SMs-2 cargados con AEO, por debajo de la Csa, €l AE se solubiliz6 en menos de
50 s, mientras que en el caso de los SMs-2 cargados con AET, este tiempo fue inferior a 25 s. Este
comportamiento refuerza la idea de que, por debajo de la Csa;, se produjo una rdpida disminucién

de la turbidez probablemente debido a una reduccién del tamafio de particula como consecuencia

46



Resultados y Discusion

de la transferencia de moléculas de AE desde las gotas de emulsion hacia el nicleo micelar o
hidrofébico. A concentraciones superiores a la Csa, los valores de turbidez se mantuvieron
elevados durante todo el tiempo de evaluaciéon. Ademads, la solubilizaciéon micelar fue menos
evidente a medida que aumenté la concentracion de AE, indicando que las gotas de AE

predominaron sobre las micelas.

A 3‘5 | 1 | 1 B 3‘5 1 1 1 |
3‘ O e A A s A o A A AN e AN e A e A 3,0 _"’_’h B i L e e
_ 259 _ 254~
§ 201 5 20
¥ ] D
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Figura 12. Efecto de la concentracion de A) AEO y B) AET sobre la cinética de solubilizacion de
gotas de emulsion madre en soluciones de Tween 80 al 1% (p/p). Concentraciones (% p/p): (=)
0,05; (=) 0,1; (=) 0,15; (==) 0,2; (=) 0,25; (=) 0,5; (==) 1. Condiciones: pH 6, temperatura:
25°C.

4.2.2. Distribucion de tamaiio de particulas

La distribucién de tamafio de particulas se determind para los sistemas SMs-1 y SMs-2
cargados con AEO y AET (Tablas 2 y 3). Los perfiles PSDi se presentan en la Figura 13. La PSDv
fue monomodal (volumen de 100%) tanto para SMs-1 como para SMs-2. El anélisis de tamafio de
particula se realizé para los sistemas SMs-1 cargados con AEO y AET a 1, 7, 14 y 30 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (25°C) y diferentes SOR (Tabla 2 y Figura 13A). Para
los sistemas SMs-1 cargados con AEO se obtuvieron valores de dy entre 24 y 68 nm. Ademads, a 1

dia de almacenamiento, se observo un incremento en el tamafio de particula con el aumento del
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SOR. En cuanto al tamafio de particula de los SMs-1 cargados con AET, el dy oscil6 entre 28 y 57
nm a 1 dia de almacenamiento, sin que exista una clara tendencia entre el tamafio de particula y el
aumento del SOR. Del mismo modo, Sedaghat Doost y col. (2020) no encontraron una relacién
clara entre el tamafio de particula y el SOR para los SMs cargados con AEO vy
trans-cinamaldehido. Asimismo, Saberi y col. (2013) no establecieron una correlacién directa
entre el tamafio de particula y los valores de SOR para sistemas formulados con vitamina E y
triglicéridos de cadena media como fase oleosa, y diferentes moléculas de Tween (20, 60, 80 y 85)
como tensioactivos. Ademads, demostraron que las particulas mds pequefias (du ~ 55 nm) se

obtuvieron utilizando Tween 80 como tensioactivo.

Por otra parte, se observo que, para ambos AEs y a cada SOR, se produjo un incremento
significativo en el tamafio de particula tras 30 dias de almacenamiento. Este aumento fue muy
variable para cada AE y SOR, pero estuvo comprendido entre 0,2 y 3 veces mayor en comparacion
con el tamafo observado a 1 dia de almacenamiento. Este resultado fue similar a los hallazgos
reportados por Saberi y col. (2013), quienes registraron un aumento significativo en el tamafio de
particula para el sistema vitamina E-Tween 80 después de 60 dias de almacenamiento. Analizando
la apariencia visual de los sistemas SMs-1 (Figura 11A), se observé que para ambos AEs y durante
1 y 7 dias de almacenamiento, el aspecto de los mismos fue blanco y opaco, con regiones
translucidas, destacdndose su heterogeneidad. Posteriormente, a los 14 y 30 dias de
almacenamiento, las muestras se volvieron mas blancas y homogéneas, lo que concuerda con el

aumento observado en el tamafio de particula, especialmente a SOR 1 (Tabla 2).

Estos resultados sugeririan la presencia de SMs saturados con AE, incapaces de solubilizar
todo el AE adicionado. Como consecuencia, es probable que parte del AE anadido se haya
dispersado en forma de gotas, favoreciendo el aumento del du y la desestabilizacion (separacion
de fases) con el tiempo de almacenamiento, posiblemente debido a mecanismos como floculacién,

coalescencia y maduracion de Ostwald (Rao y McClements, 2012; Saberi y col., 2013).
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Tabla 2. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el dy (nm) de los SMs-1 cargados con AEO
y AET a diferentes SOR. Condiciones: pH 6, temperatura: 25°C. Los valores se muestran como
media + desviacion estdndar y letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(p <0,05). Se aplicé la prueba LSD para cada SOR.

Tanafio (dy) de SMs-1 cargados con AEO (nm)

Tiempo de almacenamiento (dias)

SOR (p/p) 1 7 14 30
0,05 24,0 £2,7° 33,2 0,280 40,1 £ 10,0° 52,3+£6,7°
0,10 38,3 +10,3* 39,7+£5,7% 48,5 £4,2% 68,4 +7,0°
0,25 62,9 £ 0,4° 69,1 £3,1% 84,2 +8,1° 98,5 £ 8,6°
0,50 65,5 +3,7° 69,2 +2,0° 70,6 + 3,6° 86,8 + 6,2°
1,00 68,2 + 1,3? 92,0+ 11,9° 101 +7,7° 117,5 £0,9°
Tamafio (du) de SMs-1 cargados con AET (nm)

0,05 28,1 £3,9° 35,5+11,2%° 44.4 +1,7° 70,7 £ 12,4°
0,10 56,8 + 4,4° 46,1 +0,4° 50,2 +9,5%b 70,1 £2,1¢
0,25 50,3 +1,9° 52,1 +4,0% 56,2 +0,2°¢ 58,5 £0,0¢
0,50 41,3 8,9 47,0 + 2,40 52,7 £3,6°¢ 56,4 £0,4¢
1,00 443 +1,7° 96,2 + 3,1° 124 + 31°¢ 134,5 £10,1°

dg: didmetro hidrodinamico

Como se ha mencionado anteriormente, para los sistemas SMs-2, alicuotas de emulsion
madre se titularon en una solucién de Tween 80 (1% p/p), dando lugar a SMs con concentraciones
finales de AEO y AET comprendidas entre 0,0125 y 3% (p/p). La Figura 11B muestra la apariencia
visual de estos sistemas a 1, 7, 14 y 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C). El
tamano de particula de los sistemas SMs-2 se determind para concentraciones de AE comprendidas
entre 0,0125y 0,25% (p/p) a 1, 7, 14 y 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (Tabla
3 y Figura 13B). El tamafio de particula de los sistemas SMs-2 con una concentracion de AE
superior a 0,5% (p/p) no se determin6 debido a que los tubos carecian de regiones translucidas

luego de 1 dia de almacenamiento. Ademads, se midi6 el du de los SMs vacios (Tween 80 al 1%
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p/p), siendo éste 10,1 £ 0,5 nm. En la Tabla 3, se puede observar que la adicion de AEO o AET a
los SMs dio lugar a un ligero aumento del du. Estos resultados sugieren que los AEs fueron
encapsulados con éxito en los SMs-2. El aumento del du de los SMs tras encapsular AE dentro de
las estructuras micelares ha sido reportado previamente (Deng y col., 2016; Gaysinsky y col.,

2008).

Los sistemas SMs-2 cargados con AEO y AET a 1 dia de almacenamiento, presentaron un
valor de du comprendido entre 10,3 y 16,9 nm, y entre 8,5 y 12,4 nm, respectivamente (Tabla 3).
Ademas, no se observo una relacion directa entre el tamafio de particula y la concentracion de AE
a 1 dia de almacenamiento. Por otro lado, al estudiar la estabilidad en el tiempo de los SMs-2, la
mayoria de los sistemas cargados con AEO no mostraron diferencias significativas en el tamafio
de particula durante los 14 dias de almacenamiento (Tabla 3 y Figura 13B). Sin embargo, a los 30
dias de almacenamiento, se observé un aumento significativo del tamafio de particula en la mayoria
de estos sistemas, alcanzando valores entre 50 y 141 nm. Contrariamente, la mayoria de los SMs-2
cargados con AET permanecieron estables, ya que no hubo diferencias significativas en el tamafio
de particula a los 30 dias de almacenamiento (Tabla 3 y Figura 13B). No obstante, algunos SMs-2
cargados con AET mostraron un ligero aumento del tamafo de particula durante el
almacenamiento, pero todos los valores de du estuvieron proximos a los 10-14 nm, incluso a los

30 dias de almacenamiento.

Tabla 3. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el du (nm) de los sistemas SMs-2 cargados
con diferentes concentraciones de AEO y AET (% p/p). Condiciones: pH 6, temperatura: 25°C.
Los valores se muestran como media + desviacion estdndar y letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05). Se aplicé la prueba LSD para cada concentracion.

Tamafio (du) de SMs-2 cargados con AEO (nm)

Tiempo de almacenamiento (dias)

AE (% plp)
PP 1 7 14 30

0,0125 10,3 +0,7° 10 + 1,28 9,3 +0,1° 9,7 + 0,3

0,0250 11,2 + 1,08 10,4 + 0,3 10,3 +£0,5° 11,8 +0,6°

50



Resultados y Discusion

0,0500 11,1 +1,4% 10,6 + 0,6* 12,9 +3,7¢ 13,1 +£3,3%
0,0750 11,9 £0,3* 13,8 £0,2% 18,4 +4,5° 20,5+ 1,8°
0,1000 16,9 £0,8* 16,5+0,9% 19,7 +1,2° 53,1 £3,6°
0,1250 15,8 £2,5? 20,1 £1,7° 23,4 £4.4% 85,3 +12,1°
0,1500 14,8 +1,5° 16,5+ 1,5° 14,3 +5,3? 98,3 +6,6°
0,2000 11,4 +0,7% 12,4 +0,0* 14,3 + 0,22 140,9 + 16,7°
Tamafio (du) de SMs-2 cargados con AET (nm)
0,0125 8,5+0,0° 9,7 +0,0° 10,9 £ 0,2¢ 10,8 +0,6°
0,0250 10,4 +0,5° 10,3 +0,7¢ 10,9 + 1,2% 11,4 +0,2%
0,0500 12,0 £1,22 11,3 +£0,3? 11,6 £0,5° 11,7 £0,8*
0,0750 11,7 +0,0° 10,7 £ 0,17 11,9+0,3° 11,7 £0,3°
0,1000 12,0 £0,1? 11,4 £0,4 11,6 £0,4% 11,5+0,7%
0,1250 12,4 £ 0,4 11,8 £0,2% 12,1 £0,1* 12,5 £0,6*
0,1500 11,7 £0,0 11,6 £0,1? 14,1 £0,2°¢ 13,7 £0,2°
0,2000 11,5+ 0,42 11,4 £0,4% 13,9 £0,5° 13,4+0,1°
0,2500 11,9 +0,1° 11,9 +0,5% 12,5+ 0,7% 13,9 +0,2°

dg: didmetro hidrodinamico

Los resultados de tamaifio de particula concordaron con la apariencia visual de los SMs-2
(Figura 11B), detectdndose un aumento de la turbidez de los SMs-2 cargados con AEO durante el
tiempo de almacenamiento, particularmente a los 30 dias. Por el contrario, los SMs-2 cargados con

AET no mostraron cambios en la turbidez durante el tiempo de almacenamiento evaluado.

El aumento en la magnitud de dy y en la turbidez de los SMs-2 cargados con AEO
observado particularmente a los 30 dias, podria estar relacionado con la ubicacion del AE dentro
de los SMs. Algunos compuestos, en funcion de su estructura quimica, pueden orientarse proximos
a la interfase, desplazando de la superficie a los tensioactivos/cosurfactantes y promoviendo un
aumento del tamafio de particula (Bergonzi y col., 2014). Rao y McClements (2012) obtuvieron
SMs cargados con AE de limén y sugirieron que, por debajo de la Csa, €l tamafio de particula

aumento6 debido a que el AE se localiz6 entre las moléculas de surfactante en lugar de orientarse

51



Resultados y Discusion

en el nidcleo micelar. Teniendo en cuenta lo propuesto por estos autores, es probable que el AEO
se haya ubicado préximo a la interfase, favoreciendo procesos como la difusién de aceite o la
atraccion entre micelas durante el almacenamiento. En este sentido, el modo de union, la
estructura, composicidon quimica y la orientacion de los principales componentes de los AEs dentro
de las micelas de tensioactivo pueden ser diferentes, y todos estos factores podrian influir en el

tamano de particula de los sistemas SMs-2.

En resumen, los sistemas SMs-2 fueron mds pequefios (proximos a 10 nm) y estables a lo
largo del tiempo en comparacién con los sistemas SMs-1. Tras 30 dias de almacenamiento, el
tamafo de los sistemas SMs-1 fue superior a 50-60 nm, mientras que el tamafio de la mayoria de
los SMs-2 estuvo comprendido entre 10 y 15 nm, revelando una considerable estabilidad coloidal.
Las diferencias en el tamaifio de particula y la estabilidad coloidal de los SMs cargados con AE
podrian atribuirse a los distintos aportes de energia mecdnica aplicados durante sus procesos de
obtencion. El método SMs-2 implic6 una primera homogeneizacion usando alta velocidad y
elevada intensidad de fuerzas de cizallamiento para crear gotas de AE pequefas y dispersas
uniformemente, seguida de un proceso de titulaciéon, lo que dio lugar a micelas pequenas
coloidalmente estables. Por su parte, el método SMs-1 involucré un proceso de autoensamblaje
que no proporciond suficiente energia para dispersar eficientemente los AEs, dando lugar a

sistemas compuestos por SMs saturados con AE y gotas de AE dispersas.

52



Resultados y Discusion

A 80 SOR 0,05 SOR0,1 SOR 0,25 SOR0,5 SOR 1
e e s
S
g3 o —-
gl N N VAN /\ J\_]
) o AN JAN I\
10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000

80 SOR 0,05 SORD,1 SOR 0,25 SOR 0,5 SOR1
N AN N\ N AN
-
5% % L~ /\ /\ JAN A
=
0 AN /\ / \
10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000

Tamafio (nm)

B 80 0,0125% 0,025% 0,05% 0,075% 0,1% 0,125% 0,15% 0,2%

MIAN /\ VAN VAN
o\ /\ 2N e A1~
2 WA 1\ VAN VAN /\ /)Yk

VAN
10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000

AEO

Intensidad (%)

80 0,0125% 0,025% 0,05% 0,075% 0,1% 0,125% 0,15% 0,2%

g sol/\ N\ VAN N\
53 w0l /\ VAN ™\ JAN VAN N\ ~
c
2 20LLJ\ _/\ AN
0 /\ I\ FAN ~ A
10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000 10 100 10t 10 100 1000

Tamafio (nm)

Figura 13. PSDi (%) de (A) SMs-1 cargados con AEO y AET a diferentes SOR y (B) SMs-2
cargados con diferentes concentraciones de AEO y AET (% p/p), en el dia 1 (=), dia 7 (=), dia

14 (=) y dia 30 (==) de almacenamiento. Condiciones: pH 6, temperatura 25°C.

4.2.3. Eficiencia de encapsulacion

La EE se determiné a 1, 7, 14 y 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C)
para los sistemas SMs-1 y SMs-2 cargados con AEO y AET (Tabla 4 y Tabla 5, respectivamente).
A pesar de que numerosos autores han estudiado la EE de SMs en funcién de la concentracion de
aceite, tensioactivos, cosurfactantes y agua, ain no se ha realizado un estudio exhaustivo de la EE
de los SMs a lo largo del tiempo (Ponce Ponte y col., 2022; Sedaghat Doost y col., 2020; Wang y
Gao, 2018).

Se determiné la EE de los SMs-1 cargados con AEO y AET a diferentes SOR (Tabla 4).
Para ambos AEs, los valores de EE dependieron de la magnitud de SOR y no mostraron una

relacion clara entre ellos a 1 dia de almacenamiento. En el caso de los SMs-1 cargados con AEO,
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los valores de EE encontrados fueron superiores a los de los SMs-1 cargados con AET, oscilando
entre el 68% y el 86%. En el caso de los SMs-1 cargados con AET, el valor més bajo de EE fue
de 20% para SOR 0,5, y el més alto de 66% para SOR 0,05. Si bien algunos autores han reportado
que un aumento en SOR puede favorecer una mayor EE, debido a la mayor disponibilidad de
micelas para incorporar AE, en este estudio no se evidenci6 tal comportamiento (Sedaghat Doost
y col., 2020). De forma similar, Wang y Gao (2018) evaluaron diferentes proporciones de
tensioactivo/cosurfactante/aceite y no encontraron una correlacion clara entre el parametro EE y
los valores de SOR. El andlisis de la EE para cada SOR después de 30 dias de almacenamiento
revel6 que, para ambos AEs, se mantuvo igual o disminuyd. Este comportamiento podria ser una
consecuencia de la separacion de fases, promovida por mecanismos de desestabilizacion como la

maduracién de Ostwald y/o coalescencia (Walker y col., 2015).

Tabla 4. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la eficiencia de encapsulacion (%) de SMs-1
cargados con AEO y AET de diferentes SOR. Condiciones: pH 6, temperatura: 25°C. Los valores
se muestran como media + desviacion estdndar y letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05). Se aplicé la prueba LSD para cada SOR.

EE de SMs-1 cargados con AEO (%)

Tiempo de almacenamiento (dias)

SOR (pfp) 1 7 14 30

0,05 86,0 + 1,3¢ 77,2 +0,6° 72,7 +1,8° 76,7 +1,0°
0,1 77,5 + 6,280 83,2+ 1,4° 80,0 +2,5° 70,0 £ 6,0*
0,25 77,7 +1,4° 81,2 +0,4° 76,2 + 2,00 74,4 £1,9°
0,5 73,0 £0,5° 77,8 +2,5° 73,8 £3,2° 76,1 +3,6°
1 68,6 + 7,6 77,0 £ 2,0 74,4 + 1,17 67,9 + 12,4%

EE de SMs-1 cargados con AET (%)

0,05 65,9 + 26,6° 57,7+5,1° 57,9 + 14,8° 20,5 +15,8%
0,1 50,2 £5,9% 63,3 £5,2% 49,1 £ 27,5° 44,5 + 22 57
0,25 27,3 £20,5% 43,7 £ 0,22 23,0 £19,6% 24,2 + 12,6*
0,5 19,9 +0,8° 11,5+0,2° 24,9 +2,34 14,7 £0,5°
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1 30,6 £11,0* 29,5 £9,2¢ 18,6 +£1,4° 20,4 £9,5°

EE: eficiencia de encapsulacion

Por otro lado, se determind la EE de los SMs-2 cargados con AEO y AET (Tabla 5),
obteniéndose valores de EE elevados, en torno al 88% para ambos AEs y para todas las
concentraciones evaluadas a 1 dia de almacenamiento. Ademas, los valores de EE de los sistemas
SMs-2 fueron superiores a los de SMs-1 desde el primer dia de almacenamiento. De forma similar,
Chen y Chen (2018) obtuvieron micelas de Tween 80/etanol para encapsular curcuminoide,

obteniendo un dy de 11 nm y una EE de 86%.

A los 30 dias de almacenamiento, la mayoria de los sistemas SMs-2 cargados con AEO no
mostraron diferencias significativas en los valores de EE. En el caso de los SMs-2 cargados con
AET, la EE aument6 o permanecié sin diferencias significativas. El distinto comportamiento
observado para los SMs-2 cargados con AEO y AET podria deberse a diferencias en la estructura
molecular de los componentes de los AEs, lo que influiria en su localizacién dentro de la estructura
micelar (Deng y col., 2016). En este contexto, es probable que el AET requiera mds tiempo para
reorganizarse dentro del SMs-2 en comparacién con el AEO. Ademads, cabe destacar que es
termodinamicamente favorable que los SMs incorporen y solubilicen AE dentro de su estructura
hasta que se saturen. Esta fuerza impulsora de origen termodindmico resulta de la reduccién de la
energia libre del sistema, atribuida a la optimizacién de la curvatura de la monocapa de tensioactivo
y ala disminucidn del drea de contacto entre las fases hidrofébica e hidrofilica (Deng y col., 2016;

Rao y McClements, 2012).

Tabla 5. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la eficiencia de encapsulacion (%) de SMs-2
cargados con diferentes concentraciones de AEO y AET (% p/p). Condiciones: pH 6, temperatura:
25°C. Los valores se muestran como media + desviacion estandar y letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0,05). Se aplico la prueba LSD para cada concentracion.

EE de SMs-2 cargados con AEO (%)

55



Resultados y Discusion

Tiempo de almacenamiento (dias)

AE (% p/p) 1 7 14 30

0,0125 86,2 +1,3% 88,1 +1,4° 88,3 £2,9° 87,3 +£0,8°
0,0250 87,5+ 1,3% 87,9 +0,7° 88,2 £ 1,0° 88,1 = 1,17
0,0500 87,9 +£1,1% 87,7 £1,6* 88,0 £ 1,6* 88,3 +1,3°
0,0750 87,9 £0,4* 87,8 £0,3° 88,1 +0,2%° 88,6 + 0,4°
0,1000 88,4 +£0,5* 88,3 +0,7° 88,7 +0,5° 88,9 £0,6°
0,1250 87,4 +£0,3% 87,3+0,1° 87,7+0,3% 87,9 £0,5°
0,1500 88,6 £0,3% 88,7 0,240 89,0 +£0,1° 88,9 +0,2°
0,2000 88,8 £0,3" 88,8 +0,5° 88,9 £0,5° 89,0 £0,5°

EE de SMs-2 cargados con AET (%)

0,0125 77,0 + 1,0 90,6 + 0,3° 91,0 +2,0¢ 92,8 +0,2°
0,0250 82,7+0,4" 90,3 +0,6° 91,2 £ 0,4° 91,0 £0,1°¢
0,0500 86,1 £0,2% 89,7 +0,1° 90,7 +0,0° 90,6 +0,3¢
0,0750 87,8 £0,3% 90,3 +0,1° 90,7 + 0,2°¢ 91,0 £ 0,6°
0,1000 88,5 +£0,2% 90,3 + 0,4° 90,9 +0,0° 90,7 + 0,4°¢
0,1250 89,0 £ 1,0* 90,4 +0,1° 90,7 +0,1? 90,7 +0,1?
0,1500 90,4 +0,1° 90,5 +0,1° 90,7 +0,4? 90,4 +0,0?
0,2000 88,0 £ 5,0° 90,6 £0,0° 91,2 +£0,0% 91,0£0,0°
0,2500 90,9 £ 0,0° 90,8 £0,1* 90,9 £0,2% 91,3+0,1°

EE: eficiencia de encapsulacion

En conclusion, la EE para SMs-1 fue inferior a la de los sistemas SMs-2. Ademas, en los
SMs-1 (principalmente los SMs-1 cargados con AET) no se pudo encapsular una gran cantidad de
AE, esto refuerza la hip6tesis de que los SMs-1 estdn constituidos tanto por SMs como por gotas
de AE dispersas. Por el contrario, los sistemas SMs-2 fueron mds eficientes porque la mayor parte
de los AEs afiadidos se incorporaron en la estructura micelar y la EE no disminuy6 durante los 30
dias de almacenamiento. El paso de homogeneizacion de alta energia implicado en el método

SMs-2 dispersé eficazmente los AEs y facilité su incorporacién en las micelas de surfactante
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durante el proceso de titulacion. Como resultado, los sistemas SMs-2 presentaron valores de EE
mds elevados, ya que una mayor proporcion de los AEs fue efectivamente encapsulada dentro de

la estructura micelar.
4.2.4. Microscopia de fuerza atomica

Las caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales de los SMs vacios, SMs-1 y SMs-2
cargados con AEO y AET se determinaron mediante AFM (Figura 14). Las imadgenes topograficas
de AFM de los SMs vacios mostraron particulas de forma esférica (Figura 14A). Por otro lado, los
sistemas SMs-1 cargados con AEO (Figura 14B) y AET (Figura 14C) dieron como resultado
imégenes topograficas de particulas redondeadas con alta heterogeneidad, aglomeracion y tamafo
variable. Por el contrario, las imédgenes de los sistemas SMs-2 cargados con AEO (Figura 14D) y

AET (Figura 14E) exhibieron particulas esféricas, de menor tamafio y distribucién homogénea.

Por otra parte, los tamanos de particula de los distintos sistemas medidos por AFM no se
correspondieron totalmente con las mediciones de DLS. Estas diferencias fueron esperables
considerando que las muestras se secaron al vacio, lo que podria haber aplastado a las particulas

sobre la superficie de mica (Arzeni y col., 2015).
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Figura 14. Imégenes topogrificas de AFM de (A) SMs vacios, (B) sistema SMs-1 cargado con
AEO a SOR 0,1, (C) sistema SMs-1 cargado con AET a SOR 0,1, (D) sistema SMs-2 cargado con
AEO a Csa (0,17% p/p) y (E) sistema SMs-2 cargado con AET a Csa (0,21% p/p). Condiciones:
pH 6, temperatura: 25°C.

Los resultados obtenidos de los ensayos de apariencia visual, tamafio de particula, EE,
estabilidad frente al almacenamiento y morfologia (AFM) permitieron seleccionar al método

SMs-2 como el mas eficiente. Este método produjo SMs de pequefio du, alta EE, morfologia
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esférica y homogénea, y de una destacada estabilidad durante el almacenamiento. Por estos
resultados, se seleccionaron los SMs-2 para su evaluacion en los ensayos posteriores de la presente

tesis.
4.2.5. Microscopia electronica de transmision

Los SMs vacios y los sistemas SMs-2 cargados con AEO y AET se analizaron mediante
TEM, lo que permiti6é obtener imdgenes de alta resolucion y confirmar la formacién de estructuras
micelares (Figura 15). Al igual que en las imdgenes de AFM, se observé que los sistemas
presentaron una morfologia esférica y distribucién homogénea. Ademas, el tamafio de particula
tanto de los SMs vacios como de los SMs-2 cargados con AEO y AET, no se correspondieron con
las mediciones DLS. Es importante destacar que en TEM la etapa de secado durante la preparacion
de las muestras comprende un paso critico donde puede modificarse el tamaiio de particula. Por lo
tanto, el tamafio de particula obtenido de las imdgenes TEM podria no ser representativo

(Dieckmann y col., 2009).

Figura 15. Micrografias TEM de (A) micelas de Tween 80 vacias, (B) SMs-2 cargados con AEO
ala Csa (0,17% p/p) y (C) SMs-2 cargados con AET a la Csa (0,21% p/p).

4.2.6. Estabilidad fisicoquimica

Se evalud la estabilidad de los SMs-2 cargados con AEO y AET frente a la temperatura,

fuerza i6nica, pH, dilucion acuosa y centrifugacion (Figura 16).
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En relacién a la evaluacion de la estabilidad frente a la temperatura (Figura 16A), se
observé que los SMs-2 cargados con AET permanecieron estables al ser expuestos a temperaturas
de 4, 50 y 80°C durante 30 min, dado que no se detectaron diferencias significativas (p > 0,05) en
el tamafo de particula antes y después del tratamiento. Del mismo modo, no se observaron
diferencias significativas (p > 0,05) en el tamafio de particula de los SMs-2 cargados con AEO tras
ser sometidos a tratamientos térmicos de 50 y 80°C durante 30 min. Sin embargo, se produjo una
reduccién significativa (p < 0,05) en el tamafio de particula de dichos sistemas luego de ser
mantenidos a 4°C durante 30 min, disminuyendo de 11,4 £ 0,7 nm (muestra sin tratamiento) a 9,1
+ 0,7 nm. Esta ligera variacion podria atribuirse a la disminucién de la solubilidad y difusividad
del AEO como consecuencia del descenso de temperatura, lo que posiblemente haya provocado

un mayor empaquetamiento del aceite y la contraccion micelar (Sedaghat Doost y col., 2017).

Respecto a la estabilidad frente a la fuerza i6nica (Figura 16B), se observé un incremento
significativo (p < 0,05) en el tamafio de particula tanto para los SMs-2 cargados con AEO, que
pasaron de 11,4 = 0,7 nm a 14,3 + 2,0 nm, como para los SMs-2 cargados con AET, que
aumentaron de 11,47 + 0,36 nm a 15,1 + 0,7 nm, tras ser diluidos con una solucién de NaCl 500
mM. Este aumento podria atribuirse a los efectos de la fuerza idnica sobre el equilibrio de las
interacciones interfaciales: el incremento en la salinidad favorece las interacciones
agua-electrolito, debilitando las interacciones agua-tensioactivo. Esta modificacion conduciria a
un aumento en la lipofilicidad relativa del tensioactivo y a una disminucién de la curvatura
interfacial, lo que se traduce en un incremento del tamafio de particula. A pesar de esta variacion,
no se observaron fendémenos de separacion de fases, lo que podria explicarse por el elevado grado
de etoxilacion del Tween 80. Esta caracteristica confiere al tensioactivo una alta hidrofilicidad y
un elevado valor de HLB, otorgdndole una mayor tolerancia frente a condiciones de alta salinidad
en comparacién con otros tensioactivos no iénicos de menor grado de etoxilacién (Mahboob y

col., 2022).

El estudio de la estabilidad frente a variaciones en el pH (Figura 16C) reveld una relacion
inversa entre el tamafio de particula de los SMs-2 y el pH del medio acuoso. Especificamente, se
observé un incremento significativo (p < 0,05) en el tamafio de particula tanto para los SMs-2

cargados con AEO como para los cargados con AET, al disminuir el pH. El tamafio de los SMs-2
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cargados con AEO aument6 de 7,0 + 0,1 nm a 18,8 + 0,2 nm, mientras que para los cargados con
AET pasé de 8,7 £ 0,2 a 17,6 £ 0,3, tras el descenso del pH de 9 a 3. Este fenémeno puede
explicarse considerando que en medio dcido se produce una mayor hidratacién micelar. Es decir,
la cantidad de agua ligada por unidad de masa de tensioactivo no i6nico es mayor a medida que el
pH disminuye. Por lo tanto, es probable que en medio 4cido la pelicula interfacial haya presentado
una estructura mds abierta, flexible y menos ordenada, que pudo haber resultado en la formacién
de micelas de mayor tamafio en comparacién con las obtenidas en medio alcalino (H. Zhang y

Kim, 2015).

En cuanto a la estabilidad frente a la dilucién acuosa (Figura 16D), no se observaron
diferencias significativas (p > 0,05) en el tamafio de particula de los SMs-2 cargados con AET
luego de ser diluidos 1, 10 y 20 veces (% v/v) con agua destilada, manteniéndose éste en 11 nm
aproximadamente. Por otro lado, se produjo un leve pero significativo aumento (p < 0,05) en el
tamafo de particula de los SMs-2 cargados con AEO al diluir los sistemas 10 veces (v/v), pasando
de 11,4 £ 0,7 nm en la muestra sin diluir a 12,8 + 0,2 nm en la dilucién 1/10 (v/v). Este
comportamiento fue consistente con el hallazgo de Sedaghat Doost y col. (2020), quienes también
observaron un aumento en la distribucién de tamafio de particula después de diluir SMs cargados
con AEOQ, independientemente de la relacion de dilucion. Sin embargo, es importante destacar que,
mientras ellos observaron incrementos cercanos a los 100 nm, en este estudio el aumento del

tamano de particula fue minimo, de apenas 1,4 nm.

Por dltimo, tanto los SMs-2 cargados con AEO como aquellos cargados con AET
demostraron estabilidad frente a la centrifugacion a 1.000 y 3.000 rpm (Figura 16E). En el caso de
los SMs-2 cargados con AEO no se observaron diferencias significativas en el tamafio de particula
(p > 0,05) luego de los tratamientos, mientras que para los SMs-2 cargados con AET se observé
una disminucion significativa en el tamafio de particula (p < 0,05) luego de 15 min de
centrifugacion a 3.000 rpm. Sin embargo, cabe destacar que dicha disminucién fue inferior a 1 nm
respecto de la muestra sin centrifugar. Estos resultados evidencian la notable estabilidad coloidal
de los SMs-2 obtenidos, considerando que la centrifugacion suele inducir fenémenos de
desestabilizacion como precipitacion, cremado, floculaciéon o separaciéon de fases, que

normalmente se reflejan en un aumento considerable del tamafio de particula (Kang y col., 2022).
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A modo de resumen, los SMs-2 exhibieron una notable estabilidad fisicoquimica, ya que
en la mayoria de los casos no se observaron diferencias significativas en el tamafio de particula
luego de ser sometidos a diferentes tratamientos. El aumento mds importante en el tamafio de
particula ocurri6 al acidificar los sistemas (pH 3), alcanzando valores de 18,8 nm y 17,6 nm para
los SMs-2 cargados con AEO y AET, respectivamente. Sin embargo, cabe sefialar que estos
tamafios siguen siendo caracteristicos de sistemas coloidales estables, lo que pone de manifiesto

la estabilidad estructural de los SMs-2 incluso bajo condiciones acidas.
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Figura 16. Estabilidad de los SMs-2 cargados con AEO y AET frente a la (A) Temperatura, (B)

Fuerza i6nica, (C) pH, (D) Dilucién acuosa y (E) Centrifugacion. ST: muestra sin tratamiento. Las

barras representan la media + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas

significativas (p < 0,05).
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4.2.7. Actividad antioxidante por los métodos ABTS y Poder Reductor

La actividad antioxidante de los SMs-2 vacios (Tween 80 1% p/p) y cargados con AEO
(Csat 0,17% plp) y AET (Csat 0,21% p/p) se determind mediante los métodos ABTS y poder
reductor. En primer lugar, la actividad de captacion del radical ABTS* fue mayor para los SMs-2
cargados con AEO que para los SMs-2 cargados con AET, registrando valores de 1,8 £ 0,1 y 1,5
+ 0,0 mg Trolox mL™!, respectivamente (p < 0,05). Por el contrario, los SMs-2 cargados con AET
mostraron un mayor poder reductor que los SMs-2 cargados con AEO, con valores de 0,16 + 0,00
y 0,15 *+ 0,00 mg EAA mL!, respectivamente (p < 0,05). Ademds, se observé que para los SMs
vacios (1% p/p), la actividad de captacion del radical ABTS™ y el poder reductor fueron cercanos
a 0 (0,10 £ 0,00 mg Trolox mL' y 0,04 £ 0,00 mg EAA mL™). Por lo tanto, la actividad

antioxidante de los SMs-2 podria atribuirse tnicamente a los AEs encapsulados.

Numerosas investigaciones han atribuido las propiedades antioxidantes de los AEs a sus
componentes principales (Al-Mansori y col., 2020; Aljabeili y col., 2018; Boskovic y col., 2019).
En este contexto, Al-Mansori y col. (2020) demostraron que el carvacrol (principal componente
del AEO) presenta una mayor actividad de captacion del radical ABTS* que el timol (principal
componente del AET). Este comportamiento podria atribuirse a las diferencias entre las estructuras
quimicas de estos compuestos, principalmente a la posicion del grupo hidroxilo (Boskovic y col.,
2019; Vuolo y col., 2019). Por otro lado, Yildiz y col. (2021) evaluaron la actividad antioxidante
del carvacrol y el timol utilizando diferentes metodologias y demostraron que el timol presenta
mayor poder reductor que el carvacrol, por lo tanto, comparativamente presenta mayor capacidad

para formar complejos con iones de hierro y reducir la oxidacion (Aljabeili y col., 2018).

Por ultimo, en la bibliografia se observé una gran variabilidad en cuanto a la actividad
antioxidante de los AEs debido a diferencias composicionales entre ellos y al hecho de que la
misma es proporcional a la concentracién de compuesto bioactivo (Ruia y col., 2019). En este
sentido, se han reportado valores de captacion de radical ABTS* para AEO y AET puros de 176,4
+0,2y 48,0 + 0,0 mg Trolox g, respectivamente (Aljabeili y col., 2018; Sarikurkcu y col., 2015).
En cuanto al poder reductor, se encontraron valores para AEO y AET puros de 13,1 £ 0,0y 25,0
+0,0 mg EAA g‘l, respectivamente (Aljabeili y col., 2018; Pezzani y col., 2017). Estas actividades

son superiores a las obtenidas para los SMs-2 cargados con AEO y AET posiblemente porque
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corresponden a AEs puros. Sin embargo, cabe destacar que, incluso a bajas concentraciones (Csar)

y encapsulados, los AEs presentan una considerable actividad antioxidante.
4.2.8. Actividad antifiingica

Se determiné la CIM y CFM del AEO y AET tanto libres como encapsulados en SMs-2
para Candida albicans, C. krusei, C. glabrata 'y C. parapsilosis (Tabla 6).

En el caso de los AEs libres, la CIM de AEO y AET fue de 0,5 mg/mL para todas las
especies de Candida evaluadas. Sin embargo, este comportamiento se modificé al encapsular los
AEs en SMs-2 ya que, para la mayoria de las especies de Candida, los SMs-2 cargados con AEO
presentaron una CIM menor que los SMs-2 cargados con AET. Probablemente, dicha diferencia
se deba a lo explicado anteriormente en relacion a la composicidon quimica y ubicacién de los AEs
dentro de la estructura micelar, lo que podria influir en la disponibilidad del AE para ejercer su

accion antiftingica (Bergonzi y col., 2014).

En cuanto al andlisis de CFM, se observé que el AEQ, tanto en su forma libre como
encapsulada, presenté valores mds bajos que el AET, ya que, para la mayoria de las cepas
evaluadas, produjo la pérdida total de viabilidad a menor concentraciéon que el AET. Estos
resultados coinciden con los hallazgos de Soares y col. (2015), quienes obtuvieron una mayor

actividad fungicida para el AEO en comparacion con el AET.

Por otra parte, se observo que para ambos AEs y para la mayoria de las cepas de Candida
evaluadas, se produjo un incremento en la CIM y CFM luego de la encapsulacién de los AEs en
los SMs-2. Este comportamiento podria explicarse considerando que los AEs se encuentran
atrapados dentro de la estructura micelar, por lo que se hallan menos disponibles para interactuar

con las células de levadura en comparacion con los AEs en su forma libre.

Por ultimo, es importante destacar que, a pesar del aumento en los valores de CIM
observados, los SMs-2 cargados con AEO y AET presentaron una notable actividad antifingica al

inhibir el desarrollo de todas las cepas de Candida evaluadas.
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Tabla 6. Valores de CIM y CFM de AEO y AET libres y encapsulados en SMs-2 para Candida
albicans (ATCC 10231), C. krusei (ATCC 6258), C. glabrata (ATCC 90030) y C. parapsilosis
(ATCC 2219).

Candida spp. AEO SMs-2 AEO
CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
C. albicans 0,5 0,5 0,5 1
C. krusei 0,5 1 1 >2
C. glabrata 0,5 0,5 0,5 1
C. parapsilosis 0,5 1,5 1 >2
AET SMs-2 AET
C. albicans 0,5 1 1 >2
C. krusei 0,5 1,5 2 >2
C. glabrata 0,5 1 0,5 >2
C. parapsilosis 0,5 1,5 2 >2

CIM: Concentracién inhibitoria minima. CFM: Concentracion fungicida minima.

4.2.9. Digestion gastrointestinal in vitro

Dado que los SMs-2 presentan un gran potencial para su incorporaciéon en un producto
alimenticio, es pertinente dilucidar el comportamiento y la liberacién de AEs a nivel intestinal. Por
este motivo, los SMs-2 cargados con AEO y AET se sometieron a un proceso de digestion
gastrointestinal in vitro, que incluy6 una fase géstrica seguida de una fase intestinal (Brodkorb y
col., 2019; Visentini y col., 2020). Tras la digestion, se evaluaron: tamafio de particula, estabilidad,

bioaccesibilidad y actividad antioxidante de los AEs encapsulados.

» Distribucion de tamafio de particulas

Se determinaron los perfiles PSDi de los SMs-2 vacios y cargados con AEO (Csa 0,17%
p/p) y AET (Csa 0,21% p/p) antes y después de la fase géstrica e intestinal (Figura 17). Como se

expuso en la seccion 4.2.2, previo a la digestion, el du de los SMs vacios y cargados con AEO y
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AET fue de 10,1 £ 0,5 nm (100% PSDv); 11,4 +£0,7 (100% PSDv) y 11,5 + 0,4 nm (100% PSDv),
respectivamente. Tras la digestién secuencial géstrica (pH 3,0) e intestinal (pH 7,0), los SMs
vacios no modificaron su tamafio en comparacion con su estado inicial (10,9 £ 0,2 nm; 100%
PSDv; p > 0,05). Por el contrario, tras la digestiéon gastrointestinal se observd un aumento
significativo (p <0,05) en el tamaiio de los SMs-2 cargados con AEO y AET, obteniéndose valores
de du de 69 £ 2 nm (100% PSDv) y 58 £ 3 nm (100% PSDv), respectivamente (Figura 17). El
incremento en el tamafio de los sistemas SMs-2 cargados con AEO y AET, podria indicar que los
AEs estdn conformando micelas mixtas con las SB. Es importante destacar que para el ensayo se
utilizé un extracto biliar porcino crudo, lo que generé una mayor complejidad en el sistema ya que
el extracto biliar contiene SB y concentraciones variables de fosfolipidos, acidos grasos y

colesterol.

Un paso crucial en la absorcidn de nutrientes por parte de los enterocitos es la formacion
previa de micelas mixtas entre los compuestos de interés y SB, fosfolipidos, colesterol y dcidos
grasos (Yao y col., 2015). En este contexto, distintos autores estudiaron la formacion de micelas
mixtas entre Tween 80 y SB, reportando que el Tween 80 favorece la solubilizacién de compuestos

bioactivos hidrofébicos (Naso y col., 2022; Posa y col., 2013).

En concordancia con los resultados obtenidos en este estudio, Naso y col. (2019) y Kruger
y col. (2022) hallaron que las micelas de Tween 80 no modificaron su tamafio tras la digestion
gastrointestinal, manteniéndose en el entorno de los 10 nm. Ademads, Kruger y col. (2022) y Liy
col. (2019) observaron un aumento del tamafio de las micelas cargadas con compuestos bioactivos
tras la digestion gastrointestinal. Asi, las micelas de Tween 80 y etanol cargadas con AE de limén,
aumentaron su tamafio de 10 a 100 nm tras la digestion gastrointestinal (Li y col., 2019). Del
mismo modo, las micelas de Tween 80 que encapsularon diferentes compuestos, como curcumina,
quercetina y naringenina, experimentaron un aumento significativo de tamaiio tras un proceso de
digestion simulado (Kruger y col., 2022). Estos resultados podrian explicarse considerando que
durante el proceso de digestion seria posible que se produzcan modificaciones en los SMs-2 como,
por ejemplo, la incorporacién de SB y/o fosfolipidos en la estructura micelar o la disociacién de

micelas para formar micelas fisiol6gicas mixtas que incluyan Tween 80 y AE.
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Figura 17. Distribucién de tamaifio de particula basada en la intensidad (PSDi, %) de los SMs
vacios (==), SMs-2 cargados con AEO (==) y SMs-2 cargados con AET (==), antes (inicial) y

después (intestino) de la digestion secuencial géstrica e intestinal in vitro.

» Estabilidad y bioaccesibilidad in vitro

La bioaccesibilidad in vitro de los AEO y AET encapsulados en SMs-2 de Tween 80 se
determiné a través de un modelo de digestion gastrointestinal simulado (INFOGEST), midiendo
la cantidad de AE remanente en la fase total y micelar. A partir de dichos resultados se calcul6 la

estabilidad (E*), bioaccesibilidad (B*) y bioaccesibilidad efectiva (BE) (Figura 18).

Tras la digestién gastrointestinal, la concentracién de AE que permanecié en forma
bioactiva (E*) fue del 93 + 3% en el caso del AEO y del 61 + 3% en el caso del AET. Estos
resultados demuestran que practicamente todo el AEO encapsulado en SMs-2 no se degrad6 en
condiciones gastrointestinales. En el caso del AET, el 60% del AE encapsulado en SMs-2
permanecio estable tras la digestion, indicando que los SMs fueron capaces de proteger de manera
considerable al AET de las condiciones gastrointestinales. La reduccién de la estabilidad podria
significar que los compuestos bioactivos del AE se liberaron de la micela o que la micela se
disoci6. En ambos casos, el AE habria estado expuesto al medio digestivo acuoso, donde podria

haberse degradado o precipitado. La degradacion de los AEs en condiciones gastrointestinales
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simuladas podria ocurrir debido a los cambios de pH y a las posibles interacciones entre los
compuestos bioactivos de los AEs y los componentes de los jugos digestivos, como enzimas y
electrolitos (Espinosa-Sandoval y col., 2021; Gutiérrez-Grijalva y col., 2017). Por lo tanto, las
diferencias entre la E* de AEO y AET podrian deberse a que algunos de los compuestos bioactivos
del AET fueron més sensibles a los cambios de pH y a los componentes de los fluidos simulados.
De manera similar, Kruger y col. (2022) obtuvieron micelas de Tween 80 capaces de encapsular
diferentes compuestos bioactivos y observaron que la estabilidad vari6 considerablemente con el
tipo de compuesto, obteniendo los siguientes valores: 100% para curcumina, 94% para catequina,
97% para naringenina, 75% para quercetina y 0% para palmitato de retinol. Estos resultados
indican que la E* podria depender de la naturaleza quimica del compuesto bioactivo estudiado y

seria muy variable cuando se encapsulan en SMs.

A continuacién, se determiné la B* de los AEs midiendo la concentraciéon de AEO y AET
en la fase micelar después de la digestion intestinal simulada. Se asume que so6lo aquellos AEs
incorporados dentro de las micelas mixtas estdn disponibles para la absorcion en el intestino
delgado, es decir, son bioaccessibles (Sorasitthiyanukarn y col., 2022). Como se observa en la
Figura 18, los valores de B* obtenidos fueron del 100% para ambos AEs encapsulados en SMs-2,
indicando que todo el AE que permanecio estable se solubilizé en la fase micelar, encontrandose

disponible para su absorcion.

Por dltimo, la BE, es decir, la fraccién del AE ingerido presente en la fase micelar y
disponible para la absorcidn, fue del 94 + 8% para el AEO y del 61 £ 3% parael AET (Figura 18).

El mayor valor de BE para AEO estaria relacionado con su mayor E* en comparacion con el AET.

Estos resultados evidencian que todos los compuestos de los AEs que permanecieron
estables (E*) se solubilizaron posiblemente formando micelas mixtas y, por lo tanto, estdn
disponibles para la absorcién (B*). Sin embargo, la estabilidad del AET fue limitada, lo que
condujo a una BE inferior en comparacion al AEO. Por lo tanto, el sistema SMs-2 demostr6 una
solubilizacion eficaz de los AEs, pero mostr6 limitaciones a la hora de proteger al AET de factores

injuriantes del tracto gastrointestinal, manifestindose con un valor de estabilidad del 60%.
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Figura 18. Valores de Estabilidad (E*), bioaccesibilidad (B*) y bioaccesibilidad efectiva (BE) de
los SMs-2 cargados con AEO y AET después de la digestion gastrointestinal in vitro. Las barras
representan la media + desviacion estdndar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas

significativas (p < 0,05).

» Actividad antioxidante de los sistemas micelares digeridos

Se determind la actividad antioxidante del medio SIF y los SMs-2 vacios (Tween 80 al 1%
p/p), y cargados con AEO (Csa 0,17% p/p) y AET (Csa 0,21 % p/p) mediante los métodos ABTS*
y poder reductor (Figura 19). Al respecto, se observo que los SMs-2 cargados con AEO exhibieron
una mayor actividad de captacion del radical ABTS* en comparacion con los SMs-2 cargados con
AET, con valores de 0,446 + 0,038 y 0,343 £ 0,032, respectivamente (p < 0,05). Ademas, se
obtuvieron valores de 0,027 + 0,005 y 0,029 + 0,000 para los SMs-2 vacios y el medio SIF
(controles), respectivamente (Figura 19A). Esto sugiere que la actividad de captacion de radicales

ABTS™" de los SMs-2, luego de la digestion gastrointestinal in vitro, se atribuye a los AEs.

Por otro lado, los SMs-2 cargados con AEO exhibieron un mayor poder reductor que los
SMs-2 cargados con AET, con valores de 0,086 + 0,001 y 0,082 + 0,001 mg EAA mL",
respectivamente (p < 0,05). En el caso de los SMs-2 vacios y del medio SIF, el poder reductor fue

de 0,038 + 0,001 y 0,042 + 0,001 mg EAA mL!, respectivamente (p < 0,05) (Figura 19B). La
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notable actividad de los SMs vacios y del medio SIF (controles) podria atribuirse a la presencia de
SB. En este contexto, se han publicado trabajos que demuestran la actividad antioxidante de las
SB. Por ejemplo, se ha comprobado que el 4cido ursodesoxicdlico posee propiedades
antioxidantes, particularmente en presencia de iones férricos (Fe*"), lo que podria contribuir al
efecto observado tras la digestion de los SMs (Lapenna y col., 2002). Resultados similares se

encontraron para los dcidos taurocdlico y glicocélico (Sabat y col., 2021).

En la seccién 4.2.7. se informaron valores de captacion del radical ABTS* de 1,5y 1,8 mg
Trolox mL! y de poder reductor de 0,16 y 0,14 mg EAA mL™! para los SMs-2 cargados con AEO
y AET, respectivamente. Al comparar estos valores con los obtenidos luego de la digestion
gastrointestinal in vitro, se observo que tanto la actividad de captacién del radical ABTS* como el
poder reductor, disminuyeron después de la digestion. No obstante, es importante sefialar que
durante la digestion los sistemas fueron diluidos cuatro veces con los fluidos digestivos, por lo que
los valores obtenidos son comparables con los iniciales (seccion 4.2.7), lo que sugiere que no

habria una degradacion significativa de los compuestos bioactivos a lo largo de la digestion.

Numerosas investigaciones han demostrado la actividad antioxidante de los AEs, ya sea en
forma libre (Aebisher y col., 2021; Radiinz y col., 2021; Sidiropoulou y col., 2022) o encapsulados
en diferentes sistemas como nanoemulsiones (Sampaio y col., 2022; Tan y col., 2023), complejos
de inclusion (Jo y col., 2021), nanocapsulas (Gong¢alves da Rosa y col., 2020), entre otros. Sin
embargo, los estudios acerca de la actividad antioxidante de los AEs tras la digestion
gastrointestinal in vitro son escasos. Diab y col. (2022) y Gayoso y col. (2018) reportaron una
ligera disminucion o la ausencia de modificaciones en la actividad de captacion del radical ABTS™
de los AEs de Melissa officinalis, Lavandula latifolia, Origanum vulgare y Thymbra Spicata
después de la digestion gastrointestinal in vitro (Diab y col., 2022; Gayoso y col., 2018).

En resumen, los resultados obtenidos demostraron que, luego de la digestion gastrointestinal
in vitro, los SMs-2 cargados con AEO y AET mantienen una elevada actividad antioxidante a nivel
intestinal, principalmente por el mecanismo que involucra transferencia de atomos de hidrégeno

(HAT).
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Figura 19. (A) Actividad de captacién del radical ABTS* (mg Trolox mL™) y (B) poder reductor
(2 EAA mL™") del SIF, SMs-2 vacios y SMs-2 cargados con AEO y AET, después de la digestién

gastrointestinal in vitro. Las barras representan la media + desviacion estdndar. Diferentes letras

indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos y discutidos en la presente tesis, se concluye que el
método de obtencion basado en el proceso de titulacién (SMs-2) permitié desarrollar
nanotransportadores estables capaces de encapsular AEO y AET. Por el contrario, el proceso de
autoensamblaje (SMs-1) condujo a la formacién de sistemas mixtos compuestos por SMs
saturados de AE y gotas de AE dispersas. Los SMs-2 solubilizaron los AEs en menos de 50 s y
presentaron una apariencia translicida y homogénea por debajo de la Csa. Ademds, exhibieron
tamanos de particula pequefios y uniformes, manteniendo constante o incrementando la EE durante
el almacenamiento. En contraste, los SMs-1 presentaron signos visibles de inestabilidad,
evidenciados por la separacion de fases y la aparicion de zonas blancas, opacas o turbias.
Consistieron en particulas de tamafio variable, con una eficiencia de encapsulacion que disminuy6
en el tiempo. Las imigenes de AFM y TEM confirmaron estas diferencias, destacando la
homogeneidad de los SMs-2 a nivel de nanoescala. Asimismo, los SMs-2 demostraron ser estables
frente a distintas condiciones de temperatura, fuerza idnica, dilucién acuosa, fuerza centrifuga y
pH, lo que destaca su potencial para ser utilizados en una gran variedad de productos. Por lo tanto,
el aporte de energia mecdnica en los SMs-2 influy6 notablemente en la formacidn, estabilidad

coloidal y eficiencia de encapsulacion de los SMs cargados con AE.

Por otro lado, los AEs encapsulados en SMs-2 exhibieron considerables propiedades
bioldgicas. Los SMs-2 cargados tanto con AEO como con AET, presentaron actividad antifiingica
contra distintas especies del género Candida, 1o que sugiere su potencial aplicacién en el desarrollo
de alimentos funcionales capaces de controlar el crecimiento excesivo de estas levaduras a nivel
intestinal. Ademas, estos sistemas mostraron una marcada actividad antioxidante, incluso luego
del proceso de digestion gastrointestinal in vitro, torndndose prometedores para la reduccion del
estrés oxidativo, conocido por su incidencia en el desarrollo de enfermedades crdénicas no
transmisibles. Es importante destacar, que el sistema SMs-2 protegioé a los AEs de las condiciones
gastrointestinales simuladas, observdndose un efecto protector mds eficaz con el AEO. Ademas,
dicho sistema permitié la completa solubilizacién de los AEs que permanecieron estables

formando micelas fisioldgicas mixtas, lo que es fundamental para su absorcién a nivel intestinal.
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Como conclusién general, los SMs-2 demostraron ser sistemas nanométricos eficaces para
la encapsulacién y vehiculizaciéon de AEO y AET, presentando una notable estabilidad frente a
diversas condiciones fisicoquimicas. Estas caracteristicas, junto con las propiedades bioldgicas
comprobadas, los posicionan como nanoingredientes prometedores para el desarrollo de alimentos

funcionales.
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