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Resumen

En este estudio, se evalu6 la liberacion de aceite de orégano, Origanum vulgare y a-tocoferol a
partir de nanoparticulas de quitosano sintetizadas mediante gelacion idnica en un entorno
lipofilico, utilizando aceite de higado de bacalao como solvente. Para la sintesis de las
nanoparticulas, se empled quitosano a pH 4.5, junto con tripolifosfato de sodio, glutaraldehido
como agentes entrecruzantes, para después recubrilas con lisina como agente protector. El aceite
de orégano consistiendo en una mezcla de carvacrol y timol, se nanoencapsuld después de
emulsificarlo con Tween 20, mientras que el a-tocoferol se disolvio en una solucién con dimetil
sulfoxido (DMSO). Ambos compuestos se cuantificaron por espectroscopia UV-vis, para obtener
la eficiencia de encapsulacion, que fue del 100% para el orégano y del 20% para el a-tocoferol. La
técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) determind didmetros hidrodinamicos de 94 nm para
el orégano y 157 nm para el a-tocoferol, con potenciales zeta de 20.4 y 18 mV, respectivamente,
indicando una estabilidad moderada de las nanoparticulas. Ademads, para evaluar la cinética de
liberacién, y considerando que ambos compuestos son hidrofébicos, las nanoparticulas se
expusieron a un medio de aceite de higado de bacalao durante 2 y 24 horas. Los resultados
indicaron que ni el aceite de orégano ni el a-tocoferol se liberaron en este entorno lipofilico,
sugiriendo una fuerte retencion en las nanoparticulas. Adicionalmente, se compar6 la actividad
antioxidante de los compuestos en su forma libre y encapsulada mediante el ensayo de radical
ABTSe+, con resultados expresados en equivalentes de Trolox y BHT. En el caso del aceite de
orégano, no se observd diferencia significativa entre las dos formas (91% en ambos casos). En
contraste, el o-tocoferol encapsulado mostré una actividad antioxidante notablemente mayor
(91%) frente al a-tocoferol libre (40%), lo que confirma que la encapsulacion mejora la capacidad

antioxidante de este compuesto sin degradarla.



Abstract

In this study, the release of oregano oil (Origanum vulgare) and o-tocopherol from chitosan
nanoparticles synthesized via ionic gelation was evaluated in a lipophilic environment, using cod
liver oil as the solvent. For the nanoparticle synthesis, chitosan at pH 4.5 was employed, combined
with sodium tripolyphosphate and glutaraldehyde as cross-linking agents, and then coated with
lysine as a protective agent. The oregano oil, composed of a mixture of carvacrol and thymol, was
nanoencapsulated after emulsification with Tween 20, while a-tocopherol was dissolved in a
dimethyl sulfoxide (DMSO) solution. Both compounds were quantified using UV-vis spectroscopy

to determine encapsulation efficiency, which was 100% for oregano oil and 20% for a-tocopherol.

Dynamic light scattering (DLS) analysis revealed hydrodynamic diameters of 94 nm for oregano
oil and 157 nm for a-tocopherol, with zeta potentials of 20.4 mV and 18 mV, respectively,
indicating moderate nanoparticle stability. To assess release kinetics, considering that both
compounds are hydrophobic, the nanoparticles were exposed to a cod liver oil medium for 2 and
24 hours. The results showed that neither oregano oil nor a-tocopherol was released in this

lipophilic environment, suggesting strong retention within the nanoparticles.

Additionally, the antioxidant activity of the free and encapsulated compounds was compared using
the ABTSe<+ radical assay, with results expressed in Trolox and BHT equivalents. For oregano oil,
no significant difference was observed between the free and encapsulated forms (91% in both
cases). In contrast, encapsulated a-tocopherol exhibited significantly higher antioxidant activity
(91%) compared to its free form (40%), confirming that encapsulation enhances the antioxidant

capacity of this compound without degrading it.
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1. Introduccion

La pesca y la acuacultura han tomado un papel prominente en cuanto a la alimentacion de la
poblacion mundial. La acuacultura es la industria de produccion de alimentos de origen animal
que crece mas rapido, representando la mitad del suministro actual de productos de mar. Esta tiene
una tasa anual de crecimiento de 9.6% desde 1990 hasta 2018, la cual es muy superior a la tasa de
crecimiento de la poblacion. No obstante, la tasa de crecimiento ha disminuido de 5.8% en 2001-

2010 a 4.5% en el periodo 2011-2018 (Abate et al., 2016; Abdullah et al., 2017; Jolly et al., 2023).

En los organismos cultivados, y en particular los acudticos, es comun el estrés oxidativo, sobre
todo ahora que se experimentan cambios radicales debido al calentamiento global. En lineas
generales, tanto los factores internos como externos son los principales desencadenantes de esta
situacion, incluyendo aspectos como la temperatura, el nivel de oxigeno, la historia de vida, la
alimentacion, la escasez de alimentos y la presencia de contaminantes industriales y agricolas

(Ahmed et al., 2020).

El estrés oxidativo es un desbalance entre la generacion de especies reactivas y la defensa
antioxidante (Halliwell & Whiteman, 2004), siendo el exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) la causa. Un nivel elevado de estrés
oxidativo puede causar dafio en las células y tejidos, manifestandose principalmente a través de
procesos como la hidroxilacion del ADN, la desnaturalizacion de proteinas, la peroxidacion de

lipidos y la apoptosis celular (Hoseinifar et al., 2021; Song et al., 2023).

El término ROS hace referencia a un grupo de moléculas que contienen oxigeno con una diferente
reactividad quimica, que incluso, se les considera como metabolitos del oxigeno. Esto debido a

que han sido parcialmente reducidos y poseen una gran capacidad oxidante debido a que son
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especies reactivas que producen una reaccion en cadena (Carvajal Carvajal, 2019). Cualquier
organismo vivo es capaz de lograr un equilibrio (homeostasis) expresando enzimas endogenas
antioxidantes para neutralizar los ROS. Proceso que conlleva a un desgaste energético y por ende
a la pérdida de salud. Por lo anterior, existe una necesidad de mantener los ROS en niveles que
sean compatibles con la funcion celular normal, la solucion a este problema son los mecanismos

antioxidantes (Sainz et al., 2012).

Los fitobidticos son componentes bioactivos derivados de las plantas, por lo que se les considera
amigables con el ambiente. Estos han mostrado efectos positivos en crecimiento y salud animal,
al ser utilizados como aditivos alimentarios funcionales (Christaki et al., 2020; Firmino et al.,
2021; Suphoronski et al., 2019). Los extractos de plantas aromaticas y aceites esenciales son las
principales fuentes de fitobioticos (Elumalai et al., 2020; Reverter et al., 2021). El orégano
(Origanum vulgare) contiene monoterpenol carvacrol y timol, los cuales han reportado una
actividad antioxidante gracias a su habilidad de atrapar radicales libres, inhibiendo los ROS

(Llana-Ruiz-Cabello et al., 2015).

El a-tocoferol es la parte de la vitamina E que muestra la actividad biologica mas elevada. Esta
trata de un liquido viscoso de color amarillo que no se disuelve en agua, pero se disuelve facilmente
en solventes organicos. Ha demostrado ser beneficioso en actividades contra el cancer,

antiinflamatorias y antioxidantes (Jiang et al., 2022).

La mayoria de los compuestos bioactivos derivados de las plantas, son variables en su
concentracion, ademas de ser volatiles y se degradan rdpidamente durante la digestion, por lo que
la dosis de administracion tiende a ser variable. En otro caso, las formulaciones convencionales de

tocoferol suelen tener dificultades para proporcionar una biodisponibilidad adecuada debido a sus
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caracteristicas hidrofobicas (Trombino et al., 2022). Factores que provocan que la dosis de
administracion tienda a ser también variable. Entonces, para aumentar la estabilidad quimica de
los componentes bioactivos para su estudio dentro del metabolismo animal, es necesario
desarrollar técnicas de administracion controladas, como lo es la nanoencapsulacion (Firmino et

al., 2021).

La nanotecnologia es un campo que ha crecido considerablemente durante los ltimos afos,
estudiando y manipulando la materia de 1-100 nm. Esta tecnologia tiene un gran potencial en
cuanto a mejorar las propiedades fisicas, bioldgicas y quimicas de los materiales. La
nanoencapsulacion protege las sustancias o moléculas, de manera que los aceites esenciales se
mantienen estables (Assadpour & Mahdi Jafari, 2019). Investigaciones previas han reportado
actividad antioxidante y antimicrobiana asociadas con el quitosano (Kim, 2018), un polimero que
proviene de la deacetilacion de la quitina (Pillai et al., 2009). Entre los diferentes biopolimeros, el
quitosano es actualmente el mas atractivo para la encapsulacion de componentes bioactivos como
el a-tocoferol, por sus propiedades inicas como lo son su capacidad para ser compatible con
sistemas bioldgicos, su caracter biodegradable y su baja toxicidad. (Trombino et al., 2022; Yang,

2023).

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la liberacion de dos compuestos
bioactivos, del aceite de orégano, Origanum vulgare y a-tocoferol, a partir de nanoparticulas de
quitosano en un entorno lipofilico realista utilizando aceite de higado de bacalao como matriz. La
sintesis de las nanoparticulas se llevdo a cabo mediante gelacion i6nica, empleando agentes
entrecruzantes como tripolifosfato de sodio, glutaraldehido, su posterior recubrimiento con lisina,
para reducir posibles componentes toxicos (Estrada, 2023). A través de técnicas como la

espectroscopia UV-vis y dispersion de luz dinamica (DLS), se caracterizaron las propiedades de
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las nanoparticulas, incluyendo eficiencia de encapsulacion, tamafo de particula y estabilidad
coloidal. Posteriormente, se estudio la cinética de liberacion de los compuestos nanoencapsulados
en un sistema lipofilico a diferentes tiempos de exposicidn, y se comparo6 su actividad antioxidante
en formas libre y encapsulada mediante el ensayo de radical ABTSe+. Con esta investigacion, se
espera aportar evidencia sobre la capacidad de las nanoparticulas de quitosano para retener y
proteger compuestos antioxidantes en matrices lipofilicas, con potencial aplicacion en la industria

alimentaria y farmacéutica.

2. Antecedentes

2.1 Nanoparticulas de CS/Or

La nanoencapsulacion de los aceites esenciales representa una estrategia valida y eficiente para
superar diversos obstaculos. Esta técnica mejora su bioaccesibilidad y biodisponibilidad, protege
a los aceites de fendmenos de degradacion (como la luz, el oxigeno, la temperatura y el pH),
aumenta su solubilidad y estabilidad fisica, disminuye su volatilidad y enmascara su aroma intenso.
A diferencia de las capsulas de gran tamafio, las nanocapsulas presentan un tamafo subcelular, una
mayor superficie por unidad de volumen y un potencial de incrementar la concentracion de los

aceites esenciales (Weiss et al., 2009).

Granata et al. (2021) sintetizaron nanoparticulas de quitosano para encapsular Origanum vulgare,
que mediante el método de gelacion inotropica, se obtuvo una eficiencia de encapsulacion del
83%. Con dichos autores, las nanoparticulas presentaron una forma esférica, una distribucion
bimodal de tamafio de particula y estabilidad apropiada del > 40 mV, con valores de potencial zeta
superiores a 40 mV. El tratamiento de las nanosuspensiones a diferentes temperaturas (4 y 40 °C)

y periodos de almacenamiento (7, 15, 21 y 30 dias) no afectaron sus parametros fisicoquimicos, lo
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que resalto su capacidad para actuar como reservorio de aceites esenciales incluso en condiciones
estresantes. Ademas, mostraron una actividad bactericida mejorada contra patdgenos presentes en
alimentos (S. aureus, E. coli, L. monocytogenes) en comparacion con los aceites esenciales puros
(Granata et al., 2021). En dicho estudio el objetivo era encapsular el aceite esencial con quitosano
para utilizarlas como bactericidas, por lo que sus ensayos fueron enfocados en ello y se demostro

su potencial actividad bactericida.

2.2 Nanoparticulas de CS/aToc

El a-tocoferol (a-Toc) es susceptible a descomposicion debido a su sensibilidad al oxigeno, la luz,
iones metalicos y otros factores del entorno. Ademas, su falta de solubilidad en agua limita su
aplicabilidad practica (Aresta et al., 2013). Con los avances en nanotecnologia, la fabricacion de
peliculas activas de liberacion prolongada basadas en nanoparticulas ha ganado atencion a nivel
mundial (Niculae et al., 2014). Zambrano-Zaragoza et al. (2014), demostraron que las
nanoparticulas de CS/a-Toc pueden mejorar e inducir la estabilidad y eficiencia del a-toc. Ademas,

se demostrd que las nanocapsulas son el sistema mas eficaz, seguido de cerca por las nanoesferas.

La vitamina E, en forma de a-tocoferol, ha sido extensamente encapsulada y preparada en diversas
presentaciones, como nanoemulsiones, liposomas y nanoparticulas. Se ha observado que la
encapsulacion de la vitamina E mejora su estabilidad fisicoquimica durante el almacenamiento,
ademas de potenciar su actividad biologica después de ser consumida (Aboudzadeh et al., 2018).
Ademas, diversas investigaciones indican que la capacidad de absorcién de la vitamina E puede
incrementarse al ser entregada mediante formulaciones coloidales en lugar de en su forma

convencional libre (Aresta et al., 2014).
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2.3 Liberacion a partir de nanoparticulas de quitosano

Cervantes-Millan (2022) investigé el ingreso de nanoparticulas de quitosano en el hepatopancreas
de L. vannamei, junto con el efecto antioxidante de nanoparticulas de quitosano, las estaban
cargadas con a-tocoferol. Mismas que fueron evaluadas durante el estrés oxidativo agudo con
temperatura el cual fue expuesto a camarones, en donde se evalud a varias concentraciones vs el
a-tocoferol en su forma libre. De este estudio concluyeron que las nanoparticulas cargadas con a-
tocoferol protegen a los camarones del estrés oxidativo al ser expuestos a un estrés agudo

(Cervantes Millan et al., 2022).

Posteriormente, Molina-Estrada (2023) realiz6 un trabajo donde se comparo el efecto de diferentes
concentraciones de nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol (RES) para su estudio en
la viabilidad de preadipocitos 3T3-L1 cultivados en monocapa (2D) y esferoides (3D). El método
de sintesis fue también gelacion ionica, utilizando TPP y glutaraldehido como entrecruzantes, con
quitosano en pH 4.5. Para evaluar la liberacion de RES en condiciones fisiologicas, se colocaron
las NPs en un fluido géstrico y en un fluido intestinal simulados. Las cinéticas de liberacion en
ambos fluidos se presentan en la Figura 19. Las NPs en PBS y en fluido intestinal simulado
mostraron comportamientos similares, alcanzando una liberacion maxima de RES del 33 y 29%,
respectivamente, durante 480 minutos. En contraste, la liberacion maxima de RES en fluido
gastrico simulado se obtuvo en los primeros 30 minutos y se mantuvo constante durante el resto

del experimento (Molina-Estrada, 2023).
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Figura 1. Cinéticas de liberacion de resveratrol en fluidos simulados. NPs-QRL evaluadas frente a PBS (linea azul),

fluido gastrico (linea naranja) e intestinal simulado (linea gris). Tomado de Molina-Estrada, 2023.

3. Marco teorico

3.1 Quitosano

El quitosano (CS) es un polisacarido lineal que se obtiene al desacetilar la quitina, y corresponde
al segundo compuesto mas comun en la naturaleza después de la celulosa. Consiste en un
copolimero catiénico de B-(1 —4) que conecta 2-acetamido-2-deoxi-B-d-glucopiranosa y 2-
amino-2-deoxi-fB-d-glucopiranosa (Figura 1) (Shariatinia, 2019). Conforme a la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Se clasifica como un material seguro
(GRAS por sus siglas en inglés, Generally Recognized As Safe), lo que ha llevado a su extenso uso

en aplicaciones farmacéuticas y biomédicas (Ma et al., 2017).
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Figura 2. Estructura quimica del quitosano. Tomado de (Hernandez et al., 2022).

Tiene propiedades destacadas como biocompatibilidad, biodegradabilidad, insoluble a pHs
alcalinos, no toxicidad, alta biodisponibilidad, simplicidad de modificacién, permeabilidad
selectiva favorable al agua, destacada resistencia quimica, capacidad para formar peliculas, geles,
nanoparticulas, microparticulas y cuentas, asi como afinidad por metales, proteinas y colorantes.
En la actualidad, el quitosano y sus derivados se investigan extensamente en numerosas
aplicaciones farmacéuticas y médicas, que incluyen la entrega de fArmacos/genes, apositos para
heridas, implantes, lentes de contacto, ingenieria de tejidos y encapsulacion celular (Shariatinia,

2019).

En un medio acido, el quitosano adquiere una carga positiva y se vuelve soluble debido a la
protonacion de los grupos amino de la glucosamina. Debido a la naturaleza polielectrolitica del
quitosano, su densidad de carga en la superficie es elevada. Esto conlleva a la formacién de
extensos enlaces de hidrdgeno, tanto intermoleculares como intramoleculares, a través de sus
grupos amino e hidroxilo, lo que origina soluciones viscosas (Figura 2a). Ademas, su viscosidad
estd condicionada por su dependencia de la carga en la superficie, la cual a su vez esta vinculada
a su grado de desacetilacion. Un alto grado de desacetilacion, al aumentar el nimero de grupos

amino, intensifica la formacion de enlaces de hidrogeno, incrementando asi la viscosidad.

18



Asimismo, un alto grado de desacetilacion eleva la densidad de carga en las moléculas de
quitosano, generando fuerzas repulsivas intramoleculares robustas que aumentan la rigidez y
expansion molecular de las cadenas poliméricas individuales, y, por ende, aumentan la viscosidad

(Figura 2b y ¢) (Wani et al., 2021).

+ ¢ *++‘**+++++4*M+4

A - At T % 7

+ + ;++*+++++++¢*+++¢

Figura 3. Carga de superficie del quitosano de acuerdo con el pH del medio. Tomado de (Wani et al., 2021).

La formacion de nanoparticulas de quitosano (CS-NPs) se realiza a través de la técnica de gelacion
ionotrdpica, un proceso simple y suave. En este método, los grupos amino protonados del
quitosano se enlazan mediante vinculos inter e intramoleculares con polianiones multivalentes. El
tripolifosfato de sodio (TPP) es un polianién ampliamente utilizado por su ausencia de toxicidad
y su capacidad para formar geles con propiedades deseables (Antoniou et al., 2015; de Moura et

al., 2009).

3.2 Carvacrol

El carvacrol ha sido ampliamente reconocido como uno de los componentes mas estudiados del
aceite esencial de orégano. Este es un monoterpeno fendlico producido por diversas hierbas, siendo

las mas conocidas Origanum vulgare (orégano griego, mejorana silvestre), Origanum majorana
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(mejorana), Satureja hortensis (ajedrea de verano), Thymus vulgaris (tomillo) y Satureja montana
(ajedrea de invierno), entre otros. Los compuestos fendlicos y los terpenos son un grupo de
sustancias bioactivas volatiles de origen vegetal, con valor medicinal y biotecnoldgico, que
conforman la mayor parte de los aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas (Christaki et
al., 2020; Firmino et al., 2021). Se ha probado que el carvacrol tiene propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antibacterianas. Ademads, posee otras propiedades biologicas, como efectos
antidiabéticos, antifingicos, antitumorales, antimutagénicos, analgésicos, antihepatotoxicos,

cardioprotectores y antiparasitarios (Chroho et al., 2024; Cicalau et al., 2021).

CHs
o OH

CHj

Figura 4. Estructura quimica del carvacrol (Chroho et al., 2024).

La destacada actividad antioxidante reportada del carvacrol se debe a su capacidad para neutralizar
radicales libres, inhibiendo especies reactivas de oxigeno (ROS) generados en células y tejidos.
En contraste, concentraciones elevadas pueden mostrar efectos prooxidantes opuestos (Llana-

Ruiz-Cabello et al., 2015).
3.3 a-tocoferol

El a-tocoferol (Figura 3) es la parte de la vitamina E que muestra la actividad biologica mas
elevada. Se caracteriza por ser un liquido viscoso de color amarillo que no se disuelve en agua,
pero se disuelve facilmente en solventes organicos (hidréfobo). Se ha comprobado su eficacia en

actividades contra el cancer, antiinflamatorias y antioxidantes. T-Ch NPs (Yanat & Schroén, 2021).
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CH,

CH,

Figura 5. Estructura quimica del a-tocoferol. Tomado de (Marin, 2022).

Se considera al a-tocoferol el antioxidante soluble en aceite mas crucial, resguarda las membranas
de la oxidacion al interactuar con los radicales de lipidos generados en la cadena de reaccion de
peroxidacion de lipidos. Esta accion elimina los intermediarios de radicales libres y detiene las
reacciones de propagacion, dando lugar a radicales o-tocoferoxilo oxidados que pueden ser
activados adicionalmente mediante la reduccidon por otros antioxidantes, como el ascorbato, el
retinol o la ubiquinol (Komaiko & McClements, 2016; Raederstorff et al., 2015; Traber &
Atkinson, 2007; Wang & Quinn, 1999). De manera andloga, el a-tocoferol protege las membranas
biologicas al dirigirse de manera preferente a las especies reactivas de nitrdgeno prooxidantes
(Bailey, 2016) resultando en un ahorro energético al no haber necesidad de expresar las enzimas
antioxidantes enddgenas. El a-tocoferol, conocido por su papel como antioxidante natural, se
emplea extensamente en la industria alimentaria para poner fin a las reacciones en cadena de
radicales que suceden durante el proceso de oxidacion de los triglicéridos, sobre todo durante la

elaboracion de alimentos, su almacenamiento y exposicion a través del tracto digestivo.

En el caso de especies de peces cultivadas, la carencia de niveles adecuados de a-tocoferol es en
la alimentacion puede resultar en un deficiente rendimiento de crecimiento o en enfermedades
nutricionales. La cantidad de a-tocoferol requerida como suplemento en la dieta depende de

diversos factores, como la mezcla de vitaminas, el nivel y origen de los lipidos, el método de
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preparacion de la dieta y las condiciones de almacenamiento del alimento, entre otros. La presencia
de otros ingredientes en la dieta también puede ser de gran importancia; se ha propuesto que el a-
tocoferol podria actuar como un sinergista prooxidante a concentraciones mas elevadas cuando

hay prooxidantes como metales de transicion (Afonso et al., 2016).

3.4 Gelacion ionica

En 1997, Calvo et al. publicaron la metodologia para sintetizar nanoparticulas de quitosano a través
de gelacion i6nica (iontrépica). En su trabajo, bajo condiciones de agitacion, la solucién de TPP
se afiade al CS y/o al copolimero de bloques de 6xido de etileno y 6xido de propileno, lo que
resulta en la formacion de particulas de CS-NP con un tamafio que varia entre 200 y 1000 nm y un
potencial zeta de 20 a 60 mV, dependiendo de la relacion de masa CS/TPP o del peso molecular

del quitosano (Calvo et al., 1997).

&
\ TPP como entrecruzante
e e~ e —
S — ~\ x —
Quitosano con solucién de . - ( =)
acido acético I 2 Entrecruzamiento iénico ————
—— e_e
= — =
O NPs de quitosano

Agitacion

Figura 6. Representacion grafica de el método de sintesis de gelacion idnica.
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La gelacion ionotropica es una de las rutas mas estudiadas para sistemas de nanotransportadores
debido a sus condiciones de preparacion suave y procedimiento simple. Este método se basa en el
uso de polielectrolitos (como quitosano, alginato, acido hialurénico y carragenina, entre otros) que
se entrecruzan en presencia de contraiones. En el entrecruzamiento idnico, se forma una red
mediante puentes i0nicos entre cadenas macromoleculares. El agente de entrecruzamiento suele
ser una entidad i6nica cargada con un peso molecular bien definido. Esta técnica se emplea
frecuentemente para la preparacion de nanoparticulas, biofilms o hidrogeles. La estrategia de
preparacion de nanoparticulas implica la disolucion previa del biopolimero en un medio acuoso
diluido para favorecer la dispersion de los polielectrolitos. Posteriormente, se anade el
entrecruzante i6nico cargado a la solucion polimérica para formar las particulas (Fernandez-Quiroz

etal., 2023).

3.5 Espectroscopia UV-vis

La espectroscopia UV-Vis es una prueba no destructiva (NDT, por sus siglas en inglés), este tipo
de pruebas son métodos de evaluacion empleados en la industria para examinar las caracteristicas
de un material, componente, estructura o sistema, identificando posibles defectos o variaciones,
sin perjudicar el estado de la matriz original. Tal como su nombre sugiere, la espectroscopia UV-
Vis mide las propiedades de las muestras en los rangos de longitud de onda UV-Vis (generalmente
entre 190 y 900/1100 nm) sin dafiar el material. En concreto, esta técnica de espectroscopia
determina la cantidad de luz de una longitud de onda especifica que atraviesa una muestra y la
cantidad que es absorbida. Esta informaciéon puede revelar la identidad molecular, la

concentracion, la estructura o la actividad, tanto de compuestos orgdnicos como porfirinas,
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bencenos y naftalenos, como de biomoléculas tales como acidos nucleicos y proteinas (Khalid et

al., 2024).

Selector de A Detector

4| =

Muestra
Fuente de luz

Figura 7. Esquema de un espectrofotdmetro utilizado para medir la absorbancia de una muestra.

En esta técnica, el monocromador separa la luz en una banda estrecha de longitudes de onda, la
cual pasa a través de la muestra. Después de que la luz ha pasado a través de la muestra, se utiliza
un detector para convertir la luz en una senal electronica legible (Diffey, 2002). La Ley de Beer—
Lambert se puede utilizar especificamente para determinar la concentracion de una muestra si se
cuenta con una relacion lineal entre soluciones estdndar que contengan la misma sustancia (Picollo

et al., 2019; Sharpe, 1984).
3.6 Dispersion de la Luz Dinamica (DLS)

DLS es una técnica establecida para medir el tamaiio promedio y la distribucion del tamafio de
particulas en una suspension. Esta se basa en la intensidad de la luz dispersada por una muestra o
solucion para detectar el tamafio de una particula (Ross Hallett, 1999). La técnica tiene las ventajas

de ser relativamente rapida, no invasiva y requerir una preparacion minima de la muestra.
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DLS mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de las particulas. El movimiento
browniano es el movimiento aleatorio de particulas debido al bombardeo de las moléculas del
solvente que las rodean. La firma temporal de las fluctuaciones se utiliza para generar la funcion
de correlacion, a partir de la cual se determina el coeficiente de difusion traslacional (D). Luego,

el tamafo de las particulas (R) se calcula utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein:

D= kT
~ 6mnmR

Ec. 1

Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta, n es la viscosidad del fluido
y R es el radio hidrodindmico de la particula. Normalmente, DLS se utiliza para medir particulas
suspendidas en un liquido. Cuanto mas grande es la particula, mas lento sera el movimiento
browniano. Las particulas mas pequefias son empujadas con mayor fuerza por las moléculas del

solvente y se mueven mas rapidamente.

60

Intensidad

40

. O

}

) ———

Fuente de luz ' Detector

Muestra
Tiempo

Figura 8. Esquema del funcionamiento de la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS).
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La Figura 8 muestra un esquema basico del proceso de Dispersion Dindmica de Luz. En un sistema
de DLS, se utiliza un laser (indicado por la "Fuente de luz") que emite un haz de luz dirigido hacia
la muestra. El laser interactua con las particulas en suspension, causando dispersion de la luz. Las
particulas presentes en la muestra dispersan la luz del laser en diferentes direcciones. La muestra
se encuentra en una celda de cuarzo que permite el paso del laser y la dispersion de la luz. Un
detector colocado en un angulo fijo recoge la luz dispersada. El detector registra las fluctuaciones
de la intensidad de la luz dispersada, estas fluctuaciones se deben a los movimientos aleatorios de
las particulas en suspension. Estos cambios en la intensidad de la sefial a lo largo del tiempo se
utilizan para determinar la funcién de correlacion, a partir de la cual se calcula el coeficiente de

difusion de las particulas.

El potencial zeta se analiza aplicando un campo eléctrico a la suspension y midiendo la velocidad
y la direccion del movimiento de las particulas. El resultado principal de una medicion de potencial
zeta es la movilidad electroforética p que luego se utiliza para calcular el potencial zeta mediante

la ecuacion:

Ec. 2

Donde ( es el potencial zeta, p es la movilidad electroforética, n| es la viscosidad del medio y € es
la permitividad dieléctrica del medio. Esta relacion permite determinar el potencial zeta, un

indicador clave de la estabilidad coloidal en suspensiones.
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3.7 Ensayo de actividad antioxidante con ABTS

El ensayo ABTS se considera una de las técnicas mas sensibles para identificar la actividad
antioxidante debido a que los antioxidantes responden con una cinética de reacciéon mas rapida
(Chanput et al., 2016). Este método, inicialmente reportado por Miller y colaboradores, se basa en
la capacidad de un antioxidante para estabilizar el cation radical coloreado ABTS, previamente
formado mediante la oxidaciéon de ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))
por metemoglobina y peroxido de hidrégeno (Chanput et al., 2016; Londofio-Londofio, 2012). La
técnica modificada para generar el cation radical ABTSe+ implica la produccion directa del
cromoéforo verdeazulado de ABTSe+ a través de la reaccion entre ABTS y persulfato de potasio.
Este cromoforo presenta tres maximos de absorcion a longitudes de onda de 645, 734 y 815 nm.
La adicién de antioxidantes a este radical previamente generado sigue un mecanismo de
transferencia de electrones, visualizado como una decoloracion cuando el radical ABTS es
reducido por el antioxidante (Chanput et al., 2016; Griffiths, 2016). De esta manera, el grado de
decoloracion permite evaluar el porcentaje de inhibicion del cation radical ABTSe+, el cual se
determina en funcion de la concentracion del antioxidante y el tiempo de reaccion (Almeida et al.,
2011)). Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox o TEAC (Capacidad Antioxidante

Equivalente a Trolox).

}‘H‘J

N 0.S
SO, S 3
SO, s N + antioxidante SO, - IN_ B
\Q Nen’ — C[ N $
N c N\C .
2

C,H;
ABTS" (color verde) ABTS % (incoloro)

Figura 9. Representacion del cambio de color en el ensayo ABTS: el radical cationico ABTS*e (verde) es reducido a

ABTS* (incoloro) en presencia de un antioxidante Tomado de (Schaich et al., 2015) .
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Dada la solubilidad del radical ABTSe+ en disolventes acuosos y organicos, este ensayo de
decoloracion permite medir la capacidad antioxidante total tanto en sustancias lipofilicas como
hidrofilicas. Al determinar la actividad antioxidante, es importante considerar tanto la

concentracion del antioxidante como el tiempo necesario para inhibir la absorcion del catién

radical (Bessada et al., 2015).
4. Hipotesis

Es posible liberar a-tocoferol de las nanocapsulas de quitosano sintetizadas por gelacién idnica.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Evaluar la eficiencia de liberacion del a-tocoferol nanoencapsulado con quitosano sintetizadas

mediante el método de gelacion idnica, en diferentes soluciones y tiempos.

5.1.1 Objetivos especificos

1. Determinar la eficiencia de encapsulamiento del a-tocoferol y Origanum vulgare en

nanocapsulas de quitosano mediante espectroscopia de fluorescencia.

2. Evaluar la cinética de liberacion del o-tocoferol y Origanum vulgare desde las

nanocapsulas en funcion de las variaciones de pH y el tiempo, utilizando espectrometria

de fluorescencia.
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6. Metodologia

6.1 Soluciones

Para preparar la solucién de quitosano, primero se mezclaron 98 mL de agua destilada con 2 mL
de acido acético, obteniendo 100 mL de 4cido acético al 2% [v/v]. Posteriormente, se pesaron 0.25
gramos de quitosano para preparar una solucion al 0.25% [w/v]. Esta solucion de quitosano se
anadio al acido acético y se dejo en agitacion durante 24 horas. Después de este periodo, se filtrd
la solucidn, utilizando primero un filtro de 0.45 um y luego uno de 0.22 pm, empleando una bomba
de succion para facilitar el proceso. Una vez completada la filtracion, se ajusto el pH de la solucion

a 4.5. Finalmente, la solucion se almacen6 a una temperatura de 4°C para su conservacion.

Para la preparacion del a-tocoferol, se realizé una dilucion 1:1 mezclando 1 mL de a-tocoferol con
1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), obteniendo una solucién homogénea. Posteriormente, se tomo

I mL de esta mezcla y se diluyo en una proporcion 1:10 con agua desionizada.

En cuanto al aceite de orégano, se prepar6 una emulsion homogénea en una proporcion 1:1,
utilizando 500 pL. de Tween 20 y 500 puL de aceite. A continuacién, se anadié 1 mL de agua

desionizada a la emulsion, obteniendo una dilucion final de 1:4 para el aceite de orégano.

Por otro lado, 1a solucidn de tripolifosfato de sodio (TPP) se preparé justo antes de la sintesis. Para
ello, se disolvieron 10 mg de TPP en 40 mL de agua desionizada, alcanzando una concentracién
de 0.025% [w/v]. Finalmente, la solucidon de lisina se obtuvo disolviendo 0.7306 g de lisina en

agua desionizada, hasta lograr una concentracion de 0.4 M.
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6.2 Configuracion del sistema Poseidon

Se utiliza el software Poseidon para controlar el inyector que regula la velocidad del goteo de las

soluciones que se requieren para la sintesis de las nanoparticulas de quitosano.

Tabla 1. Parametros para la configuracion del sistema Poseidon durante la sintesis de las nanoparticulas de quitosano

por gelacién idnica.

Syringe Units Speed Accel Jog Delta Amount
I mL mm/s 0.0900 1.00 1.0 +20 subir
3mL -20 bajar

B Poseidon Pumps Controller - Pachter Lab Caltech 2018 = O X
File
/ Syringe Control \/ Camera Y/ Setup
Select port: |coms | Refresh por
Set Microstepping: |32 =
Syringe Units Speed Accel Jog Delta
Pump1l [oim x| |mms | |o.0s00 = |1.00 = |10 | Send
Pump2 [oim x| fmms | |o.0000 = [o0.00 =] Jo.01 | Send
Pump3 [oim x| fmmys | |o.0000 = [0.00 = Jo.01 =] Send

Connect to Controller

Disconnect from Contraller

Send all settings

Figura 10. Configuracion de los parametros sistema Poseidon en el ordenador.
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B | Poseidon Pumps Controller - Pachter Lab Caltech 2018 — O X
File

/ Syringe Control \/ Camera \/ Setup \

YPumpl | Pump2 | Pump3

Pa Z
Absolute m N 0 e 0
Incremental 1 1 1
Remain I 0 i

Syringe Speed Amount

Pump 1 BD 1 mL 1.0 mm/s 5000 = mm Jog + Coord.
pump 2 BD 1 mL 0.0 mm/s 0.000 33 mm 9 Abs.
Pump 3 BD 1 mL 0.0 mm/s 0000 =] mm 109 < Incr.

Figura 11. Control del sistema Poseidon.

Figura 12. Modelo en tercera dimension del sistema Poseidon tomado de Booeshaghi et al., 2019
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6.3 Sintesis de NPs

Para la preparacion de la muestra, se comenz6 agitando 10 mL de solucion de quitosano a 800 rpm
durante 15 minutos. Luego, con una jeringa de insulina, se extrajeron 400 pL (equivalentes a 40
unidades) de una solucidn de a-tocoferol (a-Toc), los cuales se anadieron gradualmente al sistema
de goteo. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 minutos. A continuacion, se extrajeron 2
mL de solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) con una jeringa de 3 mL, y se incorpord al sistema
de goteo, manteniendo la agitaciéon durante 1 hora. Posteriormente, se afiadieron 200 uL de
glutaraldehido (equivalentes a 20 unidades) utilizando nuevamente una jeringa de insulina, y se
dejo agitar la solucion durante 1 hora. Seguidamente, se incorporaron 200 uL de lisina al sistema
de goteo, continuando la agitacién por otra hora. Finalmente, la solucion resultante se centrifugd
a 3,500 rpm durante 30 minutos a 4°C, descartdndose el precipitado. Se sintetizaron 4 lotes
distintos bajo este mismo procedimiento y con el mismo volumen. Por otro lado, para sintetizar
las nanoparticulas de Cs/Or se sintetizo un lote con el mismo método y soluciones, pero en lugar
de a-tocoferol se agregod aceite esencial de orégano. Ademas, el volumen que se sintetizo para el

lote de Cs/Or fue de 4 veces el de Cs/Toc.

1. Sol. Aceite (a-Toc/Orégano) 400 pL.

30 min.
2. TPI;LZ mL
L Thr
| -

3. Glutaraldehido 200 L.

\ i 1 hr

0 4. Lisina 200 L. 3500 rmp x 30 min W B

Conservar precipitado

Quitosano

CS 0.25% (whv)
v 2% &cido acético /—)
8000 rpm x

15 min

Caracterizacién

Figura 13. Esquema del proceso de sintesis de nanoparticulas de quitosano por gelacion ionica.
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6.4 Caracterizacion

6.4.1 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

El didmetro hidrodinamico y el potencial zeta de las nanoparticulas se midi¢ utilizando el equipo
Zetasizer Nano Ns modelo DTS 1060 de Malvern Instruments. La técnica que se utilizé fue DLS.
Para medir el didmetro hidrodindmico se utiliz6 la celda DTS1060D, donde se colocaron 700 pL
de la muestra directamente. En caso del potencial zeta, se cambid la celda a DTS1070, donde

también se colocaron 700 uL de muestra.

6.4.2 Eficiencia de encapsulacion

Para construir la curva de calibracion se prepard una solucion stock con una concentracion de 50
pL/mL de aceite de orégano en metanol. Después, se diluyo la solucion stock a concentraciones
de 5, 10, 20 y 40 uL/mL en metanol. Se midio la absorbancia de las distintas diluciones en un
rango de 250-350 nm para identificar el pico de absorbancia del carvacrol, el cual se encontré a
los 281 nm como se esperaba de acuerdo con la literatura. Se tomaron los valores de la absorbancia

a los 281 nm de cada muestra para construir la curva de calibracion y obtener la regresion lineal.

Para cuantificar el carvacrol encapsulado, se tomd 1 mL de nanoparticulas del lote A, al cual se le
agreg6 1 gota de acido clorhidrico y 1 mL de n-hexano de grado reactivo, se le dio vortex a la
solucion y se dejo por 5 min. Para un segundo lavado, a la misma solucion se le agregd 1 mL de
hexano y se agitd con vortex. Después de 5 min se recupero la capa transparente (solvente con
aceite) en un vial. Se seco el solvente con nitrogeno y se resuspendid la muestra con en 1 mL de
metanol. Se llevo la muestra a medir absorbancia con microplaca, a una longitud de onda de 281

nm.
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Se prepard una solucion stock con una concentracion de 5 mg/mL de a-tocoferol en metanol. Para
medir la absorbancia en el rango del UV-Vis, se diluy6 la solucion stock a concentraciones de 5,
10, 25, 50 y 75 pg/mL en metanol. Para la medicion de la absorbancia, se utilizod el
espectrofotometro VarioSkan Lux, empleando la placa de 96 pocillos Brand F. En cada pocillo se
colocaron 300 uL de muestra, por triplicado. Se utilizdo metanol como blanco. Se obtuvo el espectro
en el rango de 250-350 nm, registrandose la méxima absorbancia a 290 nm en todas las muestras.
A partir de estos datos, se tomo el valor de la absorbancia a 290 nm para construir la curva de

calibracion y se realiz6 la regresion lineal correspondiente.

Con el objetivo de evaluar la eficacia del método para medir la concentracion de a-tocoferol en
nanoparticulas de quitosano, se analizaron distintos lotes de NPs. Se tomaron 500 pL de cada
muestra y se agregd una gota de dcido clorhidrico para romper las nanocapsulas. Posteriormente,
se realizaron tres lavados con 500 pL de diclorometano durante 5 minutos cada uno. Finalmente,
se recuperd la capa del solvente con el aceite (transparente) y se secd con nitrogeno,
resuspendiéndola en 1 mL de metanol para medir la absorbancia a 290 nm. La Ec. 3 muestra la

formula que se utilizd para obtener el valor de eficiencia de encapsulacion.

EE(%) = Cantidad total de sustancia utilizada < 100
o) Cantidad de sustancia encapsulada

Ec. 3

6.5 Mediciones de liberacion

Con el objetivo de simular un entorno de liberacion realista, se utilizé aceite de higado de bacalao
como matriz lipofilica. Se colocaron 650 pL de aceite de higado de bacalao y 350 pL de NPs bajo

agitacion por 2 y 24 hrs. Después se centrifug6 la solucion a 3000 rpm por 30 minutos, con el fin
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de separar las fases. El producto se recuperd y se separaron las fases (polar y no polar),
considerando que el aceite liberado se encontraria en la fase no polar y el quitosano en la fase
polar. Se cuantificé el a-Toc y carvacrol contenido en el aceite de bacalao, a través de
espectroscopia UV-vis, midiendo la absorbancia a los 290 nm. Los célculos se realizaron de
acuerdo con la curva de calibracion elaborada previamente, utilizando aceite de bacalao como
solvente. Con el fin de conocer la cantidad de a-tocoferol y carvacrol no liberada, se tomo la fase
acuosa y se realizd6 una extracciéon con &cido clorhidrico y diclorometano, con el mismo

procedimiento que se implementd para medir la eficiencia de encapsulacion.

Fase lipidica

U Diluir en metanol
350 pL NPs / \

2y 24hrs E> :
/\} M Separar fases :
ite hic centrifugar 3000 rpm x 30min /—\j~
650 pL aceite higado E i

de bacalao Cuantificacion por espectroscopia UV-vis
< 1.Extraccion con diclorometano
m y ac. aclorhidrico
2.5ecado con nitrégenc
d—s 3.Resuspender en metanol

Fase acuosa

Figura 14. Esquema del experimento que se realizd para evaluar la cinética de liberacion de aceite de orégano y a-

tocoferol a partir de las nanoparticulas de quitosano, en aceite de higado de bacalao.

6.6 Ensayo de actividad antioxidante

La solucion ABTSe+ fue preparada con 0.0038 g de ABTS y 1 mL de persulfato de potasio a 0.066

g/mL. Se dejo la solucidon durante 16 hrs para que hubiera una reaccion de oxidacion del ABTS.
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Para construir la curva de calibracion de actividad antioxidante de Trolox y BHT, se realizaron
diluciones a diferentes concentraciones en buffer PBS pH 7.4. Las concentraciones fueron 5, 10,
20,40y 100 pL/mL para cada antioxidante. Se colocaron 250 uLL de ABTSe<+ en el pocillo de una
microplaca Brand F. Después se afiadieron 5 uLL de Trolox 10 mM y se dejo en la oscuridad durante
5 minutos para después medir absorbancia en el UV -vis con el espectrofotometro VarioSkan Lux.

Se realiz6 el procedimiento por triplicado para cada concentracion de Trolox y BHT.

Con el propdsito de comparar la capacidad antioxidante entre cada aceite y su correspondiente
nanoencapsulado con quitosano, se hicieron dilusiones de cada aceite en metanol, conteniendo la
misma concentracion de aceite que las nanoparticulas resultantes. Por lo tanto, las concentraciones
fueron 7,550 pg/mL para el aceite de orégano y 298 pug/mL para el a-tocoferol. Al igual que para
las curvas de calibracion, se colocaron 250 pLL de ABTSe+ y 5 uL de muestra por pocillo de la
microplaca. El experimento se realizd por triplicado para cada muestra. Se dej6 la reaccion por 5

minutos y después se llevo al espectrofotometro, manteniendo siempre la reaccion en la oscuridad.
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7. Resultados y discusion

7.1 Dispersion de la Luz Dinamica

Por medio de la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS), se obtuvieron los tamafios y la
estabilidad de los distintos lotes de nanoparticulas sintetizadas. En el caso del aceite de orégano se
obtuvo un diametro hidrodinamico de 94 nm y un potencial Z de 20.4 mV. Para el a-tocoferol se
consideraron tres lotes sintetizados por el mismo método: a-Toc 1, a-Toc 2 y a-Toc 3, cuyos
diametros hidrodinamicos fueron 197, 157 y 145 nm, respectivamente. Los valores de potencial Z

correspondientes fueron 19.9, 18 y 15.1 mV.

Tabla 2. Resultados de DLS para los cuatro diferentes lotes de nanoparticulas sintetizados.

Lote Tamafio Potencial Z
nm mV
a-Toc 1 197.3 19.9
o-Toc 2 157 18
o-Toc 3 145 15.1
Orégano 94.6 20.4

El tamafio de las nanoparticulas de los cuatro lotes se encontré dentro del rango adecuado para
esta prueba. Estudios previos han demostrado que nanoparticulas de hasta 500 nm pueden penetrar

en el tejido. No obstante, es importante destacar que el tamano ideal siempre dependera de la
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aplicacion especifica del material. La relacion entre tamafio, concentracion y estabilidad debe ser
cuidadosamente equilibrada, ya que, por ejemplo, nanoparticulas muy pequefias podrian tener un
menor contenido de componente bioactivo, lo que reduciria su actividad. Por otro lado,
nanoparticulas de mayor tamafio podrian no alcanzar el sitio objetivo de manera eficiente. Por ello,

las caracteristicas Optimas varian segun el proposito del sistema.

De acuerdo con los valores de potencial Z obtenidos para los cuatro lotes, todos ellos tuvieron una
estabilidad moderada, ya que se encuentran dentro del rango de los 15-30 mV. Esto sugiere que la
suspension tiene cierta estabilidad, pero podria estar en riesgo de agregacion con el tiempo,
especialmente si hay cambios en las condiciones del medio (como el pH o la fuerza idnica).
Aunque no es un valor que asegure una estabilidad completa, tampoco indica inestabilidad
inmediata. Por otro lado, considerando la aplicacion del presente objeto de estudio, el valor de
potencial Z podria ser suficiente, especialmente si se requiere una liberacion controlada de

componentes bioactivos.

Para la continuacién con las pruebas de liberacion, se selecciond el lote identificado como a-Toc
2 (referido en adelante como a-Toc), debido a que presenta la mejor combinacion de
caracteristicas: tamafo, concentracion de a-tocoferol y potencial Z, siendo los 6ptimos obtenidos
en este estudio. Para las pruebas con Origanum vulgare, se utilizo el Unico lote reportado en esta

seccion.
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Control

FITC

Figura 15. Microscopia de fluorescencia de los cortes de hepatopancreas de camarones colectados en el dia 2 del
grupo control A-D). A) campo claro, B) filtro azul, C) filtro verde, D) filtro rojo. Microscopia de fluorescencia de
cortes de hepatopancreas de camarones colectados en el dia 2 del grupo experimental E-H). E) campo claro, F) filtro

azul, G) filtro verde, H) filtro rojo. Tomado de (Cervantes Millan et al., 2022).

En 2022, Cervantes-Millan comprob6 que nanoparticulas de quitosano cargadas con FITC y con
un didmetro hidrodinamico de 500 nm, lograban ingresar al tejido del hepatopancreas de
Litopenaeus vannamei (camarén blanco del pacifico). En la figura 15 se muestran las imagenes
que obtuvieron a través de microscopia de fluorescencia, donde se encontrd que el filtro rojo
(excitacion 580-598 nm y emision 612-680 nm) es el adecuado para diferenciar la fluorescencia
del organismo y la del FITC que contienen las NPs. Este hallazgo es relevante, ya que las
nanoparticulas desarrolladas en este estudio presentan un tamafio dentro de este rango, lo que
sugiere que podrian atravesar las barreras tisulares y llegar al hepatopancreas, lo cual es esencial

para su funcionalidad como nanoreactor in situ. El tamafio adecuado de las nanoparticulas facilita
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su biodisponibilidad en el d6rgano objetivo, permitiendo que las reacciones controladas o la

liberacion de compuestos bioactivos ocurran de manera localizada dentro del hepatopancreas.
7.2 Eficiencia de Encapsulacion (EE%)

El espectro de absorbancia del aceite de orégano mostré el pico caracteristico del carvacrol, el cual
se esperaba encontrar en = 280nm (Li et al., 2011; Zhang et al., 2023). Se parti6 de esta referencia
ya que el carvacrol es el mayor componente reportado de este aceite (68-78%) y resulto eficiente
la técnica para su cuantificacién. La curva de calibracion se construyd con el valor de la
absorbancia a los 281 nm, siendo esa la longitud de onda con mayor absorbancia en la lectura. La
regresion lineal de esta curva muestra un coeficiente de determinacién (R?) con valor de 1, lo cual

indica que el modelo y por lo tanto la técnica, son altamente confiables.
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Figura 16. a) Espectro de absorbancia del carvacrol, b) Curva de calibracion para la cuantificacién de carvacrol.

Los espectros de absorbancia del a-Toc mostraron una mayor absorbancia a los 290 nm, como

habia sido reportado anteriormente (Gamze, 2020). Se tomaron los valores de absorbancia de las
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distintas concentraciones a esta longitud de onda y la curva construida muestra una regresion lineal

con un valor de R? de 0.99, lo cual confirma la confiabilidad del método para la cuantificacion de

a-Toc.
a-Tocoferol Curva de calibracion a-Tocoferol
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Figura 17. a) Espectro de absorbancia del a-tocoferol, b) Curva de calibracion para la cuantificacion de -

tocoferol.

Los resultados de eficiencia de encapsulacion (EE%) de las Cs/Or-NPs muestran un porcentaje de
encapsulacion de carvacrol del 77.54%. Sin embargo, este valor se refiere al 100% del aceite de
orégano, considerando todos sus componentes. Esto sugiere que el 77.5% de la solucion inicial de
aceite corresponde a carvacrol, asumiendo que aproximadamente el 100% del carvacrol presente
en la solucidn fue encapsulado. Esta conclusion se basa en que el contenido de carvacrol en el

aceite de orégano segun el fabricante oscila entre el 68% y el 78%.

Con las nanoparticulas de CS/aToc se tuvo una eficiencia de encapsulacion del 20%, un valor

considerablemente menor al reportado por otros métodos como emulsificacion de membrana,
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donde se logré encapsular el 100% (Trombino et al., 2022). La razéon de una eficiencia de
encapsulacion baja podria deberse a la manera de diluir el a-tocoferol pues aunque su disolucion
parcial en DMSO mejora su solubilidad, su interaccioén con la solucidon acuosa de quitosano puede
ser insuficiente, lo que disminuye la eficiencia de encapsulacion. Esta falta de compatibilidad entre
el a-tocoferol y el quitosano podria dificultar que este ultimo capture de manera eficiente al a-

tocoferol durante el proceso de encapsulacion.

En ambos casos la sustancia encapsulada presenta una solubilidad baja en medios acuosos, y es
una molécula de naturaleza lipofilica, por lo que se requiere de una dilucion o emulsificacion para
mejorar la interaccion del aceite con soluciones acuosas como la de quitosano en este caso. La
diferencia de la eficiencia de encapsulacion entre los dos aceites es altamente significativa, esto se
atribuye a que el aceite de orégano, al ser mas compatible con surfactantes como el Tween 20,
forma emulsiones estables en agua. Esto podria facilitar su encapsulacion en las nanoparticulas de

quitosano, lo que ha reflejado una eficiencia del 100%.

Tabla 3. Resultados de eficiencia de encapsulacion (EE%) para los distintos lotes de nanoparticulas sintetizados.

Lote EE%
a-Toc 1 4.94
a-Toc 2 20
a-Toc 3 19.93
Orégano 100
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Grifica 1. Resultados de eficiencia de encapsulacion (EE%) para los distintos lotes de nanoparticulas sintetizados.

7.3 Liberacion

Los resultados de la cuantificacion de carvacrol en el medio (aceite de higado de bacalao) tras 2 y
24 horas de agitacion no mostraron el pico de absorbancia caracteristico del carvacrol a 281 nm,
lo que indica que no se detectd carvacrol en el medio oleoso. En contraste, las mediciones de
absorbancia en la fase acuosa sugieren que la totalidad del carvacrol se encuentra en dicha fase.

Esto podria implicar que el carvacrol no se liber6 de las nanocapsulas dentro del intervalo de 2 a

24 horas.

43



Carvacrol 2 hrs Carvacrol 24 hrs
209 2.0 -

Absorbancia (u.a.)
Absorbancia (u.a.)

0.5 4 05 4

0.0 T T 00 T T T 1
280 300 280 290 300 310

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectro de absorbancia de la fase no polar de las nanoparticulas de quitosano con carvacrol expuestas a

aceite de higado de bacalao después de a) 2hrs y b) 24 hrs.

En el caso del a-tocoferol, tampoco se detectd su absorbancia caracteristica a 290 nm al medir el
aceite del medio. Al igual que con el carvacrol, la cuantificacion del contenido de a-tocoferol en
la fase acuosa mostr6 un cambio en la absorbancia a sus correspondientes 290 nm, lo que sugiere
que el mecanismo de liberacion seria el mismo que para el carvacrol. Sin embargo, los resultados
del espectro de absorbancia no fueron tan claros como en el caso del carvacrol, lo cual se atribuye
a la baja concentracion de a-tocoferol encapsulado en las nanoparticulas de quitosano, lo que

dificulta su deteccidn tras el contacto con el medio.

El aceite de higado de bacalao actlia como un medio oleoso adecuado, debido a su afinidad tanto
por el carvacrol como por el a-tocoferol. Ademas, simula de manera ideal un entorno graso, ya
que es rico en acidos grasos en un ambiente hidrofobico, lo que lo convierte en un modelo 6ptimo
para sistemas ricos en grasas, como los que se encuentran en productos alimentarios o

farmacéuticos. Este medio también resulta util para evaluar posibles interacciones entre el aceite
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de higado de bacalao y las nanoparticulas de quitosano, lo que podria influir en la velocidad y el
mecanismo de liberacion tanto del carvacrol como de el a-Toc. Tomando en cuenta estos puntos y
los resultados de los experimentos de liberacion, se puede concluir que, en un entorno lipidico
realista, ni el carvacrol ni el o-tocoferol se liberan en el intervalo de 2 a 24 horas, siendo dificil

que después de este tiempo se logre dicha liberacion.

Es importante destacar que, aunque el aceite de higado de bacalao puede simular parcialmente las
condiciones lipofilicas presentes en un organismo, su capacidad para replicar el entorno in vivo es
limitada. Un factor crucial que dificulta la determinacion precisa de la liberacion in vivo es la
diferencia en las condiciones fisiologicas. En un sistema bioldgico, intervienen enzimas digestivas,
variaciones de pH y otros factores que no pueden ser completamente reproducidos utilizando solo
aceite de higado de bacalao. Ademas, este medio no refleja la compleja interaccion entre las
nanoparticulas, las células, las membranas bioldgicas y las proteinas que ocurre en un entorno vivo
como el hepatopancreas. Este organo, en particular, desempefia un papel fundamental en la
degradacion y absorcion de nutrientes en L. vannamei, lo que refuerza la necesidad de considerar
estas dindmicas biologicas en estudios que busquen evaluar la liberacion controlada de

compuestos.

7.4 Capacidad Antioxidante

El ensayo de ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) se basa en la capacidad de
los antioxidantes para neutralizar radicales libres, especificamente el radical cationico ABTSe+,
que se genera mediante la oxidacion del ABTS. Se obtuvieron las curvas de calibracion de
actividad antioxidante para Trolox y BHT utilizando este ensayo. El coeficiente de Pearson en

ambos casos sugiere que la regresion lineal obtenida es altamente confiable. A partir de estos
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resultados, se concluye que el método es adecuado para evaluar la actividad antioxidante de otros
compuestos utilizando ABTS, ya que el método proporciona resultados consistentes y muestra una
fuerte correlacion con la concentracion de antioxidantes analizados. Su alta sensibilidad permite
diferenciar entre distintos niveles de actividad antioxidante, lo que lo convierte en una opcién
adecuada para comparar diversos compuestos en términos de su capacidad para neutralizar

radicales libres. Esto respalda su aplicacion como una técnica confiable en investigaciones

relacionadas con antioxidantes.
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Figura 19. Curva de calibracion para actividad antioxidante de a) Trolox y b) BHT.

Con fines comparativos, los aceites libres se diluyeron a la misma concentracion por mL que sus
correspondientes soluciones nanoencapsuladas. Al analizar el aceite de orégano libre y el
encapsulado en nanoparticulas, se observa una diferencia insignificante del 0.01% en su actividad
antioxidante, lo que sugiere que la nanoencapsulacion no afecta significativamente esta propiedad.
Esto puede deberse a que los compuestos activos responsables de la actividad antioxidante

permanecen accesibles y efectivos, independientemente de si estan en forma libre o encapsulada.
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Por lo tanto, en aplicaciones donde se busque mejorar la estabilidad, solubilidad o liberacion
controlada, la nanoencapsulacion del aceite de orégano podria ofrecer beneficios adicionales sin

comprometer su capacidad antioxidante.

En contraste con el aceite de orégano, los resultados revelan una notable diferencia en la actividad
antioxidante del a-tocoferol en su forma libre y encapsulada. Mientras que el a-tocoferol libre
presenta una actividad del 40.58%, el a-tocoferol encapsulado en nanoparticulas alcanza un valor
significativamente mayor, con una actividad antioxidante del 91.17%. Estos datos sugieren que la
nanoencapsulacion mejora sustancialmente la actividad antioxidante del a-tocoferol. Una posible
explicacion es que las nanoparticulas protegen al a-tocoferol de la degradacion u oxidacion
prematura, preservando su capacidad antioxidante de manera mas efectiva. Ademas, es importante
senalar que el quitosano, utilizado en la encapsulacion, ha sido reportado por su propia actividad
antioxidante, lo cual también podria influir en los resultados obtenidos en este ensayo, algo que no
ocurrid con el carvacrol. Por otro lado, la encapsulacion puede mejorar la solubilidad o
biodisponibilidad del a-tocoferol, facilitando su interaccion con los radicales libres en medios

acuosos, como fue el caso del ensayo ABTS.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de los distintos lotes de nanoparticulas sintetizados.

Muestra Concentracion Actividad antioxidante en ABTS
pg/mL %
Aceite de orégano libre 7,550 91.85
Cs/Or NPs 7,550 91.84
a-Tocoferol libre 298 40.58
Cs/a-Toc NPs 298 91.17
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Grafica 2. Actividad antioxidante de los distintos lotes de nanoparticulas sintetizados.
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Tabla 5. Actividad antioxidante de los distintos lotes de nanoparticulas sintetizados, comparados con sus equivalentes

en Trolox y BHT, segun las curvas de calibracion elaboradas.

Concentracion Eq. Trolox Eq. BHT
pg/mL nug/mL ng/mL
Aceite de orégano libre 7,550 102.62 243.84
Cs/Or-NPs 7,550 102.61 243.81
a-Tocoferol libre 298 44.36 106.67
Cs/a-Toc-NPs 298 101.85 242.02

Cervantes-Millan también llevd a cabo pruebas para evaluar el estrés oxidativo al incorporar
nanoparticulas de Cs/a-Toc en la dieta del organismo. Se realizé un ensayo in vivo de estrés
oxidativo, exponiendo a los organismos a un estrés agudo durante dos horas, tras lo cual se tomaron
muestras aleatorias de hepatopancreas. Se evalud la expresion de genes que codifican para las
enzimas superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation S-transferasa, todas ellas
clave en la defensa antioxidante enzimatica. Los resultados mostraron una diferencia significativa
en la expresion de estos genes en el tratamiento con tocoferol, en comparacion con el resto de los
tratamientos. Esto sugiere que el tocoferol encapsulado en las nanoparticulas de Cs/a-Toc
permanece activo, lo que refuerza la hipdtesis de que las nanoparticulas sintetizadas en el presente

estudio pueden actuar como nanoreactores en organismos como L. vannamei. Aunque exista la
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posibilidad de que el componente no se libere completamente en un medio lipofilico, su actividad

antioxidante sigue siendo eficiente dentro del organismo.

8. Conclusiones

Se logré la nanoencapsulacion de Origanum vulgare y a-tocoferol mediante el método de gelacion
i6nica, obteniéndose nanoparticulas con tamafos promedio de 94 nm y 150 nm, respectivamente.

La eficiencia de encapsulacion fue 100% para Origanum vulgare y 20% para a-tocoferol.

Se desarrollaron métodos precisos para la cuantificacion de Origanum vulgare y o-tocoferol
utilizando espectrofotometria UV-vis, con picos de absorbancia a 281 nm y 290 nm,

respectivamente.

Las nanoparticulas sintetizadas no mostraron liberacion de los componentes bioactivos al ser
expuestas a un medio lipofilico, como el aceite de higado de bacalao, tras 2 y 24 horas de agitacion.

Habria que considerar aspectos fisioldgicos para determinar si se libera en el organismo.

Se demostr6d que la encapsulacion de estos bioactivos en quitosano mediante gelacion idnica no
afecta su actividad antioxidante. El a-tocoferol mostréo un 40% de actividad antioxidante en su
forma libre y un 91% encapsulado, lo que confirma que la encapsulacion protege sus propiedades.
Para Origanum vulgare, la actividad antioxidante fue similar tanto en su forma libre como

encapsulada (91%).

Las nanoparticulas sintetizadas en este estudio podrian funcionar como nanoreactores en
organismos como Litopenaeus vannamei, donde se ha demostrado que estas nanoparticulas pueden
penetrar el tejido del hepatopancreas y reducir el estrés oxidativo cuando se utilizan nanoparticulas

de Cs/a-Toc.
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